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INTRODUCCION

f s ———————

Metabolismo Ni trogenado.

El nitrégeno ha sido seleccionado por la naturaleza como uno de
los constituyentes esenciales de las moléculas orgdnicas involucradas en
el metabolismo intermediario de todo organismo. Por ello, es de fundamental
importancia que los sistemas bioldgicos posean los mecanismos adecuados de
asimilacidén y utilizacién de nitrdgeno del medio circundante. Ast{, las
bacterias entéricas utilizan el amonio (NH: ) como fuente de nitrdgeno al
crecer en un medio m{nimo. Los grupos nitrogenados destinados al
metabolismo intermediario se derivan del glutamato y la glutamina.

El glutamato es el principal donador de grupos amino para la
formacién de aminodcidos por transaminacién, mientras que el grupo amida
de la glutamina es el donador directo de nitrégeno para algunos pasos en la
biosintesis de algunos aminodcidos, purinas, pirimidinas v algunos otros
compuestos nitreogenades (Tyler, 1978).

La formacién de glutamina se realiza mediante una sola via
catalizada por la enzima glutamino sintetasa (L-glutamato: amonio-ligasa,
EC 6.3.1.2.) (GS). Esta enzima estd sujeta a varias formas de regulacién,
y la reaccién que cataliza es la siguiente:

. ATP ADP + Pi
L-glutamato + NH —_—hT = L-glutamina
% GS

Por otra parte, la formacién de glutamato se lleva a cabo por tres
vias esenclialmente:

1. A partir de «-cetoglutarato y los grupos amino de otros
aminodcidos por transaminacién. La reaccién general es:

R-CHNH4-COOH + COOH-CO—CH;;CH:;COO' e ———— -~ R-C00-COOH
{aminodcido) (X ~cetoglutarato) =w-ece——ececem—na- (a<~cetoécido)

B E—

e avee, e - . COOH-CHNH -CH -CH ~COO
(L-glutama?b)

2. A partir de = ~cetoglutarato y L~glutamina. Esta reaccién as
e ~ catalizada por la enzima glutamato sintasa (L-glutamato: NADPY. éxidoreducs.
sromeieazzecs tasa, EC 1.4,1.3.) (GOGAT) acoplada a la reaccidn ATP-dependiente, catali~ _
s zada por la enzima GS.: La reaccién catalizada por GOGAT es: : s

NADPH + H® _NaDP*
o,~-cetoglutarato + L-glutamina —--=-~——~~~ b'd:——ﬁh 2 L-glutamato + Hzp

=roda ons oo oou oo Al sumar las reacclones catalizadas por la GS y la GOGAT tenemos:
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ATP ADP + P{
L-glutamato + NHZ . . - L—-glutamina
65+ +
NADPH + H NADP
ol ~cetoglutarato + glutamina --------- S el 2 L-glutamato
GOGAT
ATP AP + Pi

3. A partir de amonio y ¢ -cetoglutarato, reaccidédn catalizada por la
enzima glutamato deshidrogenasa (L-glutamato:NADP+ oxidoreductasa, EC
1.4.1.4.) (GDBH). La reaccidén que cataliza es la siguiente:

NADPH + H'  NaDpt
X ~-cetoglutarato + NHy ----=----- Sl -= L-glutamato + H,0

Las formas de incorporacién de amonio a molédculas orgdnicas y las
tres principales vias de formacidn de glutamato para llegar a la
bios{ntesis de glutamina se muestran en la figura 1. La relacién entre
estas tres enzimas y su interaccién en la asimilacién y utilizacién de
amonio para la formacién de glutamato se muestran en la figura 2.

La glutamato deshidrogenasa estd constitufda por un hexdmero con
un peso de 290,000 y cada una de sus subunidades pesa 48,000 (Sakamoto et
al., 1975). La gran importancia de esta enzima reside por una parte en el
papel central que ocupa en el metabolismo celular, dado que su actividad
estd asociada a la interconversién de ol -cetoglutarato y glutamato. Esta
interconversién se situia como un punto de cruce entre el metabolismo
nitrogenado y el de carbono. Como se menciond anteriormente, el glutamato
es el donador primario de grupos amino para la s{ntesls de aminoicidos por
transaminacién. En cuanto al o<L-cetoglutarato, entra al ciclo de Krebs,
generando ah{ equivalentes reductores.

Por otra parte, la reaccidén catalizada por GDH constituye un
mecanismo de asimilaciédn de nitrégeno eficiente ya que no requiere de ener-
9fa proporclonaﬁa por ATP, mientras que la vi{a alterna GS-GOGAT comprende
- dos reacciones catalizadas por dos enzimas en un mecanismo ATP-dependiente.

En enterobacterias tales como Salmonella typhimurium, Klehsiella
aerogenes y K. pneumoniae, la vfa de asimilacién de amonio parece responder
al control por nitrégeno en un modelo propuesto por HcFarland et al. (1981)
y Herrick (1982). Sin embargo, este modelo no parece ser aplicable en el

-caso dae Escherichia coli donde hay controversia en cuanto a la regulacién de
GDH. Algunos autores sostienen que esta enzima no se encuentra baio la
regulacidén de nitrégeno, reportan que sus niveles de actividad no se ven
alterados significativamente en condiciones de alta y baja concentracidn de
amonio (Streicher et al., 1976). Basédndose en estas observaciones, Pahel vy
colaboradores (1978) proponen que la regidn promotor-operador del gene gdhf
de E. coli es diferente a la de K. jerogenes e insensible a 1a regulacién
por nitrégeno.

Por otro lado existen datos publicados en los que se reporta que los
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2-OXOGLUTARATO + NH: GDH DONADOR DE
GRUPOS AMINO
4

I
2-OXOGLUTARATO + L-GLUTAMINA | GOGAT

ZE-OXOGLUTARATO + AMINOACIDO:S] TRANSAMINACION
‘ ' L~GLUTAMATO

/M
r«

'L-GLUTAMINA

3EEGRADACION DE AMINOACID(SE]

DONADOR DE
GRUPQOS AMIDO

FIGURA 1. Diagrama de las formas de incorporacién de amonio a .
moléculas orgdnicas y las tres principales vias de formacién

de glutamatotpara llegar a la biosintesis de glutamina ‘(Tomado : -
de Lozoya, 1982).
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glutgmina
!
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ATP NADPH +H*
Formacién de ominodcidos
otros compuestos nitro-
‘? y gegxdos. GOEAT
ADP + Pi E NADP+
|
E
-glutomato
4
+
NH, e-oxoglutaroto

GDH

NADPHt HY  NaDP!

FIGURA 2. Diagrama de la relacién ¢ inieracciﬁn de las ehzimas
GS, GDH y GOGAT™®h la asimilacién del amonio ¥y su utilizacién & -
para la formacidn del glutamato (Tomado de Lozoya, 1982).
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niveles de la enzima GDH en E. coli se alteran muy significativamente depen-
diendo de las condiciones de crecimiento (Varrichio, 1969; Senior, 1973).

Debido a la escasez de datos y a la controversia existente en cuanto
l1a regulacién de esta enzima, se considerd Justificable y necesaria una
investigacién que aportara conocimientos sobre sus mecanismos de regula-
cidn, sobre todo tomando en cuanta el papel central gque Juega esta enzima
en el metabolismo celular.

Este proyecto de investigacldn se estd llevando a cabo en el labo-
ratorio del Dr. Francisco Bolivar Zapata en el Centro de Investigacién sobre
Ingenierfa Genética y Biotecnologfa, UNAM en Cuernavaca, Horelos. Las
estrategias que se siguieron en el proyecto y los resultados obtenidos hasta
el inicio del presente trabalo son los siguientes:

1. Clonacién del gene estructural que codifica para la enzima GDH
en E. coli y regiones que le flanquean en un vehfculo molecular
(Covarrublas et al., 1980).

11. Determinaciodn de la direccién de transcripcidén del gene en el
fragmento clonado (Sdnchez-Pescador et al., 1982).

111, Secusnciacién nucleotidica parcial del gene y de las regiones
que le flanquean (Sanvicente et al., 1983).

IV. Secuenciacién nucleotidica completa del gene y de las regiones
que le flanquean (Valle et al, 1983 y 1984); identificacién
preliminar de la regién o regiones donde se inicia la transcrip-
cidn y otras secuencias de ADN posiblemente involucradas en la
regulacidn de la expresidn del gene.

V. 1Identificacidén y caracterizaciéon tentativas de las regiones in-
volucradas en la regulacién de la expresidn del gene {Valle et
al., 1983).

Con base en la secuencia nucleotf{dica de la regién flanqueadora 37
del gene, se analiz2é una secuencia de 200 pb posteriores al coddn de termi-
nacién, Esteilnilisis indica que un transcrito que lleve esta secuencia
tiene la capacidad potencial de formar una serie de estructuras secundarias
con posibles implicaciones regulatorias (Fig., 3). Una de ellas estaria
comprendida en una secuencia que se inicia a 87 pb del coddn de termina-
cién, a partir de la cual podrfa formarse una estructura estable de tallo-

'. asa con las caracter{sticas de un terminador rho independiente (Adhya y

Gottesman, 1978; Hoimes et al., 1983) (Fig. 4).

Otra de estas posibles mstructuras presenta un gran parscido a un
ARN de transferencia (Fig. S5) {(Becerril et al., 1985), y un datu de interéds
as el hecho de que guarda un alto grado de similitud en cuaniu a su estructu-
ra secundaria (en forma de irébol) y su secuancia (35%), con el ARRR de
transferencia (tARN) para glutamato en E. coli (Serinzl'y Gauss, 1983).

. Bste parecido podrfa tener un significado espec{fi.~ dado que el gene gdiih

codifica para una enzima caltalizadora de una reraccidn que sintetiza espnii-

. ficamente glutamato. Dado esto, podr{a pensarse que de-tener -na funcién -
~regulatoria, esta estructura podr{a actuar a nivel “e traduccisn del men-~
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FIGURA 3. Caracterf{sticas del extremo flanqueador 3/ del gene .
gdhA. Hapa ffsico del pldsmido PSAE4 linealizado a partir

dal sitio de restriccién de la enzima Pstl. La lfnea punteada
represanta al vector pBR322, la linea contfnua representa un
inserto cromosomal de E. coli, y la barra gruasa representa la
localizacién dal gane gadhA. Los exiremos 37 y 5% se hallan in-
dicados. El fragmento destallado contiene la secuencia nuclaati-
dica (correspondiente al mARN) que codifica para los Gltimos 3
aminodcidos, el codén de terminacién y los siguientes 132 nu-
cledtidos. Tanto la secuencia nucleot fdica como la numeracién
fueron tomados de Valle et al. (1984), Balo la secuencia se in~
dican varios palfndromes con potencial de formar estructuras se-

cundarias (Ver Discusién en el texto) (Tomado de Bacerril et-al.,
1985, en prensal.
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FIGURA 4. Esquema de fun Posible terminador rho independiente apor-—-

tado por 1a sec_q_e_ggﬁi_‘a!nucleottdica que se inicia en e nucleéti-~

do 85 3 rPartir del codén de terminacisn del gene gdha {Tomado deg
Valle, 1984). ,
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FIGURA 5. Estructura similar a un ARN de transferencia que podria
formarse al plegar el transcrito de ARN que comprende los primeros
120 nucledtidos a partir del codén de terminacidn del gene gdhA.
La numeracidn corresponde a la utilizada an la Fig.. 5. : Las bases
represantadas eh caracteres gruesos corresponden a las del tARN de
glutamato. La localizacién de las secuencias REP -estd-indicada
por lineas contf{nuas (Tomado de Becerril et al., 1983).
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sajero como parece ser el caso de una estructura similar al tARN de histidina
en el operdn his de Salmonella typhimurjum (Ames et al., 1983).

Otra de las posibles estructuras {dentificadas inicialmente (Valle,
1984) es casi idéntica (28 ideniidades de 29 totales) a la secuencia consen-
so reportada por Higgins et al. (1982) propuesta como un elemento nuevo de
importancia en la regulacién génica de procariontes. Posteriormente
mente, Stern et al. (1984) llevaron a cabo una revisién mds amplia de estas
secuenclas gque denominaron REP (repetitive extragenic palindromic sequences)
Y proponen una nueva secuencia consenso. Con base en esta se identificd una
una segunda secuencia REP en el gene gdhA a 35 pb de distancia y en sentido
opuesto a la primera.

En su revisién, Stern et al. (1984) encontraron 35 secuencias REP en 16
operones de E. coli princiralmente y otras enterobacterias, aunque también
las encontraron en unidades transcripcionales monocistrénicas. Todas estas
secuencias presentan un alto grado de conservacidn y es importante hacer
notar que no han sido encontradas en fagos o eucariontes. Las secuencias REP
constan de 35 pares de bases (pb) y se dan en una o mis copias adyacentes,
generalmente en sentido opuesto. Cada secuencia comprende una simetrfa de
dfada altamente conservada y el potencial de apareamiento en el tallo es muy
alto. Por otra parte, al haber dos secuencias encontradas en sentido opues-
to, se puede formar otra estructura de tallo-asa de mayor tamafio que la
formada por una sola secuencia REP. Estos dos tipos de estructuras son ex-
cluyentes. Las figuras 6, 7 y 8 muestran una comparacién de las secuencias
REP encontradas en el gene gdhA y el consenso, as{ como las estructuras que
se podrfan formar dadas ambas secuencias.

Recientemente se ha llevado a cabo en nuestro laboratcrio una revi-
sién mis extensa de esta secuencia en el genoma de E. coli y otras entero-
bacterias (Becerril et al., 1985). Con base en esta revisién se ha aumenta-
do una base al consenso reportado por Stern et al. (1984) y se han identifi-
cado 16 nuevas secuencias REP localizadas en 9 unidades transcripcionales
{Tablas I, I1 y IIl). Las secuencias encontradas en el gene gqdhA se encuen-
tran entre estas dltimas.

Esta revisidn aumentéd nuestro interéds en estas secuencias. 4l en-
contrar estas secuencias en regiones extragénicas, es decir, no codificado-
ras de ARNs mensaleros, y con base en datos obtenidos a partir de deleciones
de estas secuencias en el operdn his J-P en Salmonella typhimurium, Stern et
al. proponen ‘que estas secuencias podrfan tener algin papel importante en
la estabilizacién del mensajero en la célula. Sin embargo, en nuestra re-
visién (Becerril et al., 1985) se encontraron estas secuencias no solamente
en genes que codifican para ARNs mensaieros sino también en algunos operones
que codifican para ARNs de transferencia. Por otro lado, adicionalmente a

genes que codifican para ARNs de transferencia y ribosomales. En este altimo
caso un dato interesante es que en estos ARNs dichas secuencias no se encuen-
tran en regiones intercistrdnicas sino que forman parte de la regidn codifi-
cadora del gene.

Para tener una vistén més clara tanto de las secuencias REP como de
las secuencias tipo REP, se pueden distribuir en dos categorfas, cada una de
ellas subdividida segin 1la regién génica que ocupan dichas secuencias o
del tipo de ARN en que se encuentren, de la siguiente manera:




Consenso

gdhA . '

Consenso

gdhA

. FIGURA 6..

Compqracion de las dos secuencias R
el gene gdhA cbn los consensos respectivos.
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----------- >
6 6 C 6. C c
TGCC GATGCG €6 0-6 bases €6 CTTATC GGCCTAC
T AT AT A
TGCCTGAT GGCGC T ACG CTTATCAGGCCTAC
1353
]
|
Y = s et e
G 6 T . 6. T c
GTAGGCC GATAAG GG 0-4 boses C6 CG CATC GGCA <o .
GTAGGCCGGGCAAG c6C A GCGCC € CCGGCA . — ="~
1418 ‘ , ;

%P encontradas en
l




FIGURA 7., Estructuras de tallo-asa que podrian formarse a par-
tir de las secuencias REP consenso. Las aestructuras A y B se ge-~
neraron a partir de las secuencias consenso presentadas en las
Tablas Il y IIIl respectivamente. La estructura C se generé a-
pareando las estructuras A y B, Cabe hacer notar que las regio~
nes apareadas de A y B son idénticas. Sin embargo, las secuen-
clias CUAC y GUAG conservadas en el extremo 3/ en A y en el ex-
tremo 57 en B, as{ como la burbula central en cada estructura

las confieren direccionalidad con respecto al gene proximal (To-
mado de Becerril et al., 198S).
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FIGURA 8. Estructuras potenciales de tallo~asa formadas a partir
de las secuencias REP halladas en el extremo flanqueador 3“ dal
gene gdhA. Cabe hacer notar que no se ha establecido si el mARN
del gene incluye dichas secuenclas. Se han represantado dos po~
sibles estructuras secundarias (A y B). As{ mismo estas dos se-~
cuencias pueden aparearse para formar una estructura alternativa,
C. El nimero de bases (de un total de 33) conservadas con res-
pecto a las secuencias consenso se muestra en paréntesis (Tomado
de Becerril et al., 1983).
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1. \SECUENCIAS REP (Ver Tablas I, Il y I1D):
' |

1. Secuencias REP halladas en regiones intercistrénicas de ge-
nes que codifican para ARNs inestables (mensajeros), La re-
gién en que se encuentran estas secuencias puede ser:

a) Al final de unidades transcripclionales monocistrénicas.
(e.g. gdhf, tryp R).

b) Entre las regiones codificadoras de un operén,
(e.g. his J-Q, his 6-D).

¢) &l final de un operdén.
(e.g. sdhA, sdcB).

2. Secuencias REP halladas al final de unidades mono o policis-
trénicas de ARNs estables. ;

(e.g. H1IRNA, sup BE, tyr taARN).

II. SECUEKCIAS TIPO REP (Ver TablalV):

1. Secuencias tipo REP formando parte de regiones #odificadoras
para ARNs de transferencia.

(e.g. fle tARN en E. coli y B. subtilis).

2. Secuencias tipo REP formando parte de reglones.todificadoras
de ARNs ribosomales.

{e.g. 165 y 235 en E. coli).

" El hecho aislado de.encontrar secuencias REP en ARNs=mat estables
que los mensajeros, €s por s{ mismo interesantie ya que se-podr{a pensar que
de tener alguna funcién en la regulacién génica esta podrfa estiar no sélo
relacionada con la estabilidad del ARN en cuestidén. Ahora bien, al encontrar
secuencias con un alto grado de similitud a las secuencias REP formando parte
de regiones codificadoras de ARNs de transferencia y ribosomales, aumentan
las preguntas acerca de su posible funcién. Una de las posibilidades serfa
el que estas secuencias tuvieran algin tipo de interaccidédn con protefnas
involucradas en los mecanismos de transcripcidén o traduccién de'-1a célula.
Estas -protefnas..podrian ser . de tipo modificador..como.las .que:dnteraccionan ..
con hases espec{ficas de ARNs de transferencia, o bien de tipo procesador
como las que interaccionan con algunos ARNs ribhosomales. Por otro lado, cabe
la posibilidad de que el papel de estas secuencias esté limitado a ser de
tipo estructural, afectando la arquitectura tanto del ADN y/o la del ARN de
tal manera que modificara sus niveles de transcripcién y/o traduccién.

Si bien existen varias posibilidades en cuanto al papel que estas se~

cuencias REP y tipo REP pudieran tener en la regulacidén génica en proca-
riontes, no se tienen datos experimentales para apoyar estas suposiciones.
De hecho, es muy poco lo que se conoce al respecto. Sin embargo, es claro
que este tipo de secuencias no se dan al azar, ya que se han encontrado u-
nicamente en procariontes y exhiben un alto grado de consarvacidn as{ como
una serie de caracterf{sticas que sugleren un papel potencial en la organi-
zacién del genoma del cual forman parte.
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TABLA I. Localizacién de secuencias REP. La localizacién de
cada secuencia REP con respacto al gene proximal (gene mis prdo-
ximo a las secuenclas REP {dentificado con respecto a la direccién
de transcripcién) se indica con flechas gruesas cuya direccién
indica la orientacién de dichas secuencias. La direccién de
transcripcién va de izquierda a derecha. Cada gene esti repre-
sentado por un recuadro con su nombre. En muchos casos, no se sa-
- be si existen genes adicionales mis adelante en la secuencia. NI
indica que existe un marco abierto de lectura y/o un producto gé-
nico, aunque.su funcién es desconocida. S.t. significa Salmonella
typhimurium. La secuencia REP incompleta en mtlA (2) indicada por
la flecha discontf{nua puede continuar aungue no se tienen datos
adicionales de secuencia. Los casos marcados con asteriscos fueron
tomados de Becerril et al. (1985). E1l resto fueron tomados de
Stern et al. (1984),

Las secuancias REP han sido identificadas como parte del
mARN en 8 unidades transcripcionales: glyA (12), hisJ (10),
mtlA (2), lggj (4), folA (3), hisG (11), glnALG (16) y rpol (6&).

a. dhuA A5), es el nombre de la regidn regulatoria del operén
de transporte ‘de histidina en S. “typhimurium. " En ‘este caso; la se-
cuencia REP se halla sobreslapada con el promotor propuesto para
hisJ.
b. (7) La secuencia REP estd localizada entre la regién de ~10 y el
codén de iniciaciédn ATG de la regidn codificadora del gene uvrl.
(8) No se ha astablecido si existe la codificacién para un poli-

Ltldo pequeno en la regidn que se encuentra entre la secuencia
REP y HIRNA.'
d. (13) Las secuencias REP estdn localizadas en el extremo 37 del o-
per6n de tARN., Este es uno de los dos casos en los cuales se han
hallado sechncias REP repetidas en tandem.
e. (14) Las secuencias REP estin localizadas en el extremo 37 del o-
perén de tARN.,
t. (24) Las secuencias REP estdn localizadas en la regién intercis-
tréonica de los genas araA y araD del operdn araBAD de Salmonella
typhimurium LTt (Lin et al., 1985). En este caso también se pre-
sentan en tandem.
NA. (22,23) Las secusncias nucleot{dicas que rodean a las secuen-
cias REP no estin disponibles (Stern at al., 1984).

(Tomado de Becerril et al., 1985).
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Nombre G Distancia del coddn ~ Separacion entre
A i de terminacion Secuencias REP
1 arG 49 -
2 miA | iAol 41 - N
3 folA ; (oA} — 24 —
4 lacy ',"i' —~{lacz ?— lacY W 9 —_
5 *dhuA(St) i T.dhuA 1 ______ . .
6 '*rpoD —~{rpsU ~ - dnaG " }—{rpoD }———«-——-——- 3 -
7 Yawd —— D ] . b ~
8 MIRNA M fa—m———————— ¢ 35
9 spol42 —{polA HspoMEm 60 25
10 hisdist) - his) |l 1isq ) hisM P} 47 o 20
11 hisG(St) hisD_} hisC }—{ hisB }- 6 25
12 giya 36 35
13 *supBE 1RNA "G 1RNA i 1RNA el g 5
14 *iyr 1RNA —ftyr TRNA |y TRNA |- p————— ¢ : 13
15 *gma (- f—————— 9 , 34
16 *gnALG m giC_}—{ gnG_}——— 59 T4
17 *pisB 12 : 36
18 lomB ~[malK_ loma_]_&—iz-}& 9 7,14
19 ndnA 12 14
20 MR a © 2
21 ghS '4——“ 20 3035
22 sdhA NA NA
23 sucB sucA , 22 4 © - NA NA E '
<

3
24 *oraBAD(SH) oroB { ardA 14(f) 6,1
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TABLA 1l. Homologfa entre secuencias REP., Secuencia consenso de
REP comparada con las secuencias nucleotfdicas mostradas en la
Tabla I. La flecha superior indica la orientacidn de las secuen-
cias REP con respecto al gene proximal identificado. Los numeros
an paréntesis identifican secuencias REP en unidades donde existen
mds de dos de ellas. Todas las secuencias nucleotf{dicas son de
GenBank (Septiembre, 1984) a excepcién de malE, hisG, sucB y sdha,
las cuales fueron tomadas de Stern et al., 1984 (Tomado de Becerril

et al., 1985).
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TABLA II!. Homologfa entre sacuencias REP. Seacuencias nuclso-
tidicas de la sacuenclia consenso de REP complementaria y de las
unidades transcripcionales prasentadas en la Tabla I. Las indi-
cacionss son las mismas de la Tabla Il (Tomado de Bacerril et al.,
198%).
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dhuAr {S.t.)
ndhAa (1)
tyr tRNA
M1 RNA

hisG

glns (3)
plsB
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TABLA I

Nombre Secuencia
L
G 6 T P c
Consenso G TAGGCC GATAAG CG Otodb €6 CG CATC GGCA
: T A ¢ A ¢ A

B. subtilis tRNA ile G cAcGCCTGATAAG CGT 9 ACGTCG g Tggtt CgA (24)
£. coli tRNA ile 6cAGGCCTGATAAGG GT AgGTCG g TggttcCA-(2)
E. coli 16S RNA - G6TAGtCCGGATt G6G6aGT ctgeca ACGTCG AcTCCatagA/(25)
E. coli 23S RNA 6TAAaGCCTGecgAAGGCGT gt 6 Ct6 T GaggCA T C CtG G A (28)

}
TABLA IV. Secuencias tipo REP halladas como parte de genes que
codifican para moléculas astables de ARN. En el margen derecho,
en paréntesis, se especifica el numero de bases (de 35 totales) _—
que son homélogas al consenso. Las bases no homdlogas astén '
axpresadas en letras minusculas (Tomado de Becerril et al., 1983) .

(1)
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QBJETIVOS

Con base en estos antecedentes, en el presente trabalJo se
pretende llevar a cabo un estudio preliminar del posible papel de las secuen-
cias REP localizadas en el extremo flanqueador 37 del gene gdhA de
Escherichia coli. Especfficamente, se pretende determinar el efecto de al-
gunas mutaciones que afectan dichas secuencias sobre la concentracién celu-~
lar de la enzima GDH.
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HATERIALES

1. Cepas:

Las cepas de Escherichia coli que se utilizaron son las siguientes:

HB1O1: ( F~ hsd $20, (rg, me) rec AB, ara-14, pro A,, lac Il,
gal K , rps L20, (Sm*), xyl1-S, mtl-1, sup E44, X ]

CSS20: £ Hfr €, trp AS8, met B, gly V, su S8]
PA340: [ F~, rec A, thr~-1, leu-6, thi-1,lac Y1, mol Al, XR, xyl-7,

xyl -7, ara~r§,-mtl-2, ton A2, gol-6, his-1, arg Hi,
str-9, \~, gdh-1, glt 831 ]

|
2. Pldsmidos:

Los plidsmidos que:se utilizaron estidn descritos en la seccién-de
Resultados. !’ . ion

3. Holéculas sintéticas:

Se utilizé un adaptador de Bco RI. Esta molécula sintética consiste
en un decdmero de nucleédtidos con la secuencia CCGAATTCGG la cual contiene
un sitio de restriccién para la enzima Eco RI. El adaptador fué sintetiza-
do por el Quimico Hario Alberto Cuevas en el laboratorio del Dr. Xavier So-
berén, en el mismo centro de investigacién donde se realizd esta tesis.

i
{
4. MHedios de Cultivo:

Medio Luria l{quido:

Bactotriptona - 10 g
Extracto de levadura S g
NaCl 10 ¢
HaOH 2.5 N i ml
H,0 bidestilada 1 1 (aforar)

Se esteriliza todo Junto.

Para medio Luria sélido se agregan 15 g de agar-agar antes de aforar a
f 1 y una vez estéril se vierten de 10-a 20 ml de medio en cada cala de Pe-
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tri; el medio debe estar caliente

Hedio M9:

CaCl; 0.01 H

HoS04 O.1 H

Glucosa al 20%

Sales H9 10X
Aminodcidos requeridos
(auxotroffas)

H,0 bidestilada

(20)

para que no sd{;diftque antes de tiempo.

10 ml

10 m}

20 ml
100 ml

Segun la cepa

1 1 (aforar)

Estos ingredientes se esterilizan cada uno por separado.

Sales H%9.

Na HPO., 70 g
KHZ PO 30 g
NaCl S g
NH L1 10 g
H,0 11

{aforar)

Estos ingredientes se esterilizan juntos.

Aminodcidos requeridos (auxotroffas) por litro de Hedio MH9:

*
*
%*
*
+
+

PA340
Treonina 1.0% 10
Leucina 1.0% 10
Arginina 1.07% 10
Histidina 0.5% 10
Glutémico 0.2% 10
Vitamina B1 0.1% 1

£5520
ml + Triptofano 0.5% 10 ml
ml % Metionina 0.77% 10 ml
ml
ml
gota

Estos aminoidcidos se esterilizan por autoclave.
Estos aminodcidos se esterilizan por filtracidn.

Hadio H{nimo "NN' (para 100 ml):

(NH,C1 15 mH)

PA340

1 ml NH,CL 8% 66 4l
13 ml mezcla NN 13 ml

1 ml Treonina 1 ml

1t ml Leucina 1 ml

1 ml Arginina 1 ml

1 ml Histidina 1 ml

1 gota Vit Bl 1 gota

(NH4Cl 1 mH)

€SS20
(NH,CL 15 mH) (NHqu 1 mH)
1 ml NHqCL 8% 66 ul
13 ml mezcla NN 13 ml
1 wl Triptotano 1 ml
1 ml Metionina 1 ml

aforar a 100 m}
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Mezcla NN (parS S00 ml1 de medio minimo "NN*):

Sales “NN* 10X S0

MaS0y O.1 H S

CaCly 0.01 H S

Glucosa al 20% S
o

Glicerol al SO% )

Sales "NN" 10X (para 100 ml de sales

KH, PO, 13.
K504 2.
FeSOy 1
KOH 10 M 10
H,0 100

ml
ml
ml
ml

ml

6 g
61 g
granito
ml

para 1 1 de medio minimo “NN*):

ml (afor?r)

Medio Minimo "HN" sélido (para 100 ml):

Sales "NN" 2X
Glucosa al 20%
HgS04 0.1 H
NH4C1 87

0

NH,C1 8%
Agar~agar 3.4J

S50 ml
1 ml
1 ml
1 ml

66 ul
47 ml

:

(15 mH{)

( 1 md)

Se vierten de 10 a 20 ml de medio en cada calja de Petri.

S. Antibiéticos:

Hedio Luria

l{quido

estreptomicina

tetraciclina 0.015 mg/ml

6. Enzimas:

Endonucleasas de Restriccién.

. sélido

0.200 ma/mi  0.20 mg/ml |

0.03 mg ml -

Hedio H{nimo °*NN*
l{quido s6lido

0.1000 mg/m1 0.100 mg/ml
0.0075 mg/ml 0.015 mg/ml

Todas las endonucleasas de restriccién fueron adquiridas en New England

Biolabs, U.S.A.:
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Enzima Condiciones de Reaccién
(.
Eco R1 TRIS~HCL 100 mH pH 7.5
HaCl, S mM
NaCl S0 mH
37 °C
Stul TRIS-HCL 10 mM pH 7.9
MaCl, 10 mH
NaCl 100 mM
37 °C
Hae II1 TRIS~HCL SO mM pH 7.5
H9C1l S mM
37 «C
Hpa II TRIS~HCL 20 mM pH 7.4
DTT © 1 mH
37 “C i
Nrul TRIS-HCL. 6 mH pH 7.4
MgCl, 6 mM
NaCl S0 mM
A-ME 6 mM
ASB 100 mM
37 °C
Otras Enzimas.
Ligasa TRIS-HCL' 20 mM pH 7.6
HgCl, . 10 mH
(Purificada segun Tait et al., DTT 10 mH
1980) ATP " S mH (en TRIS O.1 H pH 7.4)
‘ - (New England Bio Labs)
12 °c
RNAsa A Preparaéidn:
(Sigma) 10 mg/ml en : NaOAc O.1 H -3
EDTA 3.3 X 10 M pH S
calentar a 85 °C durante 10 min
utilizar a 37 °¢C
Kinasa TRIS-HCL 70 mM PH 7.6
HaCly 10 mH
(New England Bio Labs) DTT S mH
¥-ATP %% 60 mM

(New England Bio Labs)

5 mg/ml en : TRIS-HCL 25 mM pH 8
incubar a 20 °C

Lisozima

{Sigma)
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Abreviaturas: DTT: ditiotreitol; _B —HE: B-mercaptoetanol; ASB:
albdimina de suero bovino.

7. Reactivos:

Los reactivos utilizados se adquirieron en las siguientes casas
comerciales:

J.T. Baker de México: <cloruro de sodio, EDTA, dextrosa,
hidrdéxido de sodio, acetato de potasio, 4cido acético glacial,
isopropanol, etanol absoluto, fenol, carbonato de sodio, cloruro de magnesio,
glicerol, sulfato de zinc, cloroformo, cloruro de potasio, fosfato de sodio
dib4dsico, fosfato de potasio monobdsico, cloruro de amonio, sulfato de
magnesio, sulfato de potasio dibdsico, sulfato ferroso e hidréxido de
potasio.

Sigma de MHéxico: ioduro de propidio, TRIS, aceite de parafina,
TRISHA~base, acetato de sodio anhidro, follin-cicalteau, albumina bovina,
ditiotreitol, tetraciclina, cloramfenicol, estreptomicina, &cido

-cetoglutérico, arginina, vitamina Bl (tiamina) y NADPH.

Herck de México: etanol absoluto, fenol, cloruro de calcio,
agar-agar, treonina, leucina, histidina, metionina y triptofano.

Bio-rad Laboratories (U.S.A.): agarosa, acrilamida, bisacrilamida,
resina Dowex, azul de bromofenol, xilencianol, persulfato de amonio y TEHED.

Difco Laboratories (U,S.A.): casaminoidcidos, bactotriptona y
extracto de levadura.

Bayer de Héxico: ampicilina (Binotalf.
Calbiochem Laboratories (U.S.A.): bromuro de etidio.
Kawecki Berylco Ind., Inc.(U.S.A.): cloruro de cesio.

FHC Corporation (U.S.A.): aéarosa de bajo punto de fusién,

Serva (U.S.A.): resina BND.
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METODOLOGIA.

I. Purificacidén de ADN de plésmido.
I1. Transformacién de ADN en E. coli.
1I11. Microensayos de ADN de plésmido.
IV. Electroforesis de ADN en geles de agarosa y acrilamida.
V. Electroeluciédn de fraagmentos de ADN de geles.
Vl. Columnas de resina BND,
VII. Purificacién de fragmentos de ADN por agarosa de baio
punto de fusidn.
VIII. Lisis de células bacterianas por sonicacién.
IX. Cuantificacién de actividad de la enzima GDH.
X. Cuantificacién de protefnas por el método de Bradford.
XI. Cuantificacidén de pladsmido en geles.

I. Purificacién de ADN de plismido.

El ADN de plismido se prepara mediante la amplificagidn de
cultivos en fase de crecimiento exponencial mediante .la. Jdicién de . ..
cloramfenicol cuando el plésmido no codifica para dicha Hesistencia =]
espectinomicina en el caso contrario. La extracciony Pdrificacién se
lleva a cabo por el método de Maniatis et al. (1982) con:algunas modi-
ticaciones y que consta de los siguientes pasos: |

|

1) Las células portadoras del plasmido por purificér se incuban en 10
ml de medio Luria a 37 °C y con agitacién (200 rpm) toda la noche.

2) Se agregan 0.1 ml de este cultivo a 25 ml de Luria. Se incuba a
37 °C con agitacién hasta que el cultivo alcance la fase logarftmica tar-
dfa (D0 595 = 0.6). ‘

.3) ;i Se inoculan los 25 ml a S00 ml de medio M9 preincubado a.37°C y se .
incuba 2.5 hrs con agitacidén, La 0D 595 debe ser aproximadamente de 0.4,

4) Se anhaden 170 pua/ml de cloramfenicol o 300 yg/ml de espectinomicina
para amplificar el plésmido.

S) Se incuba a 37°C por 12 a 14 hrs con agitacién,
6) Se centrifugan las células a 5,520 g por 10 min.

7) Se lavan las células con 100 ml. de STE fr{o (NaCl 0.1 M, TRIS-HCL
10 mH pH 7.8 y EDTA 1 mH),

8) Se resuspenden las células en 10 ml de la solucidén I y se anaden
3 mg/ml de lisozima,
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\ Solucién 1
\ glucosa | SO0 mM
TRIS-HCL 25 mN pH 8
EDTA 10 mi

9) Se transfiere a un tubo de ultracentr{fuga y se incuba S5 min a
temperatura ambiente.

10) Se affaden 20 ml de solucidén Il recién preparada y a 0 °C, Se tapa
el tubo y se mezcla su contenido por inversidn repetida. Se incuba 10 min
en hielo.

Solucidén 11

RaOH 0.2 N
SDhS 1.0 %

11) Se anhaden 1S ml de una solucién S K de acetato de potasin fria
preparada de la siguiente manera: a 60 ml de acetato de potasio S M se
anaden 11.5 ml de &cido acético glacial y 28.5 ml de agua. La{solucién
resultante es 3 H con respecto al potasio y S H con respecto al acetato. Se
tapa el tubo y se mezcla por inversidén violenta. Se incuba 10 min en hielo.

12) Se centrifuga a 48,400 g, 20 min a & °C.

13) Se transfieren cantidades iguales de sobrenadante a _2)tubos Corex -de-
30 ml.

14) Se ahaden 0.6 volumenes de isopropanol a cada tubo.::$e. mezcla bien
y se incuba 15 min a temperatura ambiente.

15) Se centrifuga a 17,400 g por 30 min a temperatura ambjente.
!
16) Se descarta el sobrenadante. Se lava el botén (sedimento) con eta-—
nol al 70% a temperatura ambiente. Se elimina el etanol y se seca el botédn
con vacio.

17) Se disuelve el ADN en TE pH 8 (TRIS-HCL 10 mM pH 8, EDTA 1 mH pH 8)
a una concentracién de por lo menos 100 qg/ml. |
{
18) Se anade ARNasa libre de ADNasa a una concentracidén final de
19 14g/ml. Se incuba 1 hr a temperatura ambiente.

19) Se prepara un tubo de ultracentr{fuga que contenga 4 ml de NaCl 1 H
disuelto en TE. Se pone la solucién de ADN sobre la solucién de NaCl.
Se llena el tubo con TE. Se centrifuga 6 hrs a 40 K a 20 °C en ultracentr(-
fuga (rotor SUSO.1). El ADN se sedimenta en el fondo del tubo mientras que
el ARN permanece en el sobrenadante.

20) Se descarta el sobrenadante. Se disuelve el botén de ADN en el vo-
lumen deseado de TE.

21) Se mide el volumen de la solucidn de ADN. Por cada ml anadir | 9
de CsCl s6lido, Se mezcla en tubos especiales para_ ultracentr{fuga hasta
que la sal se disuelva.
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22) Se ahaden 0,8 ml de solucién de ioduro de propidio (10 mg/ml) por
cada 10 ml de solucién de CsCl. Se mezcla por inversioén repetida.

23) Se ultracentrifuga a 38 K 20 hrs a 20 °C en un rotor Beckman SUS0.1.

24) Deben verse 2 bandas de ADN en luz ordinaria. La superior consiste
en ADN cromosomal lineal y ADN de pldsmido circular abierto; 1la banda
inferior consiste en ADN de plismido circular cerrado y superenrrollado.

25) Se colecta la banda inferior haciendo un orificio en el fondo del
tubo y controlando el goteo.

26) El liquido colectado se diluye t:1 con buffer Dowex (NaCl L N,
TRIS-HCL SO mH, EDTA 1 mH) y se pasa dos veces por una columna de resina
Dowex AG SOU-XB para eliminar el ioduro de propidio.

27) Posteriormente, el liquido se dializa haciendo 3 cambios de 1,000
volimenes de buffer TE y se precipita con 1/25 de volumen de NaCl S M y 2.5
volimenes de etanol absoluto, congelando en hl:lo seco,

f

28) Se centrifuga a 12,100 g una hora. Se elimina el etanol y se seca al

vacfo.

29) Se resuspende en 0.5 a 1| ml de agua bidestilada estéril y se mide la
D0 para determinar la concentracién de ADN.

I[I. Transformacién de una cepa de Escherichia coli.

Este método se llevd a cabo segin el método descrito por Cohen
et al. (1972) con algunas modificaciones:

1) Se centrifugan 30 ml de cultivo de la cepa que se desea transformar
a 00 595 = 0.4 en crecimiento exponencial en medio Luria a 5,110 g 10 min y se
lava el botén con 1S ml de NaCl 10 mH frio.

2) Se resuspende el sedimento en 15 ml de CaClz 30 mH frio y se
mantiene en hielo durante 20 min.

3) Se centrifugan las células 10.min.a 5,110 g y se resuspenden en.2 m}
de la misma solucién de CaCl,.

4) Inmediatamente se agregan 0.2 ml de esta suspensidén a un tubo que
contenga 0.1 yg de ADN del plésmido por transformar en 0.1 ml de CaC11
fr{o.

S) Se mezcla suavemente y se mantiene el tubo 60 min a 0 °C.

6) Se da a las células un choque térmico a 42 °C durante 70 segundos
e inmediatamente se pasan a 0 °C durante S min.

7) Se agregan 3 ml de Luria y se incuba a 37 “C con agitacién durante
2 hrs.

8) Se inoculan de 0.1 a 0.2 ml del cultivo transformado en caias de
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Petri con medio Luria sdlido con el antibidtico necesario para la selec-~
cién de las colonias transformantes.

9) Se incuban las cadas a 37 °C durante 16 hrs al menos.

ITlI. Hicroensayo de ADN de plismido.

Se utilizé el método de lisis alcalina descrito por Haniatis et al.
(1982).

1) Se inoculan 3 ml de medio Luria que contiene el antibiético adecua-
do con una colonia bacteriana aislada. Se incuba a 37 °C toda la noche con
agitacién (200 rem).

2) Se centrifugan 1.5 ml del cultivo 2.5 min a2 12 K en una microfuga.
Se guarda el resto del cultivo en refrigeracién.,

.3) Se decanta el medio deiando el botén de bacterias lo mis seco po~
sible.

4) Se resuspende el botén en 100 yl de la solucién T fria (ver [-8).
En este caso se le afladen 4 yg/ml de lisozima en polvo antes de usarla.

5) Se incuba S min a temperatura ambiente. El tubo debe estar ablerto
durante este periodo.

, i 6) Se afladen 200 Kl de solucidén II fria y recién preparada (ver [-10).
-_-Se tapa el tubo y se mezcla el contenido por inversidn rédpida dos o tres
vaces suavemente. Se incuba S min en hielo.

7) Se anaden 150 yl de solucién III (ver I-11). Se tapa el tubo y se a-

© . gita ligeramente en posicién invertida durante 1O segundos. Se incuba en

hielo.
8) Se centrifuga a 12 K durante S min a 4 °C.
9) Se pasa el sobrenadante a un tubo nuevo.

10) Se afade un volumen igual de fenol y otro de cloroformo. Se me2cla
bien en Vortex. Se centrifuga 2 min a 12 K y sé pasa el sobrenadante a un
tubo nuevo con cuidado de no arrastrar fenol.

{1) Se anaden 2.5 volimenes de etanol a tempaeratura ambiente, Se
mezcla bien. Se incuba 2 min a temperatura ambiente.

12) Se centrifuga S min a 12 K a temperatura ambiente.
13) Se decanta el sobrenadante y se afade 1 ml de etanol al 70% a
temperatura ambiente. Se mezcla bien y se fncuba 2 min a la misma temperatu-

ra.

14) Se descarta el sobrenadante y se seca el botén en un desecador al
vacfo.

1¥) Se resuspende el botén de ADN de pldsmido seco en 20 il de agua
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bidestilada y filtrada.

| 16) Se lleva a cabho la digestién con la enzima de restricclidn adecuada
Yy se corre en un gel de agarosa o acrilamida seqgun sea el caso (ver 1V).

IV. Electroforesis de ADN en CGeles de Agarosa y Acrilamida.

La electroforesis se llevéd a cabo conforme a las condiciones descritas
por Bolivar et al.(1977):

1) Se disuelve por ebulliciédn agarosa en polvo al 1% durante 1 min en
una solucién TRIS-Boratos~EDTA (TRISbase 90 mM, EDTA 2.5 mH y H 803 90 mM,
pH 8.2).

2) Se sellan las uniones de placas y separadores con agarosa. Se
vacfa la agarosa o acrilamida seglin el tipo de gel y se deia solidificar.

3) Las muestras, en un volumen final de 15 a 39 ul por carril (0.3 a
! g de ADN por carril) seidisuelven en é4l de mezcla de parado 'SH* (para
10 ml: 69 de urea, 1 mlide azul de bromofenol al 0,5% en agua y 1 ml de
xilencianol al 0.5% en agua) y se colocan con cuidado en los carriles del gel
ya montado en una cdmara de electroforesis con buffer TRIS-Boratos-EDNTA.

1

4) Las electroforesis se realizan a 150 V para geles de agarosa y a

200 V para geles de acrilamida durante aproximadamente 60 min.

S) Una vez transcurrido este tiempo, el gel se saca y se sumerge en una -

solucién de bromuro.de etidio (4 mg/ml) durante 1:a -9 min y se coloca sobre:
un transiluminador de luz ultravioleta.. El ADN se observa como bandas fluor—-
escentes.

Los geles de acrilamiLa para ADN se usan para fraagmentos menores de
1,000 pb y se preparan de la siguiente manera:

1) Se mezclan 3 ml de buffer TRIS-Boratos-EDTA 10X, 19.4 ml de agua,
7.5 ml de una solucién de acrilamida-bisacrilamida (29.2%4 y 0.8% respecti-
vamente), 140 Hl de persulfato de amonio al 107 y 14 pl de TENED.

2) Se mezcla bien la solucién y se vac{a rapidamente en las placas de
vidrio. I 4

3) Se deda polimerizar de 15 a 20 min a temperatura ambiente o bien, de
S a 10 min a 65 °C.

Para tomar fotografias de los geles, se utiliza un filtro de gelatina

amarillo #%9 Kodak-Uratten y pelifcula Kodak Royal Pancromitica (10.2 X 12.7
cms).

V. Electroelucién de Fragmentos de ADN en Geles.

1) El ADN digerido con la endonucleasa de restriccldn correspondiente
se somete a electroforesis en gel de agarosa o acrilamida segin sea el caso.
Una vez identificada la banda de ADN que se desea purificar, se corta del gel
con un bistur{ y se coloca en una cimara de electroeluciéon (en fragmenios
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de 0.5 cms2 aproximadamente) sumergldés en buffer TE.

2) Se establece ub pdente de corr>¥nte eléctrica entre dos éémaras
utilizando buffer TEA:

Buffer TEA (2X)

TRIS-base 193.

69
NaOAc anhidro 65.6 ¢
Na EDTA 29.6 g

Se ajusta el pH a 8.1 utilizando 4cido acético y se lleva.a un volumen
final de 4 | con agua. Para utilizarlo se diluye al S0%.

3) Se mantiene un voltaje de 100 V durante 3 hrs a 4 °C.

4) Se invierte la corriente durante 30 segundos para que el ADN adher-
ido a las membranas de la cdmara de electroelucién se separe.

S) E1l ADN electroelufdo se recupera directamente de la cédmara en el
amortiguador TE.

6) Para concentrar y limpiar el ADN electroelufdo se pasa por una
columna de Servacel (ver VI).

Con el fin de asegurarse que todo el ADN ha sido electroelutdo del gel,
un fragmento de este se tine con bromuro de etidio y se observa con luz UV.
Si no se observa fluorescencia significa que todo el ADN ha sido electroe-
lufdo. De lo contrario, se continda la electroelucién. Las membranas
deben revisarse de la misma manera y en caso de que todavia tengan ADN ad-
herido deberédn someterse a corriente invertida una vez mds.

VI. Columnas de Servacel (Benzoyl-Naphtoyl DEAE Celulosa).

Las columnas de Servacel tienen como funcién concentrar y limpiar
el ADN en solucién, principalmente cuando este proviene de una electroelu-
cion.

1) La resina se hidrata en buffer de lavado.

Buffer de lavado

TRIS-HCL 10 mH pH 7.5
NaCl 10 mH

2) Se monta una columna de 0.5 cm de didmetro y 10 cm de alto.

3) Se empaca la columna con 0.5 a 1.0 cm de resina y se lava con 10 ml
de buffer de lavado.

4) Se pasa la muestra electroelufda sin diluir por la columna. El ADN
debe estar resuspendido en buffer TE.

S) Se lava la columna con dos volimenes de buffer de lavado.
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Para eluir el ADNique estd unido a la resina se pasan S00 Kl de

buffer de elucidn.

7)

Buffer de elucién
TRIS-HCL 1 mH pH 8
NaCl 1 mH
etanol 1S %

Se agregan dos volumenes de etanol a ~20 °C para precipitar el ADN

y se congela en hielo seco o se deja por lo menos 3 hrs a -20 °C.

8)
dante.

9

Se centrifuga 10 min a 12 K en una microfuga y se elimina el sobrena-~

Se lava el botén con etanol al 704 y se vuelve a centrifugar y a

tirar el sobrenadante.

10)

Se seca el botén al vacio y se resuspende en un volumen pequefio de

agua bldestilada y estéril.

11)
elufdo.

La resina debe guardarse hasta estar seguro de que el ADN fué

NOTA: Una vez hidratada la resina debe guardarse en refrigeracién.

1)

VII. Purificacién de Fragmentos de ADN en Agarosa de Balo Punto de
Fusidn ., o

La electroforesis del ADN digerido por la endonucleasa de restric-

cién adecuada se lleva a cabo por el procedimiento normal, a excepcidn del

tipo de

agarosa. Esta debe ser de bajo punto de fusién y debe:ir al 14 si-

el fragmento es mayor de SO0 pb o al 2% si es menor a este tamano.

2)

3)

El gel se tihe con bromuro de etidio y se observa con luz UV,

Una vez identificada la banda de ADN que se desea purificar, se

corta del gel con un bistur{ y se coloca en un tubo eppendorf{ de 1.5 nml.

4)

.+ Ba funde 13 agarosa gque contiene el fragmento a 65 ®C en un bano Ma-

ria durante 3 a 5 min.

S)

Inmediatamente se agrega un volumen de fenol saturado en agua a

temperatura ambiente y se agita muy bien en un Vortex durante 1 min.

&)
la fase

7)
fenol.

8)

Se centrifuga a 12 K en un microfuga durante 2 minutos para separar
de fenol.

Se pasa el sobrenadante a otro tubo con cuidado de no arrastrar el

Se precipita el fragmento con 1/10 de NalOAc 3 H y 2.5 voluimenes de

etanol absoluto congelando en hielo seco de S a 10 min.

9)

Se centrifuga a 12K, 8miny se tira el sobrenadante.

!
!




(31)

10), Se lava el botén de ADN con etanol al 70%, se centrifuga una vez
mds y se tira el sobrenadante.

11) Se seca el botén de ADN a1 vacfo y se resuspende en un volumen
Pequefio de agua bidestilada y filtrada.
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\

La lisis de las células se realizd medlante sonicacién en un aparato
Soniprep modelo 150. El procrdimiento es el siguiente:

VIII. Lisis de Células Bacterianas por Sonicacién.

1) Las células se lavan con 1 ml de NaCl 10 mH y se resuspenden en
600 Hl de buffer de sonicado:

Buffer de Sonicado

TRIS-HCI SO mH pH 7.6
S-mercaptoetanol 10 mM

2) La suspensién, en un tubo eppendorf se coloca en hielo para evitar
que la muestra se caliente en exceso por el sonicado.

i 3) Se dan de 3 a 5 pulsos de 235 segundos cada uno utilizando la mi-
xima potencia del aparato hasta que la suspensién de células se aclare.
| 4) Se centrifugan las muestras sonicadas a 12 K durante 15 min a 4 °C.
S5) Se pasan los sobrenadantes a tubos nuevos.

La temperatura debe mantenerse por debaijo de 10 ©“C para evitar la

fdesnaturalizacién de las protefnas. A partir de ese momento, el sonicado
debe mantenerse a 4 °C.

IX. Cuantificacién de Actividad de la Enzima GDH.

: La cuantificacién de la actividad de GDH se llevé a cabo segun la
técnlca descrita por Covarrubias et al. (1980).

‘ La mezcla de reaccidn para GDH contiene:

! TRIS-HCL 0.1 H pH 7.6 25.0 m}
: NHyCl1 1 H 1.0 ml
3 ~cetoglutarato 0.2 H pH 7.6

! en TRIS-HCL 0.1 pH 7.6 1.5 ml

Las mezclas control para registrar actividad basal ajena a GDH son los
siguientes:

Sin A-cetoglutarato:

TRIS-HCL v.1 M pH 7.6 25.0 ml
NHyCl t H 1.0 ml
Hq 0 1.5 ml
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Sin NHyCl: \\

TRIS-HCL 0.1 M pH 7.6 25.0 ml
HO ' 1.0 ml
o ~cetoglutarato 0.2 H pH 7.6

en TRIS-HCL 0.1 M pH 7.6 1.5 ml

Todas las soluciones deben mantenerse en frfo.

1) Las lecturas se llevan a cabo en un espectrofotédmetro Beckman DU 8
a 340 nm utilizando la mezcla de reaccién completa como blanco.

2) Se mezclan directamente en las celdas: 935 yl de coctel completo,
25 pl. de extracto celular (sonicado) y 40 HJ de NADPH (6 ma/ml en TRIS-HCL
0.1 H pH 7.6) recién preparado.

3) Se lee la disminucién de absorbancia (i.e. oxidacién de NADPH vs.
tiempo).

4) Se repite el procedimiento con las mezclas de control (sin
oL ~cetoglutarato y sin NHqu).

S) Una vez descartada la actividad basal (en caso de haberla) se
procede a leer las muestras de extracto celular utilizando la mezcla completa
y reemplazando el NADPH con HZO en el blanco.

X, Cuantificacidén de Protefnas por el Método de Bradford.
(Bradford, 1976).

El reactivo de Bradford contiene (parat 1t):

azul brillante Coomassie 6-250 100 mg

etanol al 95% SO0 ml
4cido fosférico al 85S% (w/v) 100 ml
Hzo bidestilada 850 ml

Para la curva patrén:

1) Se preparan soluciones de albumina bovina de 0.25, 0.50, 0,75 y 1.0
mg/ml .

2) A 2.5 ml de reactivo se agregan de 50 o 100 yl de cada una de las
soluciones control y se deia desarrollar la reaccién durante 2 min.

3) Se lee la absorbancia de la reaccidn a S95 nm en un espectrofoté-
metro.

4) Se grafican los resultados como absorbancia vs concentracién de
las soluciones control y se calcula la pendiente de la recta.
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Para las muestras de los extractos a leer:

i 1) A 2.5 ml de reactivo se agregan de 50 o 100 ul de extracto celular
(sonicado) y se dela desarrollar la reaccién durante dos min.

2) Se lee la absorbancia de las reacciones a 595 nm.

La concentracién de protefna en las muestras se puede entonces
calcular con base en los par&metros de la curva patrén.

XI. Cuantificacién Proporcional de Plismidos en Geles.

1) Se toman alfcuotas de los cultivos de las bacterias portadoras de
los distintos pldsmidos que se desean comparar de tal manera que cada
alfcuota tenga el mismo numero de células aproximadamente. Esto se puede
hacer obteniendo los valores de absorbancia de cada cultivo en un espectrofo-
tdmetro y ajustando asi 10s voiumenes de las respectivas alfcuotas.

2) Se mezclan los volumenes de los distintos cultivos en cuestién, en
este caso 4 cultivos, cada uno con un plésmido diferente, en un solo tubo.

3) Se purifica el ADﬁ de las bacterias ya mezcladas (ver II1I).
. 4) Una vez purificadg, el ADN de los pldsmidos se digiere con una
enzima de restriccidn que tenga un sitio Gnico de corte en cada uno de los

tres plasmidos, en este caqo Pstl, de manera que queden linealizados.

5) Las muestras ya digeridas se corren en un gel de agarosa al 1% con
controles de peso molecular para cada plésmido en carriles adicionales.

6) Se toma una fotogriaffa del gel (ver IV).

7) Se utiliza el negativo de la fotograffa para hacer un barrido
densitométrico de los carriles que llevan las muestras utilizando para esto
un espectrofotémetro Beckman DU 8.

8) Se grafican los resultados del barrido y se calcula el 4rea bajo la
curva de los picos que corresponden a cada pldsmido. Los resultados finales
se dan en porcentajes tomando como 100% el valor de la banda mis densa, 'la
cual representa al plédsmido mds abundante.

NOTA: Estos valores se utilizan para ajustar los valores de actividad
de GDH para las cepas portadoras de cada pldsmido, por lo que las muestras
para este ensayo deben tomarse de los mismos cultivos que se utilizan para
determinar las actividades mencionadas.

— Sa—

XI1. Ajuste de los Valores de Actividad de GDH.

Los valores de actividad de GOH obtenidos para la cepa PA340 transforma-
da con los distintos plasmidos, fueron ajustados proporcionalmente con hase
en la abundancia relativa asf{ como el tamafio (en pb) de los mismos. Para
ello se tomé como referencia el de mayor tamafio que es el pSAE4 (7,200 pb),
siendo el pBBS de 6,200 pb, y el pBB6 y el pBB4L de 4,200 pb., El ajuste se
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llevé a cabo de la siguiente manera: \x
Plasmido Pb Designacié
pSAE4 7,200 A
pBBS 6,200 B
pBB6 4,200 C
PBB6L 4,200 D

Para el ajuste de la actividad registrada para el pBBS (B) se realizé
el siguiente cdlculo:

AFB = ~==m—meme- (AEB)
A/B (7A)
donde,
AFB = Actividad Final de B
7B = Porcentaje de abundancia relativa del plésmido B
A/B = Relacién de tamafo (en pb) de los pldsmidos A ¥y B
/A = Porcentale de abundancia relativa.del pldsmido A
AEB = Actividad Especifica de B

Las actividades finales para los plédsmidos restantes fueron ajustadas
por medio del mismo cdlculo sustituyendo los valores correspondientes.
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RESULTADOS , \\

Construccidn de Hutantes por Deleciones de Secuencias REP.

Stern et al., (1984) con base en sus experimentos con el operdn his
de S. typhimurium (ver Introducci6n) propone a las secuencias REP como
elementos que podrfan tener algin papel en la regulacién génica en pro-
cariontes.

Para determinar el posible papel de estas secuencias en los niveles
del producto del gene gdhA en E. coli se procedid a la construccidn de
plismidos portadores de deleciones de una de las dos secuencias REP
presentes en la regién flanqueadora 3 del gene.

Todos los plésmidos fueron construfdos a partir del plismido pSAES
(Sdnchez-Pescador et al., 1982) el cual lleva clonado el gene gdhfA y sus
regiones flanqueadoras en el vehfculo molecular pBR322 (Bolivar et al.,
1977) (Fig. 3).

i Se utilizaron dos sitios de restriccién dnicos para la enzima Stul
localizados en la regidn flanqueadora 3 del gene (posiciones 1375 y 2375
en {la secuencia nucleotfdica), el primero de los cuales se encuentra en la
parite final de la primera secuencia REP del gene. As{ mismo se utilizd un
sitlio tGnico para la enzima Hrul localizado en el vehfculo molecular a apro-
ximadamente 2,000 pares de bases (pb) del segundo sitio de Stul (Fig. 9).

El plé&smido pBBS se construyd con una digestion del pSAE4 con la
enzima Stul y ligando sobre s{ mismo el fragmento mds grande, por lo cual,
esqe pldsmido lleva una delecién Stul-Stul que comprende 1,000 pb
(Fig. 9a).

i El pldsmido pBB6 se construyd haciendo una doble digestién
Stul-Nrul, purificando el fragmento mds grande y ligdndolo sobre sf mismo
de manera que este plésmido lleva una delecidén Stul-Nrul de aproximadamente
3,000 pb (Fig. 9a).

i Por Gltimo, el plésmido pBB6L es una modificacidn del pldsmido
anterior. Este fué construfdo debido a que la delecién del pldsmido
anterior no solamente elimina la segunda secuencia REP del gene, sino que
también elimina una pequena parte, aunque muy conservada de la primera se-
cuencia que aparentemente le confiere direccionalidad (ver pie de Figura 7).
Debido a esto se pensd que este hecho podr{a afectar de alguna manera el
posible reconocimiento de esta estructura o su direccionalidad con respecto
al gene proximal. Por lo tanto, se digirié el pSAE4 con Stul y Nrul y se
purificé el fragmento m&s grande. Este se ligéd sobre s mismo, esta vez
en presencia de un adaptador para la enzima Eco RI, que consiste en un de-
cdmero con la secuencia CCGAATTCGG, y contiene un sitio de restriccidn
para dicha enzima. Clonando este adaptador en el fragmento purificado se
reconstituirfa la secuencia CC en ¢l extremo 3’ de la primera secuencia
REP a diferencia de la secuencia CG en el pldsmido pBBS (Fig. 10).

La primera C constituirfa, apareada con la G correspondiente en la se~
cuencla palindrémica, la base del tallo de la posible estructura secunda-
ria. La segunda C constituirfa la primera base de la secuencia terminal
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FIGURA 10. Diagrama detallado de las manipulaciones efectuadas en
el extremo 3“ de la primera secuencia REP del gene gdhA. A) Mani-
pulaciones efectuadas en el plésmido pSAE4 que dieron origen al
pldsmido PBBS. Se digirié al pldsmido con Stul. Posteriormente
se ligé sobre s{ mismo el fragmento m4s grande de los dos resul-
tantes. B) Manipulaciones efectuadas en el mismo plédsmido que
dieron origen al plésmido pBB&. Se digiridé el pliasmido pSAE4

con las enzimas Stul y Nrul. Posteriormenie se 1igé sobre si
mismo el fragmento mds grande de los resultantes. C) Hanipula-
ciones efectuadas en el mismo pldsmido que dieron origen al plds-
mido pBB6L. Se siguié el mismo protocolo del plismido pBB6 ex~
cepto que se puso a ligar el fragmento mds grande esta vez en pre-
sencia de una molécula adaptadora de Eco RI.
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RESULTADOS , \\

Construccidn de Hutantes por Deleciones de Secuencias REP.

Stern et al., (1984) con base en sus experimentos con el operén his
de S. typhimurium (ver Introduccidn) propone a las secuencias REP como
elementos que podr{an tener alguin papel en la regulacién génica en pro-
cariontes.

Para determinar el posible papel de estas secuencias en los niveles
del producto del gene gdhA en E. coli se procedid a la construcciédn de
pldsmidos portadores de deleciones de una de las dos secuencias REP
presentes en la regién flanqueadora 3 del gene.

Todos los plésmidos fueron construfdos a partir del plasmido pSAE4
(Sdnchez~-Pescador et al., 1982) el cual lleva clonado el gene gdhfA ¥ sus

regiones flanqueadoras en el vehiculo molecular pBR322 (Bolivar et al.,
1977) (Fig, 3).

i Se utilizaron dos sitios de restriccién dnicos para la enzima Stul
localizados en 1a regién flanqueadora 3 del gene (posiciones 1375 y 2375
en {la secuencia nucleotidica), el primero de los cuales se encuentra en la
parite final de la primera secuencia REP del gene. Asi mismo se utilizé un
sitiio Unico para la enzima Nrul localizado en el vehiculo molecular a apro-
ximadamente 2,000 pares de bases (pb) del segundo sitio de Stul (Fig. 9).

El plismido pBBS se construyé con una digestién del pSAE4 con la
enzima Stul y ligando sobre s{ mismo el fragmento m4s grande, por lo cual,
estle plédsmido lleva una delecidén Stul-Stul que comprende 1,000 pb
(Fgg. 9a).

i El plidsmido pBBé se construyéd haciendo una doble digestidn
Stul-Nrul, purificando el fragmento mis grande y ligdndolo sobre s{ mismo
de manera que este plismido lleva una delecién Stul-Nrul de aproximadamente
3,000 pb (Fig. 9a).

i Por ultimo, el plidsmido pBBéL es una modificacidn del pldsmido
anterior., Este fué construfdo debido a que la delecién del plasmido
anterior no solamente elimina la segunda secuencia REP del gene, sino que
también elimina una pequefia parte, aunque muy conservada de la primera se-
cuencla que aparentemente le confiere direccionalidad (ver pie de Figura 7).
Debido a esto se pensd que este hecho podrfa afectar de alguna manera el
posible reconocimiento de esta estructura o su direccionalidad con respecto
al gene proximal. Por lo tanto, se digirid el pSAE4 con Stul y Krul y se
purificéd el fragmento mds grande. Este se 1i96 sobre s{ mismo, esta vez
en presencia de un adaptador para la enzima Eco RI, que consiste en un de-
cdmero con la secuencia CCGAATTCGG, y contiene un sitio de restriccion
para dicha enzima. Clonando este adaptador en el fragmento purificado se
reconstituirfa la secuencia CC en gl extremo 3’ de la primera secuencia
REP a diferencia de la secuencia CG en el plasmido pBBS (Fig. 10).

La primera C constituirfa, apareada con la 6 correspondiente en la se-
cuencia palindrémica, la base del tallo de la posibie estructura secunda-
rita. La segunda € constituirfa la primera base de la secuencia terminal



FIGURA 9. (a) MHapas fisicos de los pldsmidos pSAk4, pBBS,

pBBS y pBBAL linealizades a partir del sitio de restriccidn de
Pst 1. Las lfneas punteadas representan el vector pBR322, las
l{neas continuas rapresentan inserios cromosomales de E. coll

y las barras gruesas indican la localizaclén de los genas gdhA

y da resistencia a tetraciclina (Te'). Las 4reas sombreadas in-
dican deleciones. En el mapa del pldsmido pBBSL se indica la
posiclén de la insersién de la molécula adaptadora de Ezo RI.
{b} Actividad de la enzima GDH balo diferentes condiciones maeta-
bélicas de cultivo en la cepa PA340 transformada con cada uno de
los plismidos mencionados. Se observd que los valoraes absolu-
tos de actividad de GIDH variaban ligeramente de df{a a dfa. Sin
embargo los valores relativos correspondientes a cepas ensayadas
el mismo dfa son constantes. Por lo tanto, los valores de acti-
vidad se expresan como porcentales relativos.
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CUAC de la secuencia REP. Es esta secuencia, Junto con la que forma parte de
una burbuia dentro del tallo de la estructura la que aparkntemen(e le confiere
direccionalidad con respecto al gane proximal (Figs. 7 y 8).

Transformacidn de Pldsmidos y Seleccidn de Clonas.

Los pldsmidos se transformaron en la cepa PA340 y las colonias
rasultantes fueron seleccionadas de la siguiente manera:

El pldsmido pBBS lleva el gene que codifica para resistencia a
tetraciclina por lo que su seleccién se llevéd a cabo inoculando las células
resultantes de su transformacidén en cajas de medio Luria con este antibié-
tico, de tal manera que sélo crecerfan las colonias que portaran el plismi-
do.

Los plésmidos pBBé y pBB6L no presentan resistencia a tetraciclina
ya que el gene que codifica para dicha resistencia esta comprendido en la
delecién que llevan . Por lo tanto las células resultantes fueron
seleccionadas en calas con medio mi{nimo carente de glutdmico y con
estreptomicina. Dado que la cepa PA340 es resistente a este antibidtico,
pero no puede por si sola crecer en ausencia de glutdmico, ya que su fenotipo
es gdh-1, glt B31, s6lo crecerfan las colonias de esta cepa que portaran los
pldsmidos que llevan clonado el gene gdhA ya que estos son capaces .de
complementar la auxotroffa para este amino&cido.

Posteriormente se hicieron microensayos de algunas de las colonias
seleccionadas y se digirieron los ADNs correspondientes con las enzimas ade-
cuadas: Stul para el pBBS, Pstl para el pBB6 y Eco R1 para el pBB6L.

Tomando en cuenta que el pldsmido original (pSAE4) comprende 7,200
pb se esperaba, en el primer caso un pldsmido con un solo sitio para Stul, y
por lo tanto lineal, de 6,200 pb ya que la delecién Stul-Stu~] es de 1,000

pb.

En el segundo caso se esperaba un pldsmido de aproximadamente 4,200 pb
ya que la delecién Stul-Nrul comprende unos 3,000 pb, La razén por la
cual se utilizé la enzima Pstl se debe a que después de la manipulacién
enziméticd, Tlos sitios de restriccién de Stul y Nrul no .se regeneran.como
en el caso de la delecidn Stul~-Stul en 1a cual se regenera un sitio de
restriccién para esta enzima. Dado esto, se procedié a utilizar una enzima
de sitio dnico en el pldsmido con el Gnico fin de linealizarlo y apreciar
claramente su tamafo en el gel.

Por 4ltimo, para el pBB6L se esperaba un pldsmido de igual tamano que
en el caso anterior de aproximadamente 4,200 pb, pero que presentara un sitio
dnico para la enzima Eco R1. E1 pSAE4 originalmente presenta un sitio u-
nico para esta enzima, sin embargo este queda eliminado ya que se encuentra
en la delecidn efectuada en este plasmido. Por lo tanto la presencia de es-
te sitio de restriccién en el pBB6L implica que este estd siendo aportado
por la molécula adaptadora de Eco RI (Fig. 11).




FIGURA 11. Fotograffa de un gel de agarosa al 17 que muestra los

siguientes pldsmidos: A. Control de peso molecular de 4,200 pb,

(pldsmido pSAE 422). B. Pldsmido pSAE4 digerido con Eco RI
(7,200 pb). €. Plasmido pBBS digerido con Stul (6,200 pb).
D.. Plasmido pBB6 digerido con Pstl (4,200 pb)...iE. Plasmido
pBB6L digerido con Eco RI (4,200 pb).

o
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\\ Condiciones Hetabdlicas de Crecimiento Bacteriano.

La cepa PA340 que contiene los pldsmidos pSAE4, pBBS, pBB6 y pBBSL se
cultivé en medio minimo sin glutimico, como presidn selectiva para los
pldsmidos, variando las condiciones de fuentes de nitrégeno y carbono
seglin se muestra en la Tabla V.

Tabla V.

Hedio Fuente de Nitrégeno Fuente de Carbono
1 NHqu 1S mH Glucosa 11 mH
2 NHyCl 1S mH Glicerol 22 mH
3 NHQCI 1 mH Glucosa 11 mM
4 NHyCl 1 mH Glicerol 22 mH

Medicidn de Actividad de GDH.

f.a actividad de la enzima GDH se midid segtin se especifica en
Hétodos, utilizando como control la cepa CS520, silvestre para el gene adhA.
De esta manera, se verificéd que la relacién entre las actividades de la en-
zima en las diferentes condiciones metabdlicas se mantiene tanto en la cepa
silvestre como en la mutante transformada con los distintos pldsmidos.

Se encontrd que los valores absolutos de actividad varfan un tanto
de experimento a experimento. Sin embargo, los valores relativos obtenidos
en cada experimento son constantes. Por lo tanto la Figura 9b presenta los
resultados obtenidos en valores porcentuales. :

i
|
i
I

Cuantificacién de Plédsmido en Geles.

La cuantificacién de pldsmido se llevd a cabo a partir de los
cultivos que se utilizaron para medir la actividad de la enzima, por medio
de un barrido densitométrico de los negativos de los geles . Para ello se
utilizé un espectrofotémetro Beckman DU 8. La figura 12 praesenta los re-
sultados obtenidos para una de las muestras. » -
i

. 13

Los valores obtenidos de esta cuantificacién fueron utilizados para
alustar la actividad enzimdtica de GDH de acuerdo a la abundancia relativa
de los diferentes pldsmidos en la cepa PA340 cultivada balo las condiciones
metabdlicas descritas anteriormente. Este aluste se llevd a cabo segun
se describe en Hétodos. S



ars

BECKMAN INSTRUMENTS INC., RVINE, CALFORNIA US.A.

©. 590491

-

SELECT AREA CALC

MIN PERK 0.68

SENSITIVITY 7

@ .6500 .9250 1.2000
135.00 1 | I I L i L ! L l
—_ g
- ez e e L T I oI e 38.L5
. <______:r::—..:_—»— 1404
S N P L 9=
151.00— 149.5
FEAK #  PEAK MM ABS RESULTI
1 136.0 9.697 P BACKGROUND LINE: :
138.3 1.184 3 START 135.2 MM  ©.750 A
2 138.5 1.216 P % END  146.3 MM P.750 A
139.2 Q.500 v
3 140.4 1.045 P |pEAK MM APER % PREA START MM
141.1 9.245 Y 138.5 R .5502 49.81 136.2
142.1 @.733 Y 140.4 9.3341 20.25 139.2
142.6 8.753 u 145.2 0.2202 19.92 143.2
143.2 B.748 U
4 145.8 9.931 P ¥
146.8 B.747 1
. 147.4 B.746 u
147.8 5.739 u
5 143.9 9.760 P

k-4

7
NV

END MM
139.2
141.1
146 .8

»

A

(zy)




(41)

Condiciones Metabdl icas de Crecimiento Bacteriano.

La cepa PA340 que contiene los pldsmidos pSAE4, pBBS, pBB6 y pBB6L se
cultivé en medio minimo sin glutdmico, como presidén selectiva para los
pldsmidos, variando las condiciones de fuentes de nitrégeno y carbono
segin se muestra en la Tabla V.

Tabla V.

Hedio Fuente de Nitr6geno Fuente de Carbono
1 NHqu 1S mH Glucosa 11 mM
2 NHyCl 15 mH Glicerol 22 mH
3 NHqu 1 mH Glucosa 11 mM
4 NHyCl 1 mM Glicerol 22 mM

Hedicién de Actividad de GIH.

La actividad de la enzima GDH se midié segin se especifica en
Hétodos, utilizando como control la cepa €SS20, silvestre para el gene adhA.
De esta manera, se verificé que la relacién entre las actividades de la en-
zima en las diferentes condiciones metabdlicas se mantiene tanto en la cepa
silvestre como en la mutante transformada con los distintos plasmidos.

Se encontré que los valores absolutos de actividad varfan un tanto
de experimento a experimento. Sin embargo, los valores relativos obtenidos
en cada experimento son constantes. Por lo tanto Ha Figura 9b presenta los
resultados obtenidos en valores porcentuales. ;

i

La cuantificacién de pliésmido se llevéd a cabo a partir de los
cultivos que se utilizaron para medir la actividad de la enzima, por medio
de un barrido densitométrico de los negativos de los geles . Para ello se
utilizé un espectrofotémetro Beckman DU 8. La figura 12 presenta los re~
sultados obtenidos para una de las muestras. :

Cuantificacién de Pl&smido en Geles.

Los valores ohbtenidos de esta cuantificacién fueron utilizados para
ajustar la actividad enzimética de GDH de acuerdo a la abundancia relativa
de los diferentes pldsmidos en la cepa PA340 cultivada balo las condiciones
metabdlicas descritas anteriormente. Este aJuste se llevd a cabo segidn
se describe en Hétodos.




FIGURA 12. Grdifica del barrido densitométrico del carril de un
gel que contenfa los pléasmidos pSAE 4, pBBS y pBBS, linealizados
con la enzima Pstl. Se grafica absorbancia a 700 nm vs. cms en el
carril a partir del punto de origen de corrimiento de la muaestra
(ver Metodologfa). En la parte inferior izquierda, se dan todos
los picos (P) y valles (V) que se registran en el negativo del gel,
su posicién en mm y su absorbancia. A partir de estos datos, se
separan los picos y valles correspondientes a las bandas de DNA
del gel. En la parte inferlor derecha se muestran los datos de
estos ultimos en términos de posicién en mm, 4&rea, porcentaie

de 4rea relativo y sitios de inicio y término de cada uno de los
picos. Los barridos densitométricos se llevaron a cabo en un es-

pectrofotdémetro Beckman DU 8.
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DISCUSION \\

La delecién de las dos secuencias REP encontradas en el operén his de
Salmonella typhimurium, trae como consecuencia una disminucién de un S0% en
el producto codificado por el gene anterior a estas secuencias (Stern et al.,
1984). En el caso del gene gdhA, la delecidén efectuada comprende solamente
una de las dos secuencias REP de la regidn flanqueadora 37 del gene. Sin
embargo, los resultados obtenidos indican que también en este caso se observa
una disminucién de alrededor de un S0% en la actividad del producto codifi-
cado por gdhA independientemente de las condiciones metabdlicas, la magnitud
de la delecién o el numero de copias de los distintos plédsmidos en la cé-
lula.

La delecidén efectuada en el plésmido pHBS comprende 1,000 pb dentro
de los cuales se encuentra una secuencia que se ha identificado como un po-
sible terminador rho independiente del gene. Este hecho hizo pensar, que al
eliminar este terminador, se podrfa originar un transcrito del gene que fue-
ra inestable y que por lo tanto, la disminucidén de la actividad de la enzi-
ma GDH pudiera deberse a una causa adicional a la delecidén de la segunda se-
cuencia REP. Debido a esto, la construccién del pldsmido pBB6 se efectud
de tal manera que al hacer una delecién de 3,000 pb se acercara el extremo
flanqueador 37de gdhA a un terminador que es funcional para el gene que codi-
fica para la resistencia a tetraciclina en el vehfculo molecular. Este ter-
minador se encuentra muy cercano al sitio de restriccién de Nrul que se uti-
1126 para hacer la delecién. Los resultados muestran que el efecto de am-
bas deleciones es el mismo, lo cual indica que las secuencias que siguen a la
delecidén no parecen alterar su efecto. Por otro lado, un andlisis de estos
resultados indica que las distintas condiciones metabdlicas utilizadas no
parecen alterar el efecto de los distintos pldsmidos en la actividad de GDH.

Como se menciond en Resultados, la delecidn efectuada en el plds—~
mido pBB6 comprende 4 pb correspondientes a la primera secuencia REP. Esta
secuencia CTAC es aparentemente uno de los factores que le confieren direc-
cionalidad a esta secuencia REP con respecto al gene proximal y a la segun-
da secuencia REP que se encuentra en direcccidn contraria. En esta segunda
secuencia REP, la secuencia CTAC esta remplazada por la secuencia GTAG. Al
digerir con Stul y Nrul, y volver a ligar el fragmento m&s grande estas cua-
tro bases de la primera secuencia REP quedan modificadas (Fig. 10 B). De

hecho, la primera C queda remplazada por una.G. ;: Debido a que este hecho pu-. ..

diera afectar de alguna manera el posible reconocimiento de la estructura o
su direccionalidad con respecto al gene proximal, se cambid esta 6 por la C
original através de la clonacién de una molécula adaptadora de Eco RI

(Fig. 10 C). Los resultados obtenidos indican que la ligera diferencia que
los pldsmidos pBB6 y pBB6L exhiben en la parte final de la primera secuencia
REP no alteran el efecto de la delecién. Una vez mds, las actividades es-—
pecificas oblenidas para estos pldsmidos no se vieron afectadas por las
distintas condiciones metabdélicas utilizadas, la magnitud de la delecién o
el ndmero de coplas de los plismidos en la célula.
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Posibles Funciones de las Secuencias REP en la Regulacidn Génica
en Procariontes.

Con el objeto de tratar de dilucidar el posible papel que Juegan las
- secuencias REP en la regulacién génica es necesario analizar la informa-
cién que se tiene acerca de sus caracterfsticas. El andlisis detallado de
la base de datos GenBank (Becerril et al., 1985), permitié aumentar el ni-
mero de secuenclias halladas de 35 a S1, y el nimero de unidades trans-
cripcionales en las que se encuentran de 16 a 25 (Ver Tablas Il y III. A
partir de estos datos fué posible obtener mids informacién.

Por un lado, la secuencia consenso propuesta por Stern, et al. (1984)
fué aumentada de 32 a 33 pb y se encontrd que las asas de estas estructu-
ras presentan un tamafo restringido que va de 0 a 4 pb 2n el caso de la se-
cuencia consenso, y de O a 6 pb en la secuencia palindrémica correspondiente.
Otro dato interesante es que dos de las nueve secuencias nuevas reportadas
por nuestro laboratorio se encuentran sobrelapadas con secuencias regulato-
rias. En el 'caso de dhuA, la secuencia REP estd sobrelapada con el promo-
tor hisJ, mientras que en uvrD, se encuentra entre la regién de -10 del promo-
tor y el codén ATG que inicia la secuencia codificadora del gene.

Con base en los datos obtenidos con el operén _his de S. typhimurium,
Stern et al., (1984) proponen que la funcién de las secuencias REP a nivel
de regulac167 génica podrfa estar relacionada con la estabilidad del men~
sajero. Esta|funcién podrfa darse de dos maneras: las secuencias REP po-
drian tener Un papel pasivo en el cual las secuencias invertidas sirvieran
como bloqueo{para una actividad exonucleolftica 3~--—-—57 en el ARN, o
bien podrfanialterar la estabilidad del mensajero actuando como sustrato pa-
ra algun tipo de corte por endonucleasas. Un dato que parecfa apoyar esta
suposicidn era el hecho de que estas secuencias solamente habfan sido en~
contradas en‘regiones intercistrénicas de especies -inestables de ARNs, es .
decir en ARNs mensaderos. Sin embargo, como se menciondé anteriormente, es-
tas secuencias ya se han encontrado en especies mids estables de ARNs.

En los casos de los operones sup BE (gln tARN) y tyr tARN se encon-
tré que ambos presentan dos secuencias REP en sus respectivos extremos flan-
queadores 37 (ver Tabla I). Adicionalmente, es de gran interés el hecho de
que se hayan encontrado secuencias con un alto grado de similitud a las se-
cuencdas REP:como parte de las regiones que codifican para el AKM de tranc—
ferencia para la isoleucina tanto en E. coli como en Bacillus subtilis asf
como para los ARNs ribosomales 16S y 235 en E. coli (ver Tabla IV). En cuan-
to a estos ultimos casos de secuencias tipo REP, cabe enfatizar dos puntos
de interés: (1) Las secuencias fueron encontradas formando parte de la
regién codificadora del gene estructural, no en regiones intercistrénicas;

y (2) En ambos casos, estas secuencias tipo REP han sido involucradas en in-
teracciones con protefnas de tipo modificador o ribosomales.

Especf{ficamente, la secuencia encontrada en el ARN ribosomal 165 de
E. coli ha sido involucrada en la interaccién de esta molécula con la pro-
tefna ribosomal S7 (Prince et al., 1983; Noller, 1984) mientras que la en-
contrada en al ARN ribosomal 235 forma parte de un dominio estructural que
interacciona con las protefnas L7, L10, L1!, L12 y EF-6 (factor de elonga-
cién G), todas ellas ribosomales (Prince et al., 1983).
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Por otro lado, en las secuencias halladas en los tARNs\para isoleuci-
na (en E. coli y B. subtilis) y en el operén que codifica para ‘el tARN de
tirosina, se encuentra la secuencia TAA (UAA en el mensalero),que a su vez
forma parte de la secuencia consenso REP. Esta secuencla es considerada im-
portante para la modificacién de la primera A (adenina) en varios tARNs
(Tsang et al., 1983). Con referencia a estos datos cabe mencionar que se han
encontrado secuencias de tipo tARN en varios virus eucariontes, las cuales
son reconocidas y aminoaciladas por enzimas del hospedero a pesar de una des-
viacidén significativa con respecto al consenso de una estructura de tARN
(Haenni et al., 1982).

Como sc¢ menciond anteriormente una de las posibles estructuras se-
cundarias presentes en la regién 37 del gene gdhA es una estructura muy si-
milar a un tARN. De hecho, esta similitud se eleva a un 357 con respecto al
tARN de glutamato de E. coli (Sprinzl y Gauss, 1983), Esto podrfa suge-
rir una posible funcién de esta estructura, ya que siendo similar al tARN de
un aminodcido sintetizado por la accidén enzimitica del producto del gene,
se podr{a pensar que pudiera ser reconocida por una enzima de tipo modifica-
dor de tARN. A este respecto, se han publicado datos similares para el ope-
rén his de §. typhimurium en el cual se ha encontrado una estructura de tipo
tARN muy similar al tARN de histidina en la regién lider del mensajero del
operédn (Ames et al., 1983). Los autores proponen que dado que cada enzima
de tipo modificador se une a una regién de ARN con una estructura secundaria
y secuencia especificas (Tsang, 1983), las enzimas modificadoras forman un
grupo de protefnas que podrfan actuar como detectoras de estados de ten-
sién metabdlica, y en este caso, posiblemente se tratara de niveles de tARN
de histidina, pcia la regulacién génica.

Por otra parte, existe la posibilidad de que estas secuencias pudie-
ran interactuar con protefnas ribosomales regulando la tasa de traducciédn
del mensajero. Este proceso pudiera deberse a una proteccién de tipo esté-
rico contra la degradacidén del mensaljero.

Si bien las secuencias REP pudieran Jugar algdn papel en la regula-
cién génica através de las hip6tesis mencionadas, no debe descartarse la
posibilidad de que estas secuencias tengan otro tipo de funcién. Stern et
al. (1984) sugieren que un papel alternativo pudiera estar relacionado uni-
camente con la estructura y organizacién del cromosoma tacteriano, aportan-
do sitios de unién a protefnas especfficas. Estas protefnas podrfan ya

sea anclar el ADN, o bien, delimitar dominios estructurales o funcionales.

Otra funcidn alternativa de estas secuencias, las relaciona con la
evolucién génica (Gilson et al., 1984; Stern et al., 1984). Gilson et al.,,
han observado ciertas homologfas a nivel de secuencia entre las secuencias
REP y los transposones de tipo IS. Adicionalmente, Stern et al., han obteni-
do algunas evidencias experimentales de recorbinacidn entre secuencias REP
en pldsmido y cromosoma. Estos autores sugieren que estas secuencias pudie-
ran promover rearreglos gendmicos que afectarfan tanto la expresién como
la evolucidén génicas.

Si bien son muchas las posibles funciones de las secuencias REP en la
regulacién génica en procariontes, es muy poco lo que se sabe al raespecto.
Queda mucho que indagar acerca de su origen y funciones. Sin embargo, es
claro que este tipo de secuencias no se deben al azar, no solo debido al alto
grado de conservacién que presentan, sino a que exhiben toda una serie de
caracteristicas muy particulares que las hacen de gran interés. Es posible
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que al ir dilucidando sus posibles funciones en cada una de las unidades
transcripcionales en que se han encontrado, se pueda llegar a esclarecer el
papel que Juegan en el complejo fenémeno de la regulacién génica, y que
leJos de ser un mecanismo de regulacién muy especializado y poco frecuente,
este resulte ser un mecanismo bastante mds generalizado de lo que se pensd

en un principio.
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