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<los - sistemas: bioldgicos. :la
nitrégenc a4 Tmacromslédulas’ya nimercsos

peso  molecular, es esencial para el crecimient

en dos clases:

a) Las vias asimilatorias necesarias para. la utili

nitrégeno de compuestos que se encuentran en elvhedlo

by Y las vias biosintéticas que permiten la érodu¢¢i§h
compuestos nitrogenados para la célulé. 7 S
En casi todas las celulas ei glutamateo y la gluﬁaﬁiﬁa béirven
como donadores de nitrdgeno para reaccicnes biosintaticas, por
3o tanto, el conocimiento de la formacidn de glutamate y gluta-
mina a partir de varias fuentes de nitrdgeno es muy importante
para comprender el crecimiente celular.

En las enterobacterias, tode¢ 21 nitrdégenc celular para la
sintesis de macromoléculas, deriva de la glutamina y del gluta-
mato o directamente de la incorporacidn de amonio (32).

E1l glutamate cede su grupo amino, para la sintesis de ami-
noacidos vy protelnas, mientras la glutamina cede su grupo amido
para la sintesis de purinas, pirimidinas, aminéazucares, histi-

+
dina, triptéfano, asparagina, NAD y p-aminobenzoato.
+
Cuando 1la concentracidn del NH en el medio es mas de 1 mM,
4

&ste es incorporado directamente a glutamato, glutamina vy



Las reacciones responsables dé‘laﬂasimilecién de amonio yipara

la sintesis de glutamato.y glutaﬁin .'Contiéﬁén‘

amonio son las siguientes:

. : o
NH + L-glutamato = + ATP f—g
4 - P Pt

> 'L-glutamina + AbP '+35P.

¥ ok
i

. o et GOGAT. - R
L-glutamina + a -cetoglutarato '+ NADPH —-—JR2 L-glutamato -+ NADP

+ N i . ; E
NH  +a-cetoglutarato + NaDPH -9, p_glutamato + NADP

4

i

La glutaminc sintetasa (GS) es la tnica enzima capaz de. . bio-.
sintetizar L-glutamina, mutaciones en glnA, gene estructural de

la glutamino sintetasa causan auxotrofia a glutamina (25,16).
.
Las reacciones catalizadas por la GS y GOGAT, forman el c¢iclo
de la asimilacidén de amonio.
Para las enterobacterias las fuentes preferidas de nitrégeno y

carbono, son amonic y glucosa en medies minimos, aunque también

pueden utilizar al nitrggenoc de una gran variedad de compuestos

organicos tales comc arginina ,prolina, histidina, etc, y
algunas especies de Klebsiella pueden utilizar NO , NO y N

3 2 2
(32).

El crecimiento en estas fuentes de nitrdgeno organico, es mas
lento gque en amonioc, a este crecimineto se le llama en limita-

cién de nitrégeno, y a los sistemas que se inducen por esta



limitacidén se les denomina Ntr.

Estos sistemas Ntr involucrah la forma¢ién de las‘enzimés gue'
degradan estas fuentes de nitr&gend 9 los sistemas dg transporte
para estas fuentes (25),. V S

La regulacién fina de la actividad vy sintesis.deVléb ds &n
respuesta a la disponibilidad de nitrégenc se conoce c&n détalle
(25), en contraste con la glutamato sintasa. 7

Debide a la importancia de estos sistemas y a la poca informa-
cién que se tiene sobre la regulacidén del operdn gltBDF que

codifica para la glutamato sintasa, es nuestro objetive tratar de

obtener informacién que ayude a entender su regulacidn.

Organizacidn fisica de los genes de GOGAT.

En .E. ggli,ula enzima GOGAT tiene dos subunidades neo idénticas
: '
en cantidades equimolares. El gene gltB codifica para la subuni-
dad grande de 135,000 d, el gene gltD codifica para la subunidad
chica de 53,000 d (22, 19) y son genes contiguos (8, 14, 12).
Recientemente en €l laboratorio (7} se reportd la presencia de
un tercer gene denominade gltF involucrado en la repuasta Ntr;
los , dos genes estructurales y el tercer gene regulatorio forman
parte de una unidad transcripcional que constituye el operdn
Las mutaciones que resultan en la p2rdida de 1a glutamato

sintasa han sido localizadas en el min 69 del mapa de E. c¢coli

Figura 1, (24).
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Figura 1. Mapa de Escherichia coli, localizacidn del operon




Recientemente se reportd (23),~labséCU nec

los genes gltB y gltD de Escherichia cal

icarcn en el extremc S  del DNA un sitio

cién y un promotor funcional de-la:

posibles secuencias regulatorias so

Bioquimica de la Glutamato Sintasa

La glutamato sintasa, se abrevia GOGAT; &ste

trivial derivado de glutamina amidotrahsférasahfzz glhtaréto

aminotransferasa—(oxidoreductasa, NADP) (E.C 2;6.1;55)‘

Hay dos caracteristicas que distinguen a 1la glufaﬁato "gintasa
de otras amidotransferasas yva bien estudiadas.

Primero, la glutamato sintasa es una flavoproteina fierro
-azufre. Los grupos Fe-S éstén dentro de la subunidad grande
(17, 18, 26). Quizés l; estructura compleja de la glutamate
sintasa refleja alguna funcidén desconocida ademas de la
sintesis de glutamate ya que las estructuras Fe-S son tipicas
de enzimas involucradas en el transporte de electrones y reduc-
cidn-cxidacidn (27).

Segundo, tiene los sitios cataliticos en las.dos  subunidades,
la glutamina se une a la subunidad grande (gltB) ¥ su grupo

amido es transferido al ¢ -cetoglutarato unido a 1la subunidad

chica (31,19).



gisibibgié‘de:fa'ExpresiOn de laiﬁlﬁﬁ ma

Realmente se conoce poco acer¢a‘de
sintesis de la glutamato sintasa.

De los escasos estudios reportados, un gru

comparacidén con los cultivos crecidos en amonio en. exceso (20).

El grupo de Magasanik (€), usande una cepa diferente de K.
aerogenes, encontré que los niveles de GOGAT eran mas bajos en
condiciones de limitacién de amonio o glutamina, que aquellos
cultivos crecidos en amonio en exceso.

K. @aerogenes: o E. celi crecidas con glutamatc como unica
fuente de nitrdégenc contienen niveles bajos de GOGAT (20,29).

Aungue no es posible hacer enunciados definitivos acerca de 1la
regulacidén de GOGAT a par&ir de los datos presentados, es claro
gque la sintesis de GOGAT esta regulada. La primera forma de
regulacidn aparece por la represién por glutamato o la activa-
ciédn por la deprivacién del mismo, aunque se conoce muy Ppoco
acerca de este mecanismo.

Cabe hacer notar que aunque el glutamato puede ser sintetizado
por la GOGAT y la GDH, esta tltima enzima si;ue una via de
biosintesis independiente de la GOGAT (11, 15, 6).

Un fenotipo interesante gue presentan las cepas gltB , es gque

son Ntr (24), incapaces de elevar su nivel de GS en condiciones

limitantes de nitrégeno (32, 16) y carecen de actividad de

_ 10



GOGAT." 'La relacién entré la bic

sa y el sistema Ntr es sugerid$

el heché'dejque el;kfenﬁtippl?

Ntr de mutantes en’gltB puede ;vidbngr muté¢i§ﬁes:

glol (167 24y, el cual resul
glutaming sintetasa independient

medio.

una mutante que carece de la'éctividad enzimatica de GOCGAT,

ésta no puede crecer en medios hid' Equ.ie contienen amonic
como Gnica fuente de nitrdgeno.az concentracicnes menores de 1
mM.  Mutantes que no tienen actividad de. GOGAT y GDH, son

auxdtrofas de glutamato (5).

Dendingar et al.(1980), (10) aislaron en Salmonella typhimurium

mutantes que tenian alteradas las actividades de GOGAT (un 25%
con respecto a la actividad normal de la cepa silvestre) 'y la
GDH, las cuales no podian crecer en medios minimos c¢on gluccsa

como fuente de carbono y amonio & concentraciones menores de 1
mM como fuente de nitrdégeno. Ambas mutaciones fueron localizadas

en el mapa de S. typhimurium, en sitios diferentes a los encon-

Fuchs t al .(1982}),(11) localizaron los genes estructurales

n



que codifican para la glutamato sintasa*“y “los ‘caracterizaron’

Ya se habla demcstradc que mutaciones'eniléjglutamato éintasa;
en S.typhimurium se encontraban en el min “&9..del’ "mapa . cro-

mosAmica (11). No se concocia, cudl de las dos subunidades - era’ .

afectada por estas mutaciones, en 1985 Madonna;: o usareniil -

€stas mutantes, para aislar deleciones con Tnlo0
con Mu cts dl para obtener un mapa fino de= ' la reéi@h[qﬁé,
ca para la glutamato sintasa. El andlisis bermitié_defihi? 7 e
gltB codifica para la subunidad grande y gltDh para:la sﬁp%hﬁdé&i:ri
pequena. 7 :

Pahel et al.(1978), (24) realizaron estudics genéticeos y fisi-
olégicos con la mutante CB100 y otras mutantes derivadas de
é&sta. Los autores reportaron que 4sta cepa mutante era incapaz
de utilizar una amplia variedad de compuestos nitrogenados conmo
arginina, prolina,y -aminobutirato y glicina. Durante el curso
de este estudic encontraron que la pesicidén  reportada del locus

de gltB era incorrecta y por transduccidn con P , observaron que
1

gltB cotransduce 44% con el locus de argG (24).

En E. coli, dos genes apararentemente analogos a gltBD y que

han sido clonades (12, 14).

Castafio =t 2al. (1988), (7) en experimentos de hibridacidn

encontraron un RNAm tricistrénico que muestra la presencia de un

12



tercer gene, gltF, cuyo producto es uUna proteina

sistema Ntr, localizada en el min 69 de E. coli.

del sistema gendmico gltBDF es aun incompleta,

un sistema muy interesante para estudiar.

regulatoria del
La informacién

por lo que es



Antecedentes.

Con <l objeto de obtener mayor informacidn sobre el operéh

glnALG, en el laboratorio Laura Velaizquez, aisld por _inser-
ciones al azar de Mudl en el genoma silvestre de E. coli, 'dos
clases de mutantes con fenotipo Aut , una clase de las cuales

tenlan afectada la actividad de GOGAT siete veces mas baja con
respecto a la silvestre, este dato sugeria la existencia de una
probable mutacidn regulatoria sobre el cperdn gliBDF. En este

trabajo se continud el estudio de estas mutantes vy a la muta-

cién que presentd un efecto sobre la expresidn del operdn

Por otra parte, en el laQoratorio durante la caracterizacidén de N
la cepa MX988 se observéd la presencia de una mutacién regulato-
ria; que afectaba la expresidén del operdn gliBDF, abatiendo 1la
actividad de GOGAT siete veces aproximadamente con respecte a la
silvestre (Tesis de Maestria de Irene Castafio).

Resultaba interesante esta mutacidn regulatoria, ya que como
se menciond anteriormente no hay mucha informacidn 'sobre lé
regulacién de este operdn.

Estos des trabajos, apovaban la hipdtesis de una probable
proteina activadora del operdn gltBDF, posibilidad muy intere-
saéte. y bajo é&ste marco se ecstudiaron estas dos mutaciones,

los resultados obtenidos durante su caracterizaciédn los

presento a continuacidn.

14



OBJETIVO
Objetivo General:

Est=e trabajoc ferma parte de un proyecto,'que tiene comce obje-

tive general, tratar de entendsr como se regula la expresién del

Objetivo Particular:

Caracterizar dos mutaciones que afectan la expresidén de  1la

glutamato sintasa en E. coli.

15



£ cepas se mantuvieren en. tubco

d= Luria,los cuales fusron resembrados

~ M=dico de LC: Medic ds
0.5% d=

agar
- Ms=dic de LCTG: Medio sdlido de-L

zloruro de calcio, timina 2¢ ug/ml‘ylgi qéé , ‘2%~lcon_enfra:ién

final. La timina se esterilizd por filtracidn 'y la glucosa  por

Ooiriins i .
C, la timina y la glucosa

zuteclave durante 20 min, a 157151”1é1

s& agregaron despugs de esterilizar el medio en el autoclave, vy
o

cuando tenia aproximadamente SO-C de temperatura.

- Medio Minimo NN (8) quz contiene fosfato monobdsico de pota-

sio 13.6 g/1, sulfatc de potasio 2.61 g/l, sulfato de magnesio

16



Otros requerimientes como’
zZaron por filtracidn éﬁ~1as,;on icione:

(21).

Lese  antibidticos se adicidnarcn:e

ciones: kanamicina ‘50 ug/ml, terraciclina’

10 ug/ml, ampicilina 100 pg/ml. -

Para los cultivids en medios sdlidos

medios, adicionando agar 15 g/1.

‘generalizada

1 B

se utilizd =1 fago P VirA. Para lé;propagac1én'délffég6fén ia

czpa donadorz. &sta se cultivéTén‘ﬁédio_

o

xponencial (40 UK},
Se tomarcn 0.5 ml del cultivo y se mezclaron con 0.1 ml de
-7
bacteriéfagos diluides a 1 % 10 u.f.p./ml en Luria esteril,

la mezcla se transfirid a tubos con 3 ml de LC.

La mezcla con agar suave se vacid en cajas de Petri con medio

17



[=}

de LCTG; sezuidamente se incubaron aprovimadamente 12 hrs a.37

c. L‘JEEO.S“ ve; 'fon:l‘:e;sp‘éﬁji_u:ta"‘:~ _;g.‘arc.n' 3

ml  d= Lﬁ1

e 20 mi e“incubacidn a 27.C’

vaciaron sobre cajas. ds LCTG con avuda: deiaga

6.- Preparacisén de liségenas de P Cm

S= pusc un precultive de la cepa ‘éue 'ée queris hacer

(=
[y
n

gena,se d=jd  crecer toda la noche, al dia siguiente  se

inccularon 10 ml de Luria 1:100 y se d=jaron crecer hasta 30 UK,

4]

2 plaquearen 0.3 ml de la cepa en cajas de LCm. Se esperd a que

£e absorbiera muy bien: lo. plaqueado, después se pusieron seis
: o
gotas del P Cm saobre la cepa plaqueada, se incubd a 20 C durante
1

12 hrs, s= parchareon las colonias que creciercn en donde se goteo
] ]
2] fago sobre cajas de LCm se incubd a 30 C y 42 €. Se selec-
R Q. [«
ciond una cepa que era Cm a 30 C y temperatura sensible a 42 C.

|18



_tratd éon‘cloroformc en:l
tomd el sobrenadante yvose

mo,” se guardd el scobrenadante

8.- Titulacidn de P Cm

4
3]
]
]
al
b
[x
W
o
is]
L]
1
O
[
o
ot
i
<
[
[
o

-
=

la AB1157 durante tcda 1z neche, al
dia siguiente se crecieron 10 ml de la cepa hasta 40 UK, se
centrifugd durante S min a 5000 rpm. La pastilla == resuspendid

n la mitad d=l voluman en que se crecid en un medio de adsor-

(M

citn 1¢.01 M de sulfate d

i

magnesic heptahidratadco mas 0.005 M

4= cloruro de calcio). Se hicieron diluciones d=21 fago de . 10

-7

ml de células d= la AB1157 y se mezclaron con la dilucién
des=sada del fago. e incubd a 27 C durante 20 min. sin agita-

1

cidn, g2 puso el control bacteria y contreol fago, deépuéé  seT

anadid a cada tube agar suave de LC, se agitd la mezcla, des—

19
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puts s= vacié sobrs cajas de medio sélido'de\Lcrg,>s§ incube

‘Postsriormente’

‘se-‘cuantificaron ‘.las

centrifugst v s

riormante sei

1 a ‘cada thdZ‘d\ .

0S M'y sulfatc de magnesic 0,02 -
Y= anédid"dfl'ﬁi\dé’?iﬂrﬁrébé—:

=7

gado =&n la cepa donadora”adecuada diluide "1 .x 10 ulf.p./ml.

Al control -se 15 593§14_0}1 ml. de medio de - Lurial  Despuds d=

QL :
incubarle a 37 C.durante 20 min sin agitacidn, se centrifugd v
las c&lulas s= lavaron dos vecss con NN. Estas se resuspendier-

on en U.1 ml de NN y se plaquesron e&n cajas de medio selectivo.

10.~ Transformacicn de plasmidos hibridoes.

Se crecid un precultiveo con 5 ml de medic de Luria duraﬁte
toda la noche, después se inocularcn 10 ml de medic de Luria
1:100 con €l precultivo vy se dejd crecer a 37O C, hasta una
D.O. d= 0.5, == pasd a hiele 10 min, luege se centrifugd 5 min

a 5000 rpm, ce decantd el medio y se resuspendid en medio

volumen de cloruro de calcio 100 mM, seguidamente se puso 15 min

20



d=jd& =n hizlo duran

hrs). Lusgo-se

Luria stericrmsnte

‘5= plaqued

exponencial

tardia. =ssguidamentes se centrifué& éi?dOO”fpm durant=s 15 min,
se Tresuspendid la pastilla con él‘pocoﬁmédio que le gquedaba al
decantar, luegce se agregd y resuspendid en 10 ml/l de cultivo
en sclucidén amertiguadera de 25% d= sacarosa, Tris 50 mM pH 8.0,
EDTA 1.0 mM pH 8.0. se mantuvieron en hielo log agregados celu-
lares vy se separaron agitando sin lisar las c2lulas. Seguida-
mente se  anadid por litro de cultive: 2 ml de EDTA 0.3 M pH
8.0, 1 ml de= liscozima (5 mg/ml en Tris HCl 0.025 M pH 8.0), 0.1
ml de= RNAsa (10 mg/ml en acetato de sodic 0.1 M, EDTA 3.3 x 10
mS M pH 5.0, precalentado a BOOC durante 10 min), se agitd

suavemente, se dejd reposar durante 15 min en hielo, s= ahadid

3 ml de tritén "lytic mix"” 2x (3 ml de tritén al 10 %, 75 ml

21



7.5, EDTA 20 mM

protsasa- R
g

incubads & 37ic_dﬁrante

30”min)~v‘ﬁuégo?§e:§greg

men de RNAsa (S mg/ml en sclucisn amortiguadora

EDTA 2 mM pH 7.5}), prehervida
min, ajustande a gus llagﬁela Gha'concentrac1

0.5 mg/ml. Posteriorméntelfse"

‘ambiente con
L . R S = I ’
d= fenol, se centrifugéd 2.10,000:-rpm a 4 C ‘du-

a
]
0
<
5]
[
=
8
i
o)
1
n

rante= 10 min, se tomd la fase ac c ipstas = Pasteur de

punts ancha v e repitid la‘exttéccié entrifugd v la

cloroformc, seguida-

do= veollumenss de etanol,frid;tmasﬂllzgide clerure de scdic 5 M

vy se dejd toda la noéhe a =20°C. Despues 'se centrifugd a
12,000 rpm & aoc durante 10’min, se decantd el etancl y se secd

el DNA durante 5 min. Posteriorments se resuspendid en  solu-
cién amortiguadora TE (Tris- HCl 10 mM pH 8.0 v EDTA 1 mM pH

8.0).

22



sarie sesgunlaiactiv

a

eron “calentandc a 65 C durante

13.- Hibridazisn DNA-DNA por

tisren a

sz

I

o

Eroscr  =n un

Q.

tiene: acetatco de
2.72 g, Tris bese
a 50 wveoltios a
tinid con bromurs de stidic
éesnaturalizb con
0.8 M dejandole 15

cidn una vez mas.

Despuss =2 nsut

pH 7.0 dosg veces durante 15 mih.rtadé Vez;‘fLé;transferencia del
bNA al filtro d= nitrocelulosa s= hi:o,dérla siguiente manera  se
acomod4d =1 gel sobre un ?uente de papel Whatman 2 MM, humedecide
en solucidn S3C 6x (S3C 20x 175.2 g/l da cloruro de sodioc mas
82.2 g/1 de citrato de sodic). Sobre 21l gel se colocd &1 filtro
de nitrocelulosa humedecidc en agua y encima otro pedazo de

papel Whatman 3 MM del tamafic del filtro. Sobre esto se puso

medio rollo de toallas Kleenex absorbentes y un peso encima de

23



) aprn31madament~ 0,5ﬂ Kg, se dejé"transfe:ir!duféhﬁé716] h;érlé

tempnrctura- amb1ent~. de=p és el filtro se’

hOJg~ de ] pel whatman 20 MM y Se. . pus

seguldam~nt= se . met H
durante - 2 hrs,
dacidn se’ folac

solucitn de hibrid

desnaturalizads [Para,deShatu

requerida para la hlbrldacxbn lubgo\

de 10 pasandolc 1nm&d1atamnnta a: h1=l

min,

atadirle }]. luegn
Seguida-

la sonda

marcada radiactivamentes v se chb la hlbrldaflén toda la noche
o
Al dla sigui=ntes se cortd-una-=squina de 1la bolsa, se vertid

1 olucitn en una botella de desecho radiactive. A la bolsa se

m
n

le afiadid 25 ml de la solucidn formada por SSC 2Zx, SDS 0.1% a
temperatura ambients, para enjuagar y volver & desechar el

liquidoe. Luego se sacd =1 filtro y Se puso.&n un volumen de

I



GcE8lUloga himadecidosicon &

agua, envueltos“enléébq ‘»l égorehvueltos en . papel

de aluminic, a - 15-. 1b= 'despues los- filtros

estériles s= colocaron éogfélgajas1de;Eé£;ionn medic de Luria,

) g o
sobre =1 cual se parcharon 1§s,;dldnias. se  incubkd a 27 C
aproximadamente 12 hrs. Al dia siguiénte {(Los filtros se pusi-
=ren sobre cajss d= Petri con la s&lucibﬁ resﬁectiva, mas papel

Whatman 2 MM come soports. cuiééndo de quea- no hubieran burbujas

debajo) se lavaron les filtros con‘hidfoxidgidé sodio 0.5 My

clerure de sodio 1.5 M una vez durante.5.min’para  desnaturalizar

seguidamente se lavaron con Tris 095%M pHs7.0f§'cloruro de sodio

1.5 M dos veces durante 5 min ¢§da véz. para: neutralizar. Des-

pués se pusiercn a secar les filtros  de ‘nitrocelulesa sobre

75




de sédié‘mQBEPas 7
g/1, se ajdsfé ei bH;é?.
1 1 con agua, se :='n
20 min, para gquitar bacterlas
sobre pap=sl Whatman,‘ml=ntras se meten 1préh;brida-
cién. : :i S ' :

Se prepard 6Q.ﬁl'dé,DNA,dé é perm

agua estéril, se’ cloc~ todﬁ en ‘un .‘&n . agua

hierviendo du:ram:t= 10 min para d=snatura11aariu, Vlnmediatamente'
se pusd en hielo en espsra de su uso La mezcla de prehibrida-
ciédn &= prepard con 2.75 ml de SSPE 20x, 7;5 ml ° de feormamida
fla formamida se desionizd con la ‘résina de intercambio idnico
AG &01-X2 (D) d= BIO RAD, se agitéfisérajusté el pH-a 7.0 v i ‘se
filtrd por papel Whatman 3 MM]. 0.3‘ml~de Denhardts 50x ( Ficoil‘

0.5 E. polyvinylpyrrolidona:0:5' BsA 0.5 g, tode en 'SQ{Oj nl

de agua, se filtré por'"mllllpore 7§éiguardé
-
20°C),; 0.45 ml de SDS 10%, mas 2.9

en alicuctas d= 6.0 ml:

ml d agua estéril.

m

”puSO'esta solucidn en una bolsa de

plastice. luego 1los flltros ;- después s= anadid el DNA de

esperma de szlmdn, todq ‘un volumen final de= 15 ml, se selld

26



R A - S
S; 1nuub* a az c durante 3 hrS‘

la ‘Mizntras

bols=.:

S

mante 'conf uh
England. Nuclear
cortd ‘una. e2sq

sonda, se selle

la ncche.
s
tomaron

cidn o amortiguador

min

¥ cuatroivedes

‘en (1) v modifizado (@),

Se midié la actividad toﬁai'dé l; =nzima mediante el énsayof
de Yy -glutamil transferasa! gos,extractos £e prepararon
craciende 10 ml ds culti?o en mndlo NN con  las fugntesrwd?
nitr&g=no ade:uadés ﬁasta ﬁnréri cimiento d= 80 UK, inmediata-
mente s= anadi4d 1 ml de CTAB a una concentraciAn de 1 mg/ml, s=

agitd durante 3 min en las mismas condiciones de crecimiento.

Sz enfrid inmediatamente en hielo, las células se centrifugaron

27



a  4-C. postericdrment

al 1%, .se’recentriflgaron

CTAB
L—glutaminako.g

Se ajustéd =l pH a 7.3

aford =@ 8.25 ml,se inc “las ‘muestras.

= colosaron  tres tubos: de vidrieo de 13'3?16Q'pof

todos los tubos seriéé ﬁ&édro.é ml de lé mézcia;:kAI‘p:imér tubo
se le ahadid 1 ml de reactive para dstener lé feaccién luega
se agre=gd 0.1 ml del extracto, ‘el segunde y el tefcerc se incu-
baron c¢on =1 extracto durants 5 min v 10 m;n respactivamente
antes de detener la reaccidn. El reactive para detener 1la
reaccidn  contisne 585 g/l de clerure férrico hexahidratado, 20
g/l d= tricloroacética vy 21 ml/)l de acido clorhidrice. Los

tubos se centrifugaron vy s= determind la absorbancia del sobre-

28



miento

rante

cidn amortiguador

W

pPH 7.6

solucidn amortiguadeora uéada”bara lsvar. . Se pﬁso el ml del ex-’
tracto =n un tube "eppendorf™ 'y este en un vasc de precipitadb

con  hielo para sonicar a 50 Watts las células, tres veces  du-

rante 10 seg vy <on intervalos de descanseo de 20 seg, luego s=
centrifugd 2% s=g & 11,000 rpm, s= tomd el schbrenadante, se
puss =n fric e inm=diatamente se determind lg actividad en-

zim&tica de CGO3AT por medic de una cin2tica enzimatica de 4
min & 340 nm., manteniendo el extracto en hielo hasta 21 momento
de la determinacidn.

Se hicieron dos controles, ya que existen varias transamidasas

29



a
c¢=n algunas transaminasas’:
azeptor del grupc-amino

tambi=n en la producciin.de

Control--a- cete’ - ‘ﬁl'”
Glutamina 5 mM. . ..l L.50
Triz-HCl S0 mM. pH'7.6 " " 50

Agus ebp L e7El

NADPH 0.25 mM 125

Mezcla completa

o ~ceto glutzrato S mM pH 7.0 L Séﬂ"
Glutamina 5 mM 7 ’f SO
Tris-HC1 SO mM pH 7.6 ) Sisal
Agua cbp et ’767é-~
NADPH ©0.25 mM >125

Se iniciéd la reaccidnicon. 100 pl del extracto:. .=
Para GDH =s 2l mismo procedimiento y se empléa la misma mezcla
de reaccidn, solamente que en vez del substrato glutamina se

utiliza c¢loruro de amonic 40 mM 50 ul.

30



reaccidn: -Sn=ay

Tris- HU1 0.1 M pH 7.6

CTAE 1 me/ml

Glutamina 50 mg/ml

(preparar al momente). e

Poner clorurc de amonic 40 mM 1 ml, en—Vez de glutamina para el
ensayo de GDH. ‘

Desputs de te=ner hbien resuspéndidasrlaé Céiulaere, incubafon
£ 37VC durant=s & min, seguidamente s= agfeg& é ;aﬁa muestra 10
pl de NADPH (6 mg/ml en Tris 0.1 M, se puede.preparar anticipada-

Q [s]
mente, slicuotar v guardar a -20 C).  Luegorse.incubd & 37

Q

13

s= tomd 5 pl de' cada muestrs v =

h\J

durante 1% min, posteriormant
aplicaron sobre papsl Whatman 3 MM, s= dejaron secar a tempsratu-

ra ambisente. Después bajo luz ultravicoleta de onda larga se

3



observé = "viéhaéria fluore-

scencia. del .poéitivo; (no

fluorssce. porilo'tahfo» : Sontrol -
negative ( si fldoresée)piu
18. ' 1z B -galacto-

Lus =xtractos se prepararon crec endo:il0 ml de cultive en medio

NN con las fuent=s de nitr ége'c decuédas hasta'un crecimiehto
de 80 UK, posteriormente €l cultlvn se enfrlé ”0 mln en hielc. "

Despuss == coleocaron tres’ tubos;jtlempo 0 1“ mln y 30

todes  los tubos . de vidric: d~ 1? % 100 51= les pus
cultive, mas 0.9 ml d= la so;u:;¢n amortlguadora Z.

en hielo.

Solucidn amnrtlauadora Z

NA HFO .9H O

2 4 2

NaH PO H ©
4 2

R -mercaptecetancl
S= ajusté el pH a 7.0 con. 'd;d'& se aford. a
100 ml. 7 .
Se agregaron dos gotas de cloroformo, una gota de SDS 1.0%, se

2gitd mecanicamente durante 10 seg. Se pasaron losg tubos, a

o)
un bafic a 28 ¢, al tiempo 0 se lez agregd 500 ul de  carbonato

32



zlumino v seicoloca en’hiel

de ecarbonato  de sodio
luege se centrifugd’
actividad enzim&tica midiénQo

nm.

19.- Determinacidn de protelinaz QQ; g;_ﬂétod

S= prepararon las siguientes solucioness:

- Sclucidn A para 1 litrg

NACH 4 g
Na CO 20 g ) .

- Sclucidn B para 100 ml

Tartrato de sodic y potasic -4

- Solucidén C para 100 ml

o
- Scolucién de BSA, 1 mg/ml, se alicuotea y se guarda a -20 C:

- Solucién mezcla.
Sclucién A 98.0 ml ' -

Solucidn B 1.0 ml
Solucidén C + 1.0 ml

33



a) Blanco
Referencié:

Muaestra:

vigorosam=nts vy

protelna a 625 nm.
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Mi1z4z

MH1Z243

Mi1245
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Tabla 10 ¢

L

Gl . Aut . Lacz , Ms .

TR i
. ., Mz

PooAKL1E) = MMS70 =

infeckada con Mudl-=3"
- + R

S5 imfectada mom Mudl-=3 . Ap 7 u
+ - + R X
Glrm , Aut , Las . M

w

R R + R
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i
"
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Fiqur
e

ol

)

= 5.‘Hibrida:in _tipo;DNQ-DNA:JFaﬁa dembE
re . IR :

Far o qus el Mudly

srvzorbrabea en QL LE.

Pares
Bases

21,227-

5148~
4973+
4268~
3530~

2027~
1904~

15B4-
1375-

947~
821~

564-

MX1266

MX1267

MX1268
MX614

PA340

+
&
"
" = &= @
8 8 s 8 : 8
H g ~E g 3 H

Porta la mutacién glt::Mudi.. °

Porta la mutacién zlt-22:

46 -



CRECIMIENTO EN UNIDADES KLETT

Figura 3A Curvas de crecimiento en amonio 15 mM como Figura 3B Curvas de crecimiento en arginina como Gni

tnica fuente de nitrébgeno en cepas que contienen la ca fuente de nitrégeno en cepas que contienen la mu-
mutacidén glt::Mudl tacién glt::Mudl
A0 If 100 0 Mx614
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CRECIMIENTO EN UNIDADES KLETT

100
80
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40
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n 03

Figura 4A Curvas de crecimiento en amonio 15 mM como Figura 4B Curvas de crecimiento en arginina como éni
P . N ez .
inica fuente de nitrégeno en cepas que contienen la ca fuente de nitrdgeno en cepas que contienen la mu-

mutacién gle::Mudl complementadas con pGOG3 tacién glt::Mudl complementadas con pGOG3
—
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CRECIMIENTO EN UNIDADES KLETT

g

H o ®
O 00

I,
o]

» omd

N

Figura 5A Curvas de crecimiento en amonio 15 mM como

dnica fuente de nitrdgeno en cepas que contienen la
mutacién glt::Mudl complementadas con pRSP21
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Figura 5B Curvas de crecimiento en arginina como {ini
ca fuente de nitrbgeno en cepas que contienen la mu-
tacién glt::Mudl complementadas con pRSP21
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LONALTR RECEFTOR  SELECCION -FENCOT

M1 Z0E
M1 T4z
M1 a3
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MH1R0Z/FRSE21 ==& Cm /AUE

News: Las ceras MH124%, MH1Z46, M“1*47,,
=0 branstformactiones de Cepas oo plasmiﬁa

cambid para om0 alterar trabajos en 1ds‘cu;

"
n

1

daz

lll

2= Lot —1~1-1

Takla 1 (conmtiruacicm)

Flazmidozs Herchbipa o fenotipa.relevante’ o 00 Refaremcis

PIE0GS

PRSFZ1 AltE I F_. ==& CTm -

Ohzervaciores

1§

21t Q Suybwnidad pesadé =13

Frzamsmts flamquesads por mu1f1p1 =
zitioz de resztriccide { Eco R, Smal,
Bam H1., Hired III), que.cedifica patra

la rezizterncia de espectinomicing

(Spez )y emstreptomicina (Sm).
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e Madl -

Vhbgiﬁa:aut,

Enw!£§}fi5ﬁra éB;_sy
cepartah Feﬁotipn Aut o aro'hasta'lasf
tambisr podenos ver a 2zba mizng cepa comhi

(plismride aque lleva 1oz gqernss aliBDF) v Fo

Fuez 1leva 21 agzmne 3liE). Eztaz complemerbteacic

a2ltE_D_F v ROt

“ge observa

clarainents aQus PRSF:
+

convierte a Aut

Ev la figura 3A,

Lre

=

er amondio 15 mM/

positive v rmegative



respectivamnshte.

Er : la figura 3B z& wobzerv

idas en srgiminz :bmp‘fu
las cepaz MHIZ0E v %1243 t

=z At drtaernedio, Cabé :
de  dizcermir  er caia
cirvaz de oresimiernto,;

Pozibl

respuestha

id

Eri la figura 44, okszrvamos

Mudl complasnsttadas ol pEDEE

=t la fiaurs 48 1&= miznas Cepas,

2l farokipo Aut.

Sz Lo

sncuentra en REHE3) o oomplansnta

tanto, la imzercios ds Mgdl P
Erv 1z figurz 5/ == praesentan

camplemnzrhadazs por 2l pRSPZL

las  mismaz cracidas ety argininz,

+_,
ol Auk T
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CRECIMIENTO EN UNIDADES KLETT

Figura 2A. Curvas de crecimiento en amonio 15mM y ar-
ginina como inica fuente de nitrégeno.
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CRECIMIENTO EN UNIDADES KLETT

Figura 2B Curvas de crecimiento en amonio 15 mM y ar-
ginina como Unica fuente de nitrégeno de cepas que -
contienen la mutacién gltB::9 complementadas con pRSP21
y pGOG3

IOOL ¥ MX1178 NH,
80F = MX1178 Arg
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En ezta hibridaciﬁnk'

Hea I (3.3 M:«)* :'-

cantrmlaa

21LtE

Diavda [use ==
WIZEE, MALZET vy MH1ZEE

Cluimos aue =1 Madl oo

diferentes fusntes de nitrdgenos Los reaulfadoz == abE&rQén«,én:'
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r
14
n
ul

MHE 14
Mi1ZEE
M1 267

M:12

1]
) Laz ~actividades ds GOGART estan

= ern rmol  de  NADFH

E exprezada
cwidads por it PO WMa prateimar laz de G en ormol de Y -
alutamil -kidroxamato formads por min por mg de proteina,
+
£ NH 15 mM, =ziamifica que loz cultivos e Crecisrocn & ezta

comTentracide cone fusnhe de mitedgeno. -

=) Glm zigmifica orecimionta en L=alutaamina 1 mas/ml cono fusste

de mitr&asra, ,

o) Aut zignifica crecimisrtc em L-argimimea 0020 conc oo

ciden fimal coms fuents de niltrdasnc. R
+ = Crecimiento despuds de 10 hrs de incubeacioe

=

rtra-

r

medio o o

liguida & 37 O cor agitacidn,.
- = No cracimiento despues de 10 hrs
o [

ligquido a 37 © corm agitacide.
+

=) Loz valorsz ern NH y L-alutamina
4 : E A . .
o mlutdmico.es el de una determimacice

determnitaciores vy

1y

48
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y &t ellazs  la inzercisnside

o

i

la actividad de GOEAT.
goztividad de  la (S comparsd
b U T [ Focdwdd =1 o B 1) @-gala:tmsidasa

A difersmcia de las otras dos

w
1
ot
o
<
.
/R
an
a3
]
i
a
Dt
o
D
_.i
1]
D3
—
o
3
[

Lo
e
n!
3

detectd riivel sl yoen o glutdnicol s
comnE letamente reprimida, vy o ademé

Aut . Debido a2 que lao cppa ME1Z2E67 praz

[aduiy Mmas

Fosteriormertg.  seomapad el transduc-

cidr cor BOVIFSAcon respecto w1l mi

SE)Y. gerd dns  Thll,

une - enc el mirc €8, 75y el otra en el min 70,

Eztias dato= iOS cbzarvamos =n la Tabla 4 .y Figu}='7.fgds;-rasul—

Jerncuemtra e

tados irdica que la inssrcidn Mudl en 1& MH1267 
2]l min &66.76. Exzte dato aFova &l resultadco Jbtanido'én lac hiibri-

damider DNA-DNA (Figura &) gue 2l Mudl me == ercortraba eh altE.
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L ceps  MRIZES . no cotransdujo o

seléccibnadoéivan'1ﬁ5~mihim

Ml

e pebnitid T CrEcimiantd

CFETAR M SE presentar datic

Cony 2]l objeto de cormoeer 21 e ceps 'Mﬁl?iﬂ,(Tabla 4) racupgraba
sztividad de GOGEAT al ==+ recombinada o lae regide o del D Thild
de la CAGRLZO07Z, =& ls dztermind esta enzima et amonic . aen

=TT

D
o

;e glutamina, Enm 1z Tabla, 9 g2 observa como resultado

e tierne actividad de GOEAT en anbkaz fusrtez de nitrdaeno.
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R rarzduce

Tabla 347 Mapea T
= 10 i

=ar respesho

CNE e abtun L
robt b rarEduct e
Ctarmbes, o

2} Aut

tivamerte,
R

Ly To ziramifica crecimiento 2m 100

R

L AR

= siarfica crecimiento e 100 wa/mi de ampicilina.
d) Estoz exmperimzntoz ze realizaron duplicads B T
= alcla

=) El ratmere de cera entre parémtesziz. sz 2l ssianado
transductante aizlada v purificada.

51
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Tabls S Actividad erzi

Mg 14
Me1z10
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Fademaz . obs Hrva

P (céa1zﬁ7z) ]

tibadl de 1ATMH1ZE7

Ya oaque e restablece
Com 2l obdeto de cormcer,

Nt coms allG o 91nF tern iun

T -:u:-natrt.ay»:—:rr

1]

deterning actividad de f-adla

s oQlmE . ke crecion et

|I'

paernitid ezt udxu' poster jores,
Se  hicisromn
ercomtrar o urs

obtuvieran - reasy

El  pasc = v = L ,mutacién

27::Madl, va que sabemoz Aus e s “E 7E Y.

zw  paskericr  secusnciacibn,. Ezto es pafa #Gdef 'ahtehdek el i1
zztd afectands &l operdm 9l LRDE. Y

Uma de laz razonez fundamertales por laz cusles z2bm no 22 ha
podido clarmar 21 gere zilveztre corvespondismte a la mubacide
21tB227: :Mudl: =z la dificultad de seleccidén, va que =2z fac

srcortrar complamsrtacids cor plasmidos corteriendo el operdn
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altB _D_F debido o &

requerir de la presar

Adamds

Foademas  decir aue 1z mutacide
=lomin BE.T76, e Aut , tiems AJES dE
Alutdmico: pero 2n glutaming tiene

La preguntz sz,  §iodmo

oeerdey 91EBDF gque == [(EV=E
crommasomics de E. cepa
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+ -
[Tanto de las tres cepas gltB y las tres cdepas gltB transfor-
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+
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