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RESUMEN

Las bacterias entéricas como Exchierichia coli usan amonio y una gran
cantiditd de campuestos que contienen nitrégeno para sintetizar compuestos
nitrogenados escenciales para el erecimiento celuli.

Los intermediarios clave en la biosintesis celular de compuestos
nitrogenados son Ta glutamina y el ghutamito. La sintesis de glutamina es
Hevada a cabo por la glutumino sintetasa (GS) y la sintesis de glutaimato por
las enzimas ghutwimato deshidrogenasa (GDH) y alutimato sintasa (GOGAT)
(Magasanik. 1982).

In ¢l metabolismo nitrogenado de Escherichia coli existen otras
enzimas que sintetizan biomoléculas importantes como la asparagina, la
cual, es sintetizada por dos enzimas: una asparagina sintetasa dependiente de
amonio (asnA), y una asparaging sintetasa dependiente de glutamina (asnB).

El abjetivo principal de este trabajo fue aislar y caraeterizar uni
mutante cn ¢l gen asuB de Escherichia coli para estudiar la regulacion
transcripcional de este gen, y si ésta regulacion es dependiente de la fuente
de nitrégeno suministrada en el medio de crecimiento. También se planted el
dilucidar si el gen asnB en esta bacteria tiene un vinculo con el los sistentas
Ntr.

Los resultados de las actividades enzimaticas para GS y GOGAT de la
cepa MX4000 y su comparacién con los de la cepa silvestre (MX614)
permitieron predecir que la insercion de LacZ posiblemente se encontritba
en el operén ghtBDF, esto fue confirmado con las hibridaciones tipo southern
de ambas cepas, donde ln mutante presento un patrdn diferente al de la cepa
silvestre., estos resultados aunados a los obtenidos para B-galactosidasa
permitieron plantear la siguiente hipdtesis: la activacién de ghtB en fuentes
limitantes de nitrégeno, puede estar mediada por la proteina Lpr. De este
modo, la fuente limitante de nitrégeno o de aminodcidos cuya degradacién
es lenta, puede provocar por algiin mecanismo la disminucién en los niveles
intracelulares de Lrp y con cllo disminuir la transcripcién del operén
gitBDF.

Sin embargo, se observaron valores elevados de B-galactosidasa en
glutamina, esto puede explicarse por el hecho de que la glutamina asimilada
es convertida a glutamato y esta conversién es llevada a cabo principalmente
por It GOGAT, De esta manera, sf Lrp fuera el dnico regulador de GOGAT,



serfa necesario que en ciertas condiciones de limitacidn de nitrégeno (como
glutaming) fa pozai de Lip no disminuyera, o bien, considerar un mecanismo
de control alternativo sobre I sintesis de GOGAT en estas condiciones
nitrogenadas,

Los andlisis tipo southern (hibridacion DNA-DNA) realizados para Ly
cepa mutante MX4003 permiticron demostrar que Ja insercion del gen
reportero LacZ en esta mutante se encuentra en el gen asnB, puesto que
presento un patrén de hibridacion DNA-DNA diferente al de la cepa
silvestre (MX614), usando como sonda especifica el producto de PCR
(reaccidn en cadena de T polimerasa) del gen aynl3,

A diferencia de los resultados reportados para mutantes asn8 de K.
aerogenes, ta cepa MX4003 si crece en arginina como tinica fuente de
nitrégeno en el medio de crecimiento, y por lo tanto, no presenta fenotipo
Ny, -

Los valores de f-galactosidusa que se obtuvieron pura la cepu
MX4003 son mis elevados en alto amonio (IS5 mM) en relacién a los
obtenidos en bajo amonio (0.5 mM) en tanto que los valores mds altos se
obtuvieron cuando las células se crrecieron en glutamina como fuente de
nitrégeno, estos valores concuerdan con Jos experimentos de hibridueion
DNA-RNA usando como sonda especifica al gen ayaB. Cuando las células
se crecieron en asparagina como fuente de nitrdgeno se obtiene una
actividad muy parecida a la que se obtuvo en amonio 0.5 mM,
probablemente este resultado se deba a la falta de un gen «snB  funcional
para lograr una represién total como fue observado para GOGAT (Castaiio,
et al, 1988).

Las diferencias observadas en fa cantidad de mensajero 'y de f-
galactosidasa posiblemente reflejan fa existencia de algin mecanismo que
permita la represion de asnB en limitacion de nitrégeno para proteger la
poza de glutamina.



INTRODUCCION

En todos los sistemas bioldgicos la asimilacidn de nitrdgeno en
mucromoléeulas es esencial para el erecimiento. Las rutas metabdlicas del
metitbolismo nitrogenado pueden ser divididas en dos clases: a) las rutas
necesarias para L asimilacion y la wtilizacion del nitrégeno de compuestos
aprovechables en el medio; y b) las rutas biosintéticas dirigidas hacia la
produccién de compuestos nitrogenados de fa eéluka. Los pasos especificos
en estas rutas varfan con el organismo, pero generalmente todas lus células
utitizan a L glutaming y ol glutamato como donadores de grupos amino y
amido.

Cuando se crecen bacterias entéricas en medio minimo con glucosa
como fuente de carbono, éstas prefieren el amonio como fuente de
nitrégeno. Todo el nitrégeno intracelular para la sfntesis de
macromoléeulas en lus bacterias entéricas, es derivado del grupo amido de
fa glutamina y del grupo amino del glutamato, o de la incorporicion
directa del amonio (Tyler, 1978). El glutamato provee de nitrégeno para la
sintesis de muchos aminodcidos, en cambio, la glutamina dona nitrégeno
para la sintesis de purinas, pirimidinas, aminoaztGcares, histidina,
triptofano, usparagina, NAD y p-aminobenzoato (Fig. 1) (Wohlheuter, er
al,1973).

Cuando la concentracidn del idn amonio en el medio de cultivo es o
suficientemente alta (mayor de 1 mM), el amonio es incorporado
directamente u glutamato y glutaming, via GDH y GS (ver mis adelante) asi
como a asparaging, via asaA. Sin embargo, cuando la concentracion del ién
amonio en ¢l medio de cultivo es baja (0.1 mM), el amonio es incorporado
directamente a glutamina, via GOGAT-GS (ver mds adelante) (Magasanik,
1982).



proteinas, purinas,
pirimidinas, etc.

ADP + Pi GLUTAMINA NADPH
a-cetoglutaraty
glutamino glutamato
sintetasa sintasi
NH; GLUTAMATO NADP

ATP
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Figura 1. Ciclo de asimilacién del amonio (Reitzer y Magasanik, 1987).



Las reacciones para la asimilacion de amonio y la sintesis de
ghitamato  y glitamina en un medio con amonio en exceso son las
sigtientes:

NH* + w-cetoglutarato + NADPH = L-glutamato + NADP+
o &‘
(Glutamato Dcshidmgcmml)

Mg++
NH* + L-glwtamato + ATP = L-glutamina + ADP + Pi
(Glutamino Sintetasa)

Las reacciones para fa asimilacion de amonio y lfa sintesis de
glutamato y glutamina ¢n un medio con limitacion de amonio son las
siguientes:

L-gluitamina + o-cetoglutirato + NADPH = 2 glutamato +
NADP+
(Glutamato Sintasa).
Mg“*
NHy* + L-glutamato + ATP = L-glutamina + ADP + Pi
(Glutamino Sintetusa).

La reaccién catalizada-por la glutamino sintetasa (GS), es fa dnica
ruta biosintética conocida, descrita para la sintesis de plutamina. En
enterobacterius, mutaciones en el gen ginA (gen estructural para la
glutamino sintetasa), traen como consecuencia fa auxotroffa por glutamina,
este resulatdo permitié concluir que la GS es la dinica via para la sintesis de
glutamina y que el gen glnA es el dnico gen codificante para glutamino
sintetasa (GS). Una cepa con mutaciones que provocan la pérdida de la
glutamato deshidrogenasa (GDH) y de la glutamato sintasa (GOGAT), es
auxdtrofa de glutamato.(Branchley y Magasanik, 1974). Asf, las enzimas
esenciales para la asimilacién de amonio y para la sfntesis de glutamina y
glutamato son GS, GDH, y GOGAT.

Considerando que la afinidad de 1a GDH por amonio es buja, con una
Km mayor de 1 mM en tanto que, la GS y la GOGAT tienen una mayor
afinidad por este ion, con una Km menor de 0.2 mM. Se ha postulado que



en un mediv con wmonio en exceso, tunto la GDH como la GOGAT tienen
fa capacidad de sintetizar glttamito; en cambio, cuundo las células se
crecen en un medio con limitacion de nitrdgeno, solamente ta glutamito
sintasa estd invalucrada en ta formacidn de glutamato en tanto gue, la
glutaming sintetasa asimila el amonio del medio de cultivo, Por ende. la GS
tiene dos funciones cuando las célufas se crecen en un medio con limitacion
de nitrdgeno: una ey sintetizav glutomina y otra fa de asimilar nitdgena.

Asimismo, cabe sefialar que cuando disminuye la cantidad de amonio
en ¢l media, Tas bacterias entéricas responden aumentando la expresion de
una variedad de genes y de operones involucrados en la asimilacion y
degradacién de fuentes de nitrdgeno allernativas al amonio. La respuesta
coordinada de todas estas vas metabolicas, se conoce como respuesta Ner
(nitrogen regulation) (Tyler, 1978).

Las células requieren cerca de 8 veces mis glutumato que glutamina
para a biosintesis celular; consecuentemente durante ¢f desarrollo en un
medio que contiene bajos niveles de amonio o alguna otra fuente de
nitrdgeno, el amonio es asimilado exclusivamente via GS, y muchas de las
moléculas de glutamina son recicladas a glutamato via GOGAT (Reitzer y
Maguasanik, 1987).

Existen otras enzimas amidotransferasas dependientes de glhutamina,
lus cuales pueden proveer cerca det 12% del glutamato intracetular durante
el crecimiento en condiciones de limitacion de nitrbgeno. Aparentemente,
la glutamato sintasa produce el 88% del glutamato intracelular (Reitzer y
Maganik, 1987)

En Escherichia coli, la enzima GOGAT esta compuesta de cuatro.
dimeros con subunidades diferentes. Ef gen gltB codifica para la subunidad
grande de 135000 dultones, el gen glrD codifica para la subunidad chica de
53000 dattones. Ambos genes se encuentran adaycentes en el minuto 69 del
mapa de . coli. Ademds, recientemente se reporté la presencia de un
tercer gen denominado gitF invelucrado en la respuesta Nrr. Por lo tanto,
los dos genes estructurales y el tercer gen regulatario forman parte de una
unidad transcripcional que constituye el operén gltBDF (Castafio er ol
1988).

Una cepa carente de GOGAT en ausencia de glutamato, no puede
crecer en ninguna fuente generadora de amonio excepto en D-serina;
aparentemente este aminodcido es degradado muy ripido, de tal mancra



que genera amonio para la sintesis de glutamato vie GDH 1o que compensa
Ia ausencia de GOGAT. El crecimiento en una fuente de nitrégeno que
genere glutamato vequiere de altos niveles de GS para L utilizacion del
amonio derivado del glutamato. Una cepa mutante ¢/t (codifica pura la
subunidad grande de GOGA'T) no crece en fuentes generadoras de
ghutamato, como san la prolina y la arginina: este fenotipa se debe al efecto
polar que esta mutacion ejerce sobre los genes g/t y g¢ltF los cuales
pavecen jugar un papel importante en L induccidn de la respuesta Ner,
(Castaiio et al., 1992). Esto es un hecho importante por la razén de que una
gran proporcién de la glutamina producida por la asimilacién de amonio,
es convertidu a glutamato via GOGAT.

Ademids del fenotipo Nir- de las cepas ghB-, se ha reportado que
éstas son incapaces de elevar el nivel de GS durante el crecimiento en
glutamina como fuente de nitrégeno (fenotipo Gsd) (Tyler, 1978;
Magasanik, 1982: y Castaiio, 1988). La relacion entre lu biosintesis de
GOGAT y los sistemas Nrr ha sido sustentada por el hecho de que el
fenotipo Ntr- de mutantes gltB puede ser suprimido por mutaciones en
ginL (ver mis adelante) (Pahel er al, 1978 y Magasanik, 1982), ¢l cual
resulta en una alta concentracién de GS independiente de la fuente de
nitrégeno en el medio,

Ouro aspeclo muy importanie referente a la regulacion del operén
gUBDF es su relacién con el regulén Lrp (leucine-responsive regulatory
protein) que regula positiva o negativamente cerca de 40 polipéptidos. El
primer operén del reguldn Lrp que se reconocid es el operdn /iviH, este es
regulado por presencia o ausencia de leucina, este operdn codifica para la
forma 11l de la dcido acetohidroxi sintasa. Lrp es un activador
transcripcional de la expresidn de este operdn, en ausencia de leucinaen el
medio de cultivo, la expresién se reduce entre 5y 10 veces (Ernsting er al,
1993). En andlisis de geles de electroforésis bidimensionales para cepas que
tenfan o carecfan de un gen funcional Lrp creciendo con o sin leucina
donde se detectaron protefnas ya conocidas y otras desconocidas y se
observd que la expresion de éstas, se da en funcidn de Lip respondiendo de
una manera sensible a leucina (Ernsting, 1992). Dos de los polipéptidos
detectados sobre los cuales existe influencia del reguléon Lrp es el
polipéptido que codifica para la subunidad pequeiia de GOGAT (codificada
por ¢i operén ghtBDF) y la glutamino sintetasa (Ernsting, 1993), en este



trabujo se demostrd que la regulacion de Ly expresion de GS por Lip es
indirecta y que aparentemente es dehida al efecto de Lip sobre a expresidn
de GOGAT. La expresion de ghtBDF en cepas lrpt es reprimida 2.2 veces
en presencia de leucina exogena y 16 veces en medio Luria. La represién
de L expresidn de giBDF cuando las células se crecen en medio minimo
con leucing o medio Luria no se ve de igual manera en una cepit isogénica
con el transposdn TnlQ insertado en {rp, en este caso la expresidn del
operén gltBDF es 40 veces mis bajo que en cepas IrpT Lip se une
especificamente a un fragmento de la regién promotora del operdn gliBDF
(Ernsting, 1993).

E.coliy S. typhinmerinm, pueden cultivarse en una gran viviedad de
compuestos orgdnicos que contienen nitrégeno, pero no pueden crecer en
compuestos inorgdnicos nitrogenados excepto en wmonio. Sin embargo,
algunas especies de Klebsiella pueden utilizar nitratos, nitritos o nitrdgeno
atmosférico diatdmico. Un mimero limitado de compuestos orgédnicos
nitrogenados permiten ¢l desarrollo celular si son la dnica fuente de
nitrégeno (Tyler, 1978).

El tiempo de duplicacién en estas fuentes orgdnicas de nitrégeno es
invariablemente lento en comparacion con el amonio por lo que estas
condiciones son consideradas como fuentes limitantes de nitrGgeno. Estas
observaciones indican que el fnctor esencial del deswrrollo es la tasa de
generacién de amonio de estas fuentes nitrogenadas y de su subsecuente
asimilacién. El mismo sistema regulatorio que modula el nivel y actividad
de la glutamino sintetasa, esta involucrado en la regulacion del sistema Nir,
con esto incrementa el nivel de las cnzimas necesarias para ¢l
abastecimiento de amonio requerido por la célula para su crecimiento
(Magasanik, 1982).

Algunos de estos compuestos nitrogenados pueden ademds servir
como fuente de carbono y energia para la célula. En cada caso el uso de
estos compuestos nitrogenados generalmente requicre protefnas especificas
que estdn reprimidas. Estas proteinas forman parte del sistema Ntr, el cual
se induce en condiciones de deficiencia de amonio, y su papel es el de
transportar y catabolizar estas fuentes alternativas de nitrégeno. Los
sistemas Ntr estin involucrados, por ejemplo: en la degradacién de
arginina, ornitina, agmactina, putrecina y y-aminobutirato en E. coli; y en



la degradacidn de histidina y urea en K. aerogenes (Reitzer y Magasanik,
1987).

La sintesis de las proteinas de los sistemas Ntr o estin a menudo
sujetas u la regulacion de interacciones de una pequeiia moléeula efectora
con una proteina reguladora especitfica para una ruta degradativa en
particular, como fue dilucidudo originalmente para el operén Lac. Sin
embargo este sistema de control especifico no es ustalmente una condicion
suficiente para una sfntesis maxima de las protefnas necesarias para la
utilizacién de compuestos nitrogenados. En general se requiere la presencia
de otras proteinas regulatorias como efectores positivos; el punto critico es
que ¢l elemento de control positivo no es ruta-espeeifico. Una prateina en
particular puede incrementar la transcripcion de una gran variedad de
genes.(Reitzer y Magasanik, 1987).

El crecimiento en L-glutamina como fuente de nitrégeno manticne
un tiempo de duplicacion casi tan corto como cuando las células crecen en
amonio, sin embargo la transcripcién de glnALG (ver mis adelante) y
olros sistemas Ntr esld activada, lo que sugiere que ¢l crecimiento en
glutamina es una condicién parecida a la de deficiencia de nitrégeno. La
GOGAT aparece lo suficienteniente activa como para agotar la glutamina
intracelular cuando las células estin creciendo con glutamina como fuente
de nitrégeno (Reitzer y Magasanik, 1987).

La GS es esencial para la formacion de la glutaming requerida pura
la sintesis de protefnas, de metabolitos que contienen nitrégeno, purinas,
pirimidinas, y ademds, para la asimilacion de amonio cuando Ias células
estdn creciendo en medio con deficiencia de amonio. Por esto la
importancia de la glutamina en el metabolismo celular, En consecuencia, na
sorprende que la actividad catalitica y la sintesis de esta enzima esten
altamente reguladas. La catdlisis de [ GS es dependiente de ATP pura la
sintesis de L-glutamina a partir de amonio y L-glutamato. La enzima
pudificada de Escherichia coli es un dodecdmero de subunidaes idénticas de
55,000 daltones, su actividad catalitica estd regulada por la adicion
covalente de un grupo AMP (adenosin monofosfato) a un residuo de
tirosina en cada subunidad. La adenilacion de una subusidad, solamente
inactiva a ésta que ha sido adenilada, lo que significa, que una enzima con 9
de sus 12 subunidaes adenitadas tiene solamente 3 unidades activas (Reitzer
y Magasanik, 1987).



Como se mienciond Jla actividad y nivel de GS, asi como la expresion
de los sistemas Nrr se encuentran finamente regulados. En esta regulacion
participan al menos cuatro enzimas: la enzima Py, producto del gen ghiB,
NRyy, producto del gen ginl; NRy, producto del gen ¢inG (N1rC); y la
enzima bifuncional UTAsa/UR (uridiltransferasa/desuridiltransferasa),
producto del gen glnD (Stadman y Ginsburg,1974, Adler, er ol., 1975.
Guarcia, y Rhee , 1983; Ninfa, 1986), sus actividades son determinadas por
lu concentracidn intracelular de glutamina/a-cetoglutarato,

A nivel de actividad, fa GS estd controlada por adenilacién y
desadenilucion de sus subunidades, esta reaccion es catalizada por una
misma enzima, denominada adeniltransferasa (ATasa), la cual es regulada
por la proteina Py, Esta proteina puede estar presente en lia célula en dos
conformaciones interconvertibles: Py Py-UMP. Py estimula a la ATasa
para que efectde la reaccidn de adenitacion de fa GS, en tunto que Py-UMP
estimula Ia desadenilacidn de Ja GS. La interconversion de Py a Py-UMP es
dependiente de la actividad de ta proteina uridiltransferasa (UTasa), que
unte reversiblemente un grupo UMP a la protefna Pyp. La UTasa también es
capaz de desuridilar a Py-UMP para convertirla en la forma Py, Cuando la
poza intracelular de glutamina es baja en relacién a la poza de w-
cetoglutarato y hay altas concentraciones intracelulares de ATP, se estimula
la actividad de la UTasa lo que provoca la uridilacion de Py pura formar
Pi;-UMP, que a su vez estimula fa desadenilacion de la GS, lo cual trae
como resultado una mayor actividad biosintética de fa enzima GS y por lo
tanto mayor sfntesis de glhitamina.  Inversamente, altas concentraciones
de glutamina y fosfato inorgédnico inhiben la reaccidn de uridilacién de la
protefna P y ademds estimulan la actividad removedora de grupos uridilo
de la UTasa por tanto, la presencia de la forma no modificada de la
proteina Py tiene como consecuencia la adenilacién de la GS con su
consiguiente inactivacion,

La actividad de Ia ATasa también se ve afectada por los niveles de
ATP, glutamina y a-cetoglutarato, de tal manera que cuando lus
concentraciones de glutamina son altas en relacion con las de a-
cetoglutarato, se ve estimulada la adenilacién. Cuando los niveles de
glutamina son bajos en relacién con los de o-cetoglutarato y ATP, se ve
estimulada la desadenilacion (Stadtman, 1978). Estas reac-ciones forman
una cascada biciclica, que provoca que las células respondan a pequenios



cambios en las concentraciones intracelulares de glutamina y o-
cetoglutarato, ajustando el estado de adenilacion de la GS, y por lo tato de
su :actividad biosintética (Fig. 2),

Por otro lado, la transcripcion del operén gMmALG estd controlada
por los productos de los genes glnG y gink, los cuales, a su vez son
regulados a nivel de actividad por la proteina Py. La expresion del operdn
¢lnALG se da a partiv de dos promotores con un arreglo en tandem
denominados glnApl y ginAp2. Estos son reprimidos o activados,
respectivamente, por la proteina NR). La transcripeidn a partir de glnAp2
requiere del ndeleo RNA polimerasa asaciado al factor sigma 54 (o%). El
complejo promotor-RNApol, es por si mismo .ncapaz de iniciar la
transcripeién y requiere de la presencia de NRp-P para la formacion de
complejo abierto ¢ iniciar asi L transcripcidn. Dido que lt concentrucion
intracelular de RNApol-654 no depende del estatus nitrogenado de I
bacteria, la activacidn del promotor ghAp2 es completamente dependicnte
de la acumulacion de NRj-P., condicién que sélo ocurre durante el
crecimiento con deficiencia de nitrégeno (fig. 3) (Hirschman, ¢t af, 1985 y
Reitzer y Magasanik, 1985).

El producto de ginL, NRy, es una proteina cinasa-fosfatasa, la cual
puede autofosforilurse y ademds fosforilar y desfosforilar a NRy (Ninfa y
Magasunik, 1986). Cuando lus células bacterianas se crecen en exceso de
amonio, la proteina Py favorece fa reaccion de desfosforilacién de NR-P y
por lo tamo, los niveles intracelulares de NRj-P disminuyen
dramaticamente. Esto provocu que se transcriban niveles basales de
mensajero a partir de g/nAp1, con el niicleo RNA polimerasu asociado al
factor 679, Inversamente, durante el crecimicnto en condiciones de
deficiencia de nitrégeno, la protefna Py-UMP es incapaz de interferir con
la reaccidn de fosforilacion de NRy, lo cual provoca la acumulacion de NR)-
P y en consecuencia, la activacién de la transcripeidn a partiv de ginAp2 .
Cabe mencionar que algunos promotores bajo control del sistema Ntr, son
activados por NRy-P (como el sistema de transporte de glutamina en E.
coli).
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Figura 2, Modificacion covalente de la glutamino sintetasa (GS) pos la enzima
uridil/desuridil trunsferasa (UR/UTasa) (Reitzer y Magasanik, 1987).
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Figura 3. Modificaci6n covalente de NRy, el regulador de fa transcripeién de ghiAp2

(Reitzer y Magasanik, 1987).
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En el metabolismo nitrogenado de E. coli existen olras enzimas
capaces de sintetizar biomoléculas importantes, como la asparagina, que es
sintetizada por dos enzimas: una asparagina sintetasa dependiente de amonio
y una asparagina sintetasa dependiente de glutamina,

La auxotroffa por asparagina en £. coli resulta de mutaciones en dos
genes, el gen asnA localizado en el minuto 84, y el gen asnf3 localizado en
el minuto 16. Originalmente se purificd y caracterizd una asparagina
sintetasa dependiente de amonio. Esta enzima es codificada por el gen asnA
(Cedar y Schwartz, 1969), tienc un peso molecular de 80,000 dultones
(Cedar y Schwartz, 1969, Reitzer y Magusanik, 1983) y estd formada por
un par de dimeros iguales, cada uno pesa 36,868 daltones. Recientemente
fue dilucidado uno de los mecanismos de regulacién para esta asparagina
sintetasa dependiente de amonio. Una proteina de 17,000 daltones
codificada por el gen asnC, que cs adyacente pero divergente de la
transcripeién de asnA, activa la transcripcion de este iiltimo gen; la
asparagina inhibe la transcripeion de asnA mediante ¢l producto de asnC
(Buhk y Messer, 1983; de Wind er af, 1985 y Kolling y luther, 1985). El
producto de asnC autoregula su propia sfntesis, esto es, AsnC reprime la
transcripeién de asnC (de Wind ef al,1985). Una cepa asnA*+, asnB-, asnC-
no es auxétrafa de asparagina a 37°C, pero si u 42°C, lo cual sugicre que el
gen que codifica para esta enzima dependiente de amonio es termosensible
(Humbert y Simoni, 1980).

La reacei6n catalizada por la enzima dependiente de amonio ¢s la
siguiente:

L-Aspartato + NH4t + ATP = L-Asparagina + AMP + PPi
(Asparagino Sintetasa A)

Se ha reportado una segunda asparagina sintetasa la cual es
dependiente de glitamina y es codificada por el gen asnB; la enzima es un
tetrdmero de subunidades idénticas; cada subunidad tiene un peso molecular
de 57,000 daltones (Reitzer y Magasanik, 1987). La enzima comparte
propiedades con otras amidotransferasas, tiene actividad de glutaminasa
dependiente de aspartato, y en altos niveles de amonio este compuesto
puede reemplazar a la glutamina como donador de nitrgeno. Al igual que
la asparagina sintetasa dependiente de amonio también es reprimida por
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altas concentraciones de asparaging (Cedar y Schwatz, 1969: Humbert y
Simoni, 1980; Reitzer y Magasanik, 1987).

La reaccion que cataliza la enzima dependiente de glutamina es la
siguiente:

L-Glutamina + L-aspartato + ATP = L-Asparagina + L-
Glutamato + AMP +PPj
(asparagina sintetusa B)

Una nutante asnA+, asnB-, de K. aerogenes no puede crecer en una
gran variedad de fuentes nitrogenadas de lenta metabolizacidn, como son:
prolina, aspartato, nitrato y plutamato, pero crecen fan bien como Ia
silvestre en amonio o asparagina como fuente de nitrégeno. Estas mutantes
presentan fenotipo Ntr-, que se¢ ve reflejado cuando las células son
incapaces de crecer en arginina como fuente de nitrdgeno ( fenotipo Anr- ),
Esto sugiere que el producto de asnB, la asparagina sintetasa dependiente
de glutamina (asnB), es requerida para crecer en un medio limitante de
nitrégeno (de Wind er al, 1985 y Reitzer y Magasanik, 1987)

No se sabe mucho de los mecanismos de represién de asnB. Sin
embargo, en K. aerogenes fue observado que los niveles de asparagina
sintetasa dependiente de amonio son altos, cuando las células se cultivan en
un medio rico en amonio, micntras los niveles de la enzima dependicnte de
glutamina son bajos. Sin embargo, cuando las célufas son crecidas en
medios limitantes de amonio, los niveles de la enzima dependiente de
amonio son bajos y los niveles de la enzima dependiente de glutamina son
altos (Reitzer y Magasanik, 1987).

La limitacién de nitrégeno implica la elevacién de los niveles de NR,,
producto de gInG. En cepas de K. acrogenes con mutuciones que resultan
en bajos niveles de NRy, la enzima dependiente de amonio no es reprimida
(Reitzer y Magasanik, 1987). Este resultado indica que NR; reprime a
asnA, pero el andlisis de la secuenciu nucleotidica de asnA y asnC de E. cali
no muestra una similitud por el sitio de unién de NRy, por lo que el efecto
de esta proteina puede ser indirecto a traves de un mecanismo aun no
dilucidado.

Como se mencion6 una cepa mutante en asn8, en K. acragenes tiene
fenotipo Aut~, y los niveles de NR; afectan la actividad transcripcional del
gen asnA. Sin embirgo muy poco se conoce al respecto de los tecanismos
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moleculares que provocan estas observaciones. Asi mismo quedan abiertas
las preguntas: ;eudl es ta relacion del gen asnB con ¢l sistema N, jexiste
una relacién entre tos niveles de asnA 'y de asnB que permitan un apropiado
balance de la poza de asparagina.

En base a lo anterior, nos planteamos como objetivo el aislar y
caracterizar unat mutante en el gen asnB de E. coli que nos permita estudiar
la regulacién transcripcional a la que este gen se encuentra sujeto y si esta
es dependiente de la calidad de Ja fuente de nitrégeno en el medio de
cultivo. Finalmente, con esta mutante se podra determinar si en E. cali,
asnB se encuentra vinculado al sistema Nrr.
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OBJETIVOS

Aiskar y caracterizar una mutante en el gen asuB de la bacteria
Escherichia cali.

Determinar ¢} o los mecanismos de regulacion del gen axnB.

Determinar si el gen asnB estit vinculado con los sistemas Nir



MATERIAL Y METODOS
Cepas bacterianas:

MX614: Derivada de E. coli K-12. Genotipo: (lac-pro)D, galE, ilv-
680, thi-1/F-

ABIIST: thr-1, lew-6, ara pra lac, gab 1S, his, Smik, xvl, mh
arg,B1 [F-

JF448: Derivada de E. coli K-12. Genotipo F*, asnB32, relAl,
spal'l, hetR13, axnA3 |, rhs-4, thi-1, 1" (Felton er af, 1980)

CSHI35: FlucZ8305::Mucts62] MudX D(gpt-lac)s, his, met, tyr,
gyrA, msL. (Baker, er al.,1983).

M8820: Mudi1734 TcR, KanR (Castitho, 1984).

12077: Derivada de MG1655. Genotipo zhe-280/Tnl0

JF448-P: P1(12077) X JF448 (este trabajo)

MX4000: PIJF448-P/MudX) X MX614 (este vabajo)

MX4003: P1(JF448-P/Mudl1734) X MX614 (este trabajo)

Condiciones de cultivo.

Las cepas se mantuvieron en tubos de agar inclinado con medio Luria
y antibiGtico si se requerfa, los cuales fueron resembrados a intervalos de
un mes.

Los medios utilizados fueron:

Medio Luria: 1% de bactotriptona, 0.5% de extracto de levadura y
1% de cloruro de sodio.

Medio LCTG: medio sélido de Luriy, adicionando 25 mM de closuro
de calcio, 25mg/ml de timina y glucosa, a una concentracidn final de 0.2%.

Medio minimo MM: un litro de medio contiene 13.6g de fosfato
monobdsico de potasio, 2.61g de sulfato de potasio, 0.2g de sulfato de
magnesio heptahidratado, 0.01g de cloruro de calcio y 0.05 mg de sulfato
ferroso heptahidratado, el pH del medio es 7.4 y se ajusta con KOH.

Como fuente de carbono se afadié al medio glucosa al 20%
(concentracién final 2%). Como fuentes de nitrégeno se utilizaron
concentraciones finales: cloruro de amonio 15 mM (amonio en exceso),



cloruro de amonio 0.5 mM (limitacién de amonio), glutaming 6.8 mM vy
aspavagina 1.9 mM.

Medio de LC: medio de Luria mis 25 mM de cloruro de calcio con
0.6% de agar.

Los medios de cultivo para las cepas MX614, MX4000, MX4003,
fueron complementados con L-isoleucina (50 mg/ml), L-valina (50 mg/ml),
prolina (100 mg/ml), y tiamina (0.2 mg/ml), y con asparagina 1.9 mM para
MX4000 y MX4003.

Cuando fue necesario afadir antibidtico se agregaron en las
siguientes concentraciones: tetraciclina (Te) 25mg/ml, kanamicina (Kn)
50mg/ml, ceftizoxima 100mg/ml y cloramfenicol (Cm) 20mg/ml.

Para los medios de cultivo sélidos, se adicionaron 15 gramos de agar
por litro.

Los aminodcidos fueron esterilizados por filtrucidn. La glucosa y los
medios de cultivo fueron esterilizados en autoclave 20 minutos, a 15 1b y
120°C.

METODOS.
Preparacién de lisados P1 virA:

Para la preparaci6n del fago en la cepa donadora, se cultivé esta en
medio Luria hasta alcanzar una fase exponencial (40 unidades Klett). Se
tomé 0.5 ml de cultivo y se mezel6 con 1x107 ufp/ml (unidades formadoras
de placas) en medio Luria. La mezcla se coloc6 en 3 ml de LC, se mezcld
bien y se vacié en cajas de Petri con medio sélido LCTG. Se dejé
incubando toda la noche a 37°C. Luego se agregaron 3 ml de Luria liquido
y se raspo con una espitula, para después poner la mezcla en tubos. Se
agregé cloroformo en una proporcién 1/20 y se agit6 vigorosamente en
vértex, después se centrifugé a 5000 rpm, se recuperé el sobrenadante, se
afiadié nuevamente cloroformo y se volvid a centrifugar. Los bacteriéfagos
se guardaron a 4°C.
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Titulacién de P1 virA.

Los lisados sc titularon infectando a la cepa ABIIS7, la cual se
cultivé en medio Luria y se recuperd en 0.01 M de sulfato de magnesio y
0.005 M de cloruro de calcio. Se mezclaron 0.1 ml de la suspensién celular
con diferentes diluciones de fago P1, después de 20 minutos de incubacidén
a 37°C, sin agitacién, se vaciaron sobre cujus de LCTG con agar suave LC.
Se incubaron toda la noche a 37°C y después se contaron las placas para
determinar el titulo.

Transduccion con Pl virA.

Después que se propagd y se tituld el PI en la cepa donadora, se
cultivé la cepa receptora en medio Luria, hasta alcanzar 40 UK, se
centrifugé y se concentré diez veces en medio Luria. Se separd en dos
tubos cada uno con 0.5 ml de suspensidn bacteriana y se aiiadieron 0.5 ml
a cadun tubo de una solucién de cloruro de calcio 0.05M y sulfato de
magnesio 0.02M, al tubo de la transducién sc le agregd 5 ml de P1 vir
propagado en la cepa donadora adecuada, diluido 1x107 ufp/ml. Al control
se le aftadié 0.1 mi de medio Luria. Pespués de incubarlo 20 minutos a
37°C sin agitacién, se centrifugaron las células y se lavaron con NN dos
veces. Las células se resuspendieron en 0.1 ml de NN y se pluquearon en
cajas Petri con el medio adecuado para la seleccién.

Obtencion de lisados de MudX y Mudl1734, por induccién con
temperatura

Para obtener los lisados de los derivados de Mu, (Miller, 1992) se
parte de las cepas CHS135 para el Mudx, y de la cepa M8820 para el
Mudl1734, esta ultima cepa requierc ser infectada con un lisado de
Mucts62, con el fin de que este ultimo complemente las funciones de
encapsidaci6n y lisis ausentes en el fago (Mudl1734).

Pura la obtegcidn del lisado de MudX, se creci6 la cepa CSHI35 en
medio Luria a 30°C hasta fase exponencial (aproximadamente 60-70 U.K.),

Se incubaron por 20 minutos a 42°C, para inactivar al represor
termosensible, y después se incubd con agitacién a 37°C hasta que se
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observd lisis celular. Posteriormente se le agregd 1/20 volimenes de
cloroformo, se agitdé vigorosamente, para posteriormente centrifugario
para eliminar los restos celulares. El lisado debe usarse el mismo dfa, ya
que pierde la infectividad rapidamente.

Una vez que se obtuvo el lisado de MudX, se crecid la cepa receptora
en medio Luria hasta 60 U.K. Se centrifugd y se resuspendié en la décima
parte del volumen de Luria adicionado con MgS040.01 mM y CaCla 0.005
mM. Posteriormente se tomaron 0.1 mi del lisado, de manera que la
multiplicidad de infeccién fuera de 10 (es decir 10 fagos por bacteria) y se
incubd por 20 minutos & 30°C sin agitacién. Posteriormente se diluyé 5
veces en medio Luria y se cultivé en agitacién a 30°C durante 2 horas para
permitir que los genes de resistencia a cloramfenicol se expresaran (MudX
CmR). Inmediatamente se lavo con medio mininmo dos veces, para después,
dilufrlo diez veces con medio minimo complementado con glucosa-NHy*, y
cloramfenicol.

Este cultivo se dejé incubando a 37°C aproximadumente dos horas, al
final de las cuales se observé crecimiento. Tumbién se inetuyé un control
en ¢l que las células concentradas llevando ya MgSO4 y CaCly, se
mezclaron con 0.1 mi de Luria en vez de suspensién de fagos. Este control
se traté de manera idéntica 4 los experimentales, Al final de la incubucién
el control con Cm, estaba completamente transparente, es decir, no habfa
crecimiento ya que la cepa silvestre de E. coli es sensible a este antibidtico.

Para la obtencidn del lisado de la cepa M8820 (portadora de
Mudi1734), primeramente se obtuvo un lisado de la cepa M8820 (la cual es
lisogena de Mucts) de las misma forma que se explica detalladamente en el
pérrafo anterior. La cepa M8320 se crece hasta fase exponencial y se
incubd primero a 42° C y luego a 37°C hasta observar lisis celular, Este
lisado que es portador de los bucteriéfagos Mucts y Mudl1734, se utilizé
para infectur la cepa donadora, siguiendo el procedimiento descrito pura la
infeccién con MudX, excepto que en lugar de Cm, se aflade kanamicina a
una concentracién final de 50 ug/ml,
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Determinacion de la actividad enzimatica de Glutamino Sinfetasa
(GS).

La actividad de la enzima s¢ midié mediante el ensayo de g-glutamil
transferasa (Covarrubias ¢t af, 1980). Este ensayo mide la formacion de g-
glutamil hidroxamato.

Yara la preparacion de los extractos se crecicron 10 mi de cultivo en
medio NN con las fuentes de nitrégeno adecuadas, hasta aleanzar un
crecimiento de 80 U.K., inmediatamente se afindid 1 ml de CTAB a una
concentracion de I mg/ml, se ugitd durante tres minutos en fas mismas
condiciones de crecimiento. Posteriormente se enfriaron en hielo y se
centrifugaron las células en frfo, se favaron una vez con clorure de potasio
al 1%, se centrifugaron nuevamente y se resuspendieron en cloruro de
potasio al 1% en 1/10 del volumen original. El extracto se manticne en
hielo hasta que la determinacion enzimitica se Heva a cabo.

Mezcla de reaccion: Se prepard con 3.5 ml de agua bd., 1.125 ml de
Imidazol IM pH 7.33, 0.185 ml de NH,0H 0.8M, 0.0225 ml de MuCl,
0.1M, 0.75 ml de arseniato de sodio 0.25M phl 7.33, 0.150 ml de ADP
sédico 20mM pH 7.0, 0.75 ml de CTAB lmg/mi y 1.0315 ml de L-
glutamina 0.2M. Se ajustd el pH a 7.33 con KOH, para después aforar fa
mezela a 8.25 ml. Se colocaron tres tubos de vidrio por extracto a 37°C. A
todos los tubos se fes agregd 0.4 mi de la mezcla de reaceidn y luego se
adiciond 0.1 mi del extracto celular a cada uno de ellos. A los primeros
tubos de cada condicién se les agregd 1 ml de buffer stop mix para pavar
la reaccidn al tiempo cero, y los segundos y terceros tubos se dejuron
incubando con ¢! extracto 5 y 10 minutos respectivamente antes de detener
Ia reaccién, El reactivo para detener fa reaccién contiene 55g/1 de cloruro
férrico hexahidratado, 20g/1 de acido tricloroacético y 21 mi/l de dcido
clorhidrico. Se centrifugaron los bos y se determing la absorbancia del
sobrenadante a 540 nm. El factor de conversidn utilizado fué 0.532, que cs
Ia absorbancia de 1 mmol de g-glutamil hidroxiamato. Las actividades
especificas se reportan como mmoles de g-glutamil hidroxamato
producidos por minuto y por mg de protefm.
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Determinacion de la actividad cenzimidtica de GOGAT (Meers,
1970).

Los extractos se prepararon creciendo 10 mi del cultivo en medio
NN con las fuentes de nitrégeno adecuadas, hasta una densidad éptica de 80
U.K., después se centrifugaron a 5000 rpm durante 10 minutos. Se tird el
sobrenadante y se favaron las células dos veces con el buffer de extraccion
de Tris-HCI 50mM con b-mercaploetanol 10mM pH 7.6. Se centrifugaron
las células y se resuspendieron en 1 ml de buffer de extraccidn,
posteriormente las células se sonicaron tres veces durante 15 segundos con
un intervalo de descanso de 1 minuto, luego se centrifugaron 3 minutos a
5000 rpm. El sobrenadante se colocd en otro tubo para hacer la
determinacion enzimdtica a intervalos de 1 minuto, durante 4 minutos.
Debido a que existen otras transamidasas que utilizan NADPH como
sustrato, se pusieron dos controles uno sin glutamina y otro sin a-
cetoglutarato.

Mezclas de reaccidn:

Soluciones Mezcla completa Control a-ceto Coutrol Gin
a-cetoglutarato 5 mM

pH7.0 50mi 50ml
Glutamina 5 mM 50ml 50ml

Tris-HC1 50 mM pH 7.6 50mi 50ml 50mi
NADPH 0-25 mM 125ml 125ml 125ml
Agua 625ml 625m] 625ml

La reaccién se inicié agregando a una celda del espectrofotémetro,
0.9 mi de la mezcla de reaccidn, mds 0.1 ml del extracto celular, La
actividad enzimética se determiné a 340 nm para seguir la conversién de
NADPH a NADP. El extracto celular se conservé en hielo hasta que se hizo
la determinacién de protefna por el método de Lowry (Lowry, er al, 1951).



Determinacién de protefna por el método de Lowry (Lowry, et
al.,1951)

Se prepararon lus siguientes soluciones:
Solucién A para 1 litro:

NaOH 4g
Na,CO, 20g

Solucién B para 100 mi:
Tartrato de sodio y potasio 2
Solucidn C para 100 ml:
CuSQ,.5 H,0 lg

Solucidn BSA (albdmina sérica de bovino), 1 mg/ml, es alicnotado y
se guarda a -20°C.

Solucién mezcla:

Solucién A 98.0 m!
Soluci6n B 1.0 m!
Solucion C 1.0 ml
Total 100.0 ml

Soluci6n Folfn. Dilufr 1/3 en agua.
a) Blanco: 5 ml de mezcla solucién, més 0.5 ml de Folin,
Referencia: 100 ml de BSA, con 900 ml de agua bidestilada.

Muestra; 100 mi de extracto, con 900 m! de agua bidestilada.

b) Se agregaron 5 ml de la solucién mezcly, se agitd vigorosamente y
se dejé reposar 10 minutos,
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¢) Se agregaron 0.5 ml de solucion Folin 1:3, se agitd vigorosimente
y se dejé reposar 30 minutos, se determind la absorbancii o 625 nn,

Determinacion de la actividad especilica de B-galactosidasa
(Miller, 1992).

Para cada una de as cepas que se detenmind fa actividad enzindlica.
se puso un precubtivo toda fa noche en medio adecuado (medio minimo con
glucosi), a 37°C. Del precultivo se dituyo 1:100 en medio fresco y se
pusicron en agitacion a 37°C hasta alcanzar fa fase exponencial de
crecimiento. Se pusicron a incubar 20 minutos en hielo para detener el
rdpido crecimiento. Se adiciond a cada tubo 0.1 mi de cultivo y 0.9 ml de
buffer Z (60 mM NaHPO,7HA0, 40 mM de NuH;:PO4HL0, 10 M de
KCI, I mM de MgSO47H:0, 50 mM de b-mercaptoetanol, a pH 7.0).

Para romper las célulus se adicionavon dos gotas de cloroformo y
una de SDS al 1%, con una pipeta Pasteur, se agitaron los tubos por {0
segundos y se dejaron reposar cinco minutos a 28°C. Se agregaron 0.2 ml
de ONPG (4 mg/ml) a cada tubo, se agitaron vigorosamente, cn este
momento dio comienzo la reaccion (el ONPG se prepard en buffer de
fosfatos 100mM a pH 7.0). La reaccion se pard a diferentes tiempos, con
0.5 mi de NapCO3 | M. Se leyeron fas reacciones a una densidad 6ptica de
420 nm. La cantidad de protefna en el extracto fue determinada por el
método de Lowry. La actividad: se reporté como ng de ONPG hidrolizado
por minuto por mg de proteina a 28°C.

Purificacidn de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa.

Para esto se utiliz6 el kit de USBiockean™ MP, por ser un método
ripido y eficiente para extracr DNA de geles de agarosa, elimina solventes
orgdnicos, concentra el DNA sin precipitacion con etanol y se pueden
obtener rendimientos de hasta un 80%. La pureza del producto de este
procedimiento es tan alta que puede ser utilizado en marcaje con
radioactividad, digestiones enzimdticas o secuenciacion. En este método se
aprovecha la capacidad del vidrio para adherir et DNA por carga etéctrica
(Vogelstein y Gillespie, 1979).
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Primeramente se corrié un gel de agarosa con ¢l DNA a purificar y
se cortaron las bundas seleccionadas de acuerdo al patrdn de peso molecular
dado por 1 Hindlll, y se colocd en un tubo Eppendort, se le aiadieron 3
volumenes de yoduro de sodio 6 M y se incubd a 65°C hasta que se disolvid
completamente Ta agarosa, Se aifadieron 10ml de glass powder (granos de
vidrio) y se mezelaron bien en un vortex, después se incubaron en hielo 30
minutos. Después se centrifugaron a 3000 rpm por 2 minutos en frio y se
guurdd el sobrenadante por si el DNA se hubiera quedado en el. Al tubo
con la pastilla de vidrio, se le afadieron 500ml de buffer de lavado frio y
se ugitd bien en vértex. se centrifugd 2 minutos @ 3000 rpm y se elimind el
sobrenadunte, se lavad 2 veces mds, se. resuspendié en 30 ml de agua
bidestilada estéril y se incubd a 42°C por 30 minutos, después se corrié un
gel de agarosu al 1% con una alicuota de la muestra y cuando no se observé
la banda se repitid el procedimiento con ¢l primer sobrenadante que se
guardo.

Extracelén de DNA cromosomal de bacteria (Ausubel, et al,
1994).

A partir de un precultivo de toda Ia noche se inoculd 0.1 mlen 15 ml
de medio Luria y se dejo crecer hasta la fase de crecimiento estacionaria, se
centrifugd por 2 minutos a 5000 rpm y se tird el sobrenadante, se
resuspendd el botdn de células en 5.6 ml de buffer TE, depués sedicionaron
300 ml de SDS al 10% y 30 ml de proteinasa K, se mezclaron bien y se
incubaron 1 hora a 37°C. Se adicioné | ml de NaCl 5 M y se mezcld bien,
se adicionaron 800 ml de solucion CTAB/NaCl. Se mezclaron bien y se
incubaron 10 minutos a 65°C, Se adiciond un volumen de
cloroformo/alcohol isoamilico, se mezcld bien y se centrifugaron a 5000
rpm de 4 a 5 minutos. Se retird la fase acuosa y se colocd en un tubo
limpio, se adiciond un volumen igual de fenol/cloroformo/alcohol
isoumilico después se mezclad suavemente y se centrifugaron a 5000 rpm
por 5 minutos. El sobrenadante fué transferido a un tubo limpio, se
adicionaron 0.6 volimenes de isopropanol para precipitar los dcidos
nucléicos, el DNA se transfirié a un tubo con etanol al 70% para
enjuagarlo, secarlo y finalmente se resuspenderlo en | ml de buffer TE.
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Purificacién de RNA total (Aiba, ef al., 1981),

Todo cl material utilizado durante la manupulacion de RNA se
hornea (en caso de material de vidrio), y el nuevo se esterilizé en autoctave
Jurante 25 minutos (en caso de material de plistico). El mangjo durante
todos los procesos se llevd al cabo con guantes y siempre se evitd el
conticto directo con las manos. Los frascos de reactivos como etanol,
cloroforio, fenol, ete. eran nuevos y solamente se introdujeron pipetas
horneadas.

Saluciones y reactivos:

Agua bidestilada, filtrada y esterilizada, puede ademds afiadirse
dietilpirocarbonato al 0.2%, concentracion final, se incubd toda It noche y
después se esteriliz6 en autoclave. Con éste disolvente se prepuraron las
soluciones,

Solucidn de lisis:

NaAc20 mM pH 7.5

EDTA 1 mM

SDS 0.5%

Se esterilizé en autoclave

Fenol bidestilado saturado con NaAc 20 mM pH 5.5 y EDTA I mM

Acetato de sodio 3 M pH 5.5 (esterilizado en autoclave)

Etanol absoluto

Etanal al 70%

Procedimiento:

Se puso un cultivo de toda la nache de a cepa deseada en medio
minimo con sus requerimentos respectivos.

Se inocularon matraces con 0.1 ml por cada 10 ml de medio y se
crecieron a una densidad dptica de 80 unidaes kletts. Una vez que se llegé a
esta densidad se centrifugaron en corex siliconizados de 30 ml & 10000 rpm
durante un minuto a 4°C. Se resuspendicron en i/10 de volumen de
solucién de lisis. Una vez que se resuspendié se calent6 a 65°C por un
minuto. Inmediatamente se ngregé un volumen de fenol saturado
previamente calentado a 65°C. Se agit6 en una incubadora a 65°C de 200 a
300 rpm durante 10 minutos asegurando que se mezclaran los fases. Se
centrifugaron a 4000 rpm por 10 minutos a temperatora ambiente. Se
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sumirgieron los tubos unos segundos en bafio marfa a 65° sin mezclar las
fases, se tomd la fase acuosa y se repitié dos veces mis la extraccion, Se
precipitaron con 1/10 volumenes de acetato de sodio 3 M pll 5.5 mis 2.5
volumenes de etanol absoluto a -20°C durante toda la noche. Se
centrifugaron a 10000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Se resuspendieron en
500 ml de agua y se extrajeron con un volumen de cloroformo. Se
volvieron a precipitar. Se centrifugaron en el cuarto frio por 15 minulos,
se lavaron con ctanol al 70%, se secd la pastilla ligeramente y se
resuspendi6 en 50 mi de agua. Se leyeron en el espectrofotometro 5 6 10
ml de la muestra en 1 ml de agua a 260, 280 y 310 nm. EI valor de la
relacidn 260/280 fue de 2.0 y ¢t de 310<0,01. EI valor de 1.0 a una .0 de
260 nm equivale a 40 mg/ml de RNA.

Hibridizacion DNA-RNA (Northern blot) (Thomas, 1980).

Soluciones:

MENP 10X (I 1)

MOPS 41.8 gr.

NaAc 6.8 gr AjustarpHa 7.0
EDTA 37 gr

Mezcla de muestra (610 ml);

Formamida desionizada 400 ml

Formaldehido 37% 36 ml

MENP 10X 90 ml

H,0 84 ml

Fosfato de sodio y potasio IM pH 6.9
Solucién de bromofenol:

5 ml de glicerol

0.05% de azul de bromofenol

100 ml de fosfato de sodio y potasio pH 6.9
5 ml de agua

SSC20X

NaCl3M

Citrato de sodio 0.3M

Denhart 50X:

Ficoll 1%
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Polivinilpirrolidona 1%
BSA 1%

Solucidn de prehibridacion:

Formamida 5.0 ml
20X SSC 2.5 ml
Fosfato de Nay K pH 6.9 5.0 ml
Pirofosfato de Na% 0.5 ml
SDS 10% 0.1 ml
Denhart 50X 1.0 ml
DNA de timo de ternera (10 mg/ml). 0.25 ml
Sonda marcada 0.125 ml
EDTA 0.5M 0.05 ml
H,0 0.05 ml

Se desnaturalizé el DNA (de timo de ternera y sonda juntos) 5

minutos & 100°C, se puso en hielo y se aiiadid la solucién de hibridacidn.

Preparacién de la sonda de DNA. A partir de un producto de PCR
del gen asnB, se corrid un gel y se corté una banda de 3 kb que
corresponde a este gen y se purificd por el método de purificacién de
fragmentos a partir de geles de agarosa (glass powder) descrito en esta
misma seccidn. 300 ng de fragmento fueron marcados por el método de
Nick Translation del kit de BRL con dCTP alfa®2P,

Gel desnatusalizante, (Tsang et af, 1993):

La agarosa se prepara poniendo por cada 100 ! finales de agarosa:

10 ml MENP 10X

1.5 gr de agarosa (gel al 1.5%)

aforar a 94.6 ml con agua

Se esterilizd en autoclave durante 15 minutos, Cuando se ha enfriado
hasta 65°C se afiaden 5.35 ml de formaldehido para una concentracidn final
de 0.66M.

Tanto el peine como ¢l molde para el gel y la clmara de
electroforésis se trataron con RNAsas. Se sumergieron en NaOH 0.5M
durante toda la noche y se enjuagaron con agua desionizada estéril,

El buffer de corrida es MENP 1X, y se utilizd una bomba peristilica
para recircular el buffer durante toda la corrida, misma que se llevd al
acabo en el cuarto frfo.
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Preparacidn de muestras:

Se Tomaron 7.5 ml de RNA (20 mi), se agregaron 22.5 ml de
mazcli de muestra recién hecha y se mezcl6. Se calentd a 65°C dos minutos
y después se pusicron en hiclo 5 minutos. Se aitadieron 3 ml de solucién de
bromofenol, se mezcld y se cargd en el gel. El gel se corri6 toda la noche
en ¢l cuarto frio a 20 V.

Transferencia:

El gel se pasd a una camara de transferencia que consiste de SSC
20X.

Se transfirié durante 20 horas. Después, la misma nitrocelulosa se
dejé sccar entre dos filtros whatman, y luego se hornearon a 80°C durante
2.5 horas en un harno con vacfo.

Hibridacién: _

Se enjuagd el filtro con SSC 4X durante § minutos y se dej6 escurrir,
depués se pusé en una bolsu para hibridacion y se afiadié solucién de
prehibridacion, se sellé la bolsa y se prehibridé a 42°C durante toda la
noche. Se abri6 en una esquina para sacar la solucién de prehibridacién y
se llend con solucion de hibridacién con la sonda radioactiva, se dejo
hibridar toda ku noche, se deshechd la solucion y se lavé el filtro.

Lavado del filtro:

El filtro se lavo tres veces durante 5 minutos a temperatura ambiente
en SSC 2X y SDS 0.1%. Después se lavd dos veces durante 10 minutos en
SSC 0.1X y SDS 0.1% a 42°C, por dltimo se enjuagd el filtro en 0.1X de
SSC dos veces durante 15 minutos, s¢ secd en un filtro watman y se expuso
con un film de rayos X.

Hibridizacion DNA-DNA (Southern blot).

La hibridacién DNA-DNA, se realizé segun Southern (1975).
Primeramente se corre un gel de agarosa al 1% con lus muestras de DNA
cromosomal digerido con enzimas de restriccidn, Se tifié el gel con
bromuro de etidio y se tomé una fotograffa del gel para posteriormente
poder calcular ios pesos moleculares de las bandas en base a los marcadores
de peso molecular dados por 1Hind 1.



a) Desnaturalizacion del gel:

Se colocd el gelen 5 volumenes de una solucién 0.25 M de HC1 con
agitacién suave,

En seguida se colocd el gel en 5 voldimenes de una solucién 1.5 M de
NaCl, 0.5 M de NaOH por 20 minutos con agitacién suave a temperatura
ambiente, se repitié una vez mds.

Neutralizacién del gel:

Se colocd el gel en una solucion I M de Tris, 1.5 M de NaCl pH 7.5
por 20 minutos a temperatura ambiente con agitacidn suave, se repitio fa
operacién.

Para una buena eficiencia de neutralizacién del gel debemos obtener
un pH menor de 8.5.

b) Transferencia del DNA:

Se colocd el get en una cdmara de transferencia con solucién SSC
20X, en seguida se colocd sobre el gel un filtro de nylon del mismo
tamafio, se monté la torre de transferencia can filtro Wartman y papel
absorbente y se dejé transfiriendo toda la noche. Posteriormente se secé el
filtro en un horno a 80°C por una hora.

¢) Prehibridizacion de Ia membrana:

Soluciones: Formamida 100% (para una concentracién final de 50%)

SSPE 20X (NaCt 3 M, NaH2PO4.H,0, NA2EDTA
0.002M, pH 7.4). (para una concentracidn final de 6X)
Denhardt 50X ( concentracién final de 5X).
SDS 10% (concentracidn final de 19%),
DNA de timo de ternera 10 mg/ml

Se colocd el filtro en una bolsa de hibridizacién y se hizé una
solucién de prehibridizacién mezclando las soluciones anteriores segiin cl
drea de Ja membrana. Se utilizaron 20 m} de DNA de timo por cada ml de
solucién de prehibridizacidn; éste se hiervié previamente por 10 minutos y
se coloc en hielo, se adiciond la solucién de prebibridizacién a la bolsa
con el filtro y se deja toda la noche a 42°C. )

d) Hibridizacién de la membrana;

Se utilizaron las mismas soluciones que en la prehibridizacion pero
ademis se le adiciond la sonda marcada con el kit de BioNickTM
previamente hervida por 10 minutos y se dejé hibridando toda la noche a
42°C,



e) Lavado del filtro:

Para una alta astringencia se lavd 2 veces en una solucidn SSC 5X,
SDS 5% durante 5 minutos, despues se lavé con una solucién SSC 0.1X,
SDS 1%, durante 30 minutos, finalmente se lavé una vez con una solucion
SSC 2X durante 5 minutos.

f) Unidn del conjugado estreptoavidina-fosfitasa alealing (SA-AP):

Se lavé el filtro durante S minutos en TBS-Tween 20 (Tris base 100
mM, NaCl 150 mM, Tween 20 0.05% (viv), pH 7.5) durante un minuto. Se
colocé lu membrana en un contenedor limpio y se agregd solucidn
bloqueadora a 65°C y se incubd una hori a 65°C con agitacidn suave, se.
centrifugd el tubo del conjugado SA-AT durante 30 minutos en frio, fuego
se tomud la cantidad necesaria y se diluy6 1/1000 en TBS-Tween. Se quité
la membrana de la solucién de bloqueo, para posteriomente calocarla en un
contencdor con el conjugndo y ponerlos en agitacion suive a temperatura
ambiente durante 10 minutos, asegurindose que la solucién cubricra
completamente la membrana, La membrana se lavé 15 minutos en TBS-
Tween, y se repitié el mismo lavado en solucién fresca durante una hora,
Se lavabé Ia membrana durante una hora en solucién de lavado final (final
wash buffer), lnego se colocé 1a membrana en una mica y se adicionaron
500ml del reactivo de deteccién, se colocaron en un folder para evitar el
paso de la luz pitra finalmente ponerfo a incubar 30 minutos a 37°C. Se
expuso una placa de rayos X por cl tiempo conveniente y se reveld.

Obtencién de la sonda del operon gtBDF:

Se obtuvo a partiv del pldsmido pRSP2I(Castaiio et al, 1988) el cual
contiene al operon g/tBDF, El plismido fué digerirido con lu enzima Hind
11, la cual genero 6 frugmentos, entre los cuales encontramos los del
oper6n gltBDF. Posteriormente se marcd la sonda por el método de
BioNick,

Obtencién de la sonda de asnB:

La sonda se obtuvé por el metodo de PCR. La amplificacién del gen
asnB cromosomal, se llevé al cabo utilizando un par de oligonucledtidos
especificos que se disefiaron en base a la secuencia reportada por Scofield y



colaboradores (1990). Los oligonucledtidos  diseindos fueron: 1C
S'ggegepttgtgeapgpd’ y 2C ecaactgegacgticegags'.

Utilizando la Taq polimerasa (Gibco), DNA de L cepa silvestre y los
oligos se prepard la mezcla de "reaccién en cadena de la polimerasa”, y se
colocaron en una muquina de PCR bajo las siguientes condiciones:

Programit No.1: 3 minutos a 94°C

Programa No.2, con tres temperaturas de PCR:a 94°C por 30
segundos; a 55°C por 30 segundos; a 72°C por 30 segundos, con un total de
30 ciclos.

Programa No.3, con tres temperaturas de PCR:a 94°C por 30
segundos; a 55°C por 1 minuto; a 72°C por 30 minutos, can un total de 3
ciclos,

Marcaje de la sonda de DNA:

Las sondas utilizadas (g/tBDF y asnB), se purificaron por ¢l
procedimiento de glass powder. Después se marcaron con el kit de BioNick
equivalente al de Nick Traslation pero no rudiactivo. En este metodo se
utiliza un complejo de biotina-14-dATP ¢l cual es incorporado al DNA.
Una vez Hevada al cabo la hibridizacién, este es revelado por el
procedimiento de unién del conjugado SA-AP (avidina-fosfatasa alcalina).
Poner en tubo Eppendorf Smi de dNTP Mix, 21mi de DNA, 19m} de agua
y 5ml de Enzima Mix. Mezclar bien y poner a incubar 1 hora a 16°C.
Adicionar 5 mi de Stop Buffer. Anadir Iml de tRNA de levadura,
Precipitar con etanol, acetato de sodio 2 veces y finalmente resuspender la
sonda en 50 mi de buffer TE. Almacenar a -20°C,
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RESULTADOS

Para cumplir con los objetivos planteados, se decidid aistar una
fusidn transcripcional del gen asnB con ¢l gen lacZ utilizando a los
bacteridfagos MudxX y Mull734.

Para la obtencién de esta mutante, el primer punto a
considerar era el disefiar una estrategia que permitiera seleccionar
las mutaciones que aparecieran (ocurriesen) en asnB. Para ello, fue
remplazado, en la cepa JF448 (Felton e al, 1980), el alelo usuB32
por ¢l alelo silvestre proveniente de la cepa MX614.

Se propagé el bacteriofago PlvirA en una cepa prototrofa de
asparagina portadora de un Tnl0 en ¢l minuto 15.75, para después
cruzarlos por la cepa Felton (JF448), la cual es auxdtrofa de
asparagina y es portadora de las mutaciones asnA3i,y asnB32, de
esta cruza se seleccionaron transductantes TeR, de las cuales un 40%
resultaron protStrofas de asparaging, lo cual nos indica, que el alelo
asnB32 ha sido reemplazado por el gen silvestre asnB . Una
transductante, denominada JF448-P (asnA3! asnBt+ TcR) fue
purificada y utilizadi en los subsiguientes pasos de mutagénesis.

Mutagenesis con el bacteriofago MudX

A partir de lisados de la cepu CHS135 se infecté a ln cepa
JF448-P con ¢l fago MudxX, el cual ademds de inactivar el gen en cl
cual transpone, crea una fusién transcripcional entre el gen en
cuestion y lacZ.

Después de infectar a la cepa JF448-P, tal y como se describe
en material y metodos, se seleccionaron las colonias auxdtrofas de
aspargina, CmR, Lact, Aut-; una cepa con estas caracteristicas fue
utilizada como donadora de PlvirA. Este lisado se utilizé para
transducir el ransposon MudX presente en la cepa JF448-P, a la cepa
MX614. Una de las transductantes con fenotipo CmR Aus~ Lact fue
purificuda y se le denomind MX4000.

El fenotipo Ntr~ de la cepa MX4000, se observé al crecer a la
cepa silvestre (MX614), y a la mutante (MX4000) en NH4+ 15 mM y
en arginina como fuente de nitrégeno donde ambas cepas crecen bien
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en amonio 15 mM, y en arginina crece solamente fa cepa silvestre
(figura 4).

Por tanto, tu capacidad de utilizar argining al 1% como fuente
de nitrdgeno es un reflejo de la capacidad de la célula para inducir la
respuesta Nt durante el crecimiento en fuentes limitantes de
nitrégeno.

Mutagénesis con el bacteriofago Mudl1734

La cepa JF448-P fue utilizada para ser infectada con un lisado
del bacteriéfago Mudl 1734, al y como se describe en la seccion de
material y metodos. El total de la poblacidn, fue seleccionada en
LKan,Te, lo que garantizé la presencia de al menos un fago por
célula. El bacteriofago P1 fue propagado en una mezcly de varios
auxotrofos de aspargina (pool) obtenidos de fa poblacion cetular TcR
KanR, Ambos marcadores de resistencia fueron transducidos a fondo
genético silvestre (cepa MX614). Una de las transductantes KanR TcR
fue purificada y denominada MX4003.

Determinacién de la actividad de f-galactosidasa en la cepa
MX4000.

La cepa MX4000 fue crecida en medio minimo con glucosa como
fuente de carbono y como fuente de nitrégeno se ulilizé glutamina
6.8 mM, aspargina 1.9 mM, amonio 0.5 y 15 mM | La actividad de
B-galactosidasa en cada uno de estos cultivos fue determinada tal y
como se describe en material y métodos. Los resultados se muestran
en la tabla I, donde se puede observar que el valor obtenido en
amonio 15 mM es 2.3 veces mayor que el valor obtenido cuando las
células se crecieron en amonio 0.5 mM, la pequefia diferencia entre
estos dos valores, no permite concluir con certeza si ésta puede ser
adscrita a un control transcripcional. Por otro lado, se puede
observar que cuando las células se crecieron en glutamina se
obtuvieron los valores mds elevados de la actividad especifica de B-
galactosidasa, esto puede deberse a que este gen tiene como sustrato a
la glutamina y en cierto modo sugiere la existencia de un control que
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sea el responsable de las diferencias abservadas. Cuando las células se
crecieron en asparagina como fuente de nitrdgeno se observa
actividad transcripcional, lo cual resultd inesperado, ya que se sabe
que la asparagina reprime a este gen. Sin embargo, es posible que se
requiera del gen silvestre para observar represion total, tal y como
ha sida reportado para gltBDF cuando E. coli es crecida en
glutamato como fuente de nitrogeno (Castafio et al., 1992)

Awmplificacién y secuenciacién parcial del gen asnB.

Dado que para llevar al cabo los experimentos de hibridizacion
tipo Southern, se requiere de una sonda especifica del gen deseado.
Decidimos obtenerla mediante amplifieacion del gen asnB.

Para cllo se diseiiaron dos oligonucledtidos especificos en base
a la secuencia reportada (Scofield, et al., 1990). Los oligos fueron
los siguientes: oligo 1C S'gpegepttgtatgeagged’s olipo 2C
Fccuuctgegacpttcegagy'.

El produeto amplifieado fue de aproximadamente 3 kb (figura
5), lo cual fue consistente con el tamafio esperado. Sin embargo, para
tener la certeza de que este producto de amplificacién representaba al
gen asnB, este producto fue purificado y secuenciado parcialmente.
Se identificd una regidn correspondiente a las bases 2751 a 3051 de
la secuencia reportada y en base a esta region se comprobd que se
trataba de la sonda correcta

Actividad transcripcional del gen asnB en la cepa silvestre
(MX614) en diferentes fuentes nitrogenadas.

Una vez que se obtuvo la sonda especifica del gen asnB sc
procedié a realizar hibridaciones tipo Northern para determinar la
actividad transcricional del gen asnB para la cepa silvestre en
diferentes codiciones de nitrégeno.

Para ello, se aisld RNA total, a partir de cultivos de la cepa
MX614 crecida en medio minimo con glucosa y diferentes fuentes de
nitrégeno. (tal y como se describe en la seccién de material y
métodos)
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Tablal. Actividad especifica de B-galactosidasa en la cepa MX4000

Cepa 15mM NH4qt|0.5mM NH4qt| 6.8 mM Gln | 1.9 mM Asn
MX614 0.0 0.0 0.0 0.0
MX4000 533.243 231.599 803.996 296.410

Las actividades enzimdticas estan expresadas como nanomoles de ON

minuto por mitigrumo de protefna.

PG hidrolizado por
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Figura 5. Productos de amplificacién por PCR del gen asnB de la cepa mutante
JF448 en el carril 1 y de la cepa silvestre MX614 en el carril 2 y en el carril 3, A
cortado con Hind lll como marcador de peso molecular.
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Figura 6. Andlisis tipo Northern (hibridacion DNA-RNA) a partir de RNA total
de la cepa silvestre MXG14 crecida en diferentes condiciones nitrogenadas,
la sonda especifica utilizada fue el producto de PCR del gen asnB. En el carril
1 la cepa MX614 se crecid en glutamato como fuente de nitrégeno, en el
carrll 2 asparagina, en el 3 NH4 0.5 mMy en el carril 4 NHg 15 mM.
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El RNA asi aislado, fue sometido a electroforésis en un gel de
agarosa con formaldehido y posteriormente transferido a una
membrana de nitrocefulosa. Esta membrana fue hibridada con la
sonda del gen asnB (marcada radioactivamente).

En la figura 6, se muestran los resultados de esta hibridacion.
El primer carril nos muestra la cantidad de transcrito para la
condicion de amonio 15 mM, y como se puede apreciar, es en esta
condicin donde mds transcrito se observa, En fas condiciones
correspondientes a amonio 0.5 mM y glutamato 12 mM, carriles 2 y
3 respectivamente, es evidente una menor cantidad de mensajero en
ambos carriles con respecto  lu condicién de exceso de amonio, sin
embargo, no se observan diferencias cuando estas condiciones son
comparadas entre si. Finalmente, cuando el RNA provino de células
crecidas en asparagina como fuente de nitrdgeno, el transcrito de
asnBl es indetectable, tal y como se esperaba (este punto serd
discutido con mayor detalle en la proxima seccion).

Actividades cspecificas de GS en diferentes condlciones de
nitrégeno en las cepas MX4000 y MX614.

Dado que la cepa MX4000 presenta fenotipo Aut-, y este
fenotipo estd dado por el sistema Ntr, que es controlado a través del
nivel intracelular de NR;-P, decidimos averiguar si las enzimas GS y
GOGAT, que también son reguladas directa o indirectamente por
NR-P, se encuentran alteradas en la cepa mutante MX4000,

En la tabla II , se observa que las actividades de GS para la cepa
MX4000 en condiciones de limitacién y exceso de nitrégeno (0.5
mM y 15 mM respectivamente), son muy similares a las actividades
detectadas en la cepa silvestre. En cambio, las actividades
determinadas para la cepa MX4000 en glutamina como fuente de
nitrégeno, son cuatro veces menores 4 las determindas en la cepa
silvestre, esto indica la incapacidad de la cepa mutante para
desreprimir Ia transcripcién de la glutamino sintetusa cuando las
células se crecen en glutamina como fuente de nitrégeno. Cuando las
células se crecieron en asparagina como fuente de nitrégeno se
observa que disminuye a la mitad la actividad especffica de la cepa
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Tabla I Actividad especifica de la enzima GS en las cepas MX614 y

MX4000.
Cepa__| 15mM NH4*[0.5mM Ni4¥| 6.8 mMGln | 1.9 mM Asn
MX614 | 01593 | 13067 | 1.2920 | 13032
MX4000 | 0.356_| 10879 | 03278 | 07467

Las actividades enzimiticas estan expresadas como nanomoles de
glutamilhidroxiamatoe formado por minuto, por mitigramo de protefna a 37°C,




mutante en relacidn con la cepa silvestre. , esto posiblemente se debe
a que la aspuraging una vez que entra a la célula es convertida muy
ripidamente a aspartato por ser una fuente preferencial de nitedgeno
en comparacién con la asparagina (Willis, 1973), asf la hidrdlisis de
la aspargina en aspirtico y amonio, puede provocar un aumento
abrupto en la concentracioén intacelular de amonio, provocando I
represion parcial de la GS. Posiblemente si se mide la actividad de
GS en condiciones limitantes de uspargina, esta represion quizi
tienda a disminuir.,

Actividad cspecifica de GOGAT en diferentes condiciones
de nitrégeno para las cepas MX614 y MX4000.

En fa tabla 111, se puede observar que ias actividades detectadas
en alto amonio, bajo amonio y glutamina para la cepa mutante
(MX4000), son pricticamente nulos en relacién con la cepa silvestre
(MX614), lo cual indica que La mutacién que porta la cepa MX4000
estd afectundo a una de las enzimas mds importantes del metabolismo
nitrogenado: la GOGAT. En relacién a las actividades determinadas
cuando las células se crecieron en asparagina como fuente de
nitrégeno, son muy bajas y muy parecidas en ambas cepas, en la cepa
silvestre es debido a que posiblemente la asparagina estd inhibiendo a
la GOGAT por su parecido con el glutamato (Miller, 1972); en la
cepa mutante puede ser esta misma causa o bien la falta de una
GOGAT funcional.

Hibridacién tipo Southern de las cepas MX614, MX4000 y
MX4003, con Ia sonda especifica de GOGAT.

Dado el fenotipo tan dramitico que presenté la cepa MX4000,
en la sfntesis de GOGAT, decidimos llevar a cabo experimentos tipo
Southern blott, con el objeto de localizar de manera mds directa la
presencia del transposon en el genoma de Escherichia coli y 1o mas
adecuado fué pensar que el transposon se encontraba en algin lugar
del operon gltBDF y se hizo 1a hibridacién con la sonda especifica de
GOGAT, la cual se obtuvo a partir del plismido pRSP21.
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En fa figura 7 puede observarse el patrdn de hibridacién de la
cepa silvestre para la sonda de GOGAT (carril 1) y en el carril 2 se
ve claramente que la cepa mutante MX4000 tiene un patrén diferente
lo cual lleva a concluir que el transposon Mudx estd en gith ,
entonces, los resultados antes presentados para GS y GOGAT son
comparables con los reportados por Castafio et al (1988), para
mutantes gltB. El hecho de que en h cepa MX4000 el transposon se
encuentre en 1B, puede deberse aque en el momento de transducir
el caracter CmR a fondo genético silvestre, el bucteriéfago
transpusiera en otra regidn del cromosoma de I cepa MX6l4, y
dada la seleccién Aut-, que se levd al cabo, llevara a seleccionar un
nuevo evento de transposicién y no un simple evento de
recombinacién (transduccion).

Hibridacidn tipo southern de las cepas MX614, MX4000 y
la MX4003, con la sonda cspecifica de asnB.

En la figura 8, se observa que la cepa mutante MX4000
presenta el mismo patrén que la cepa silvestre (MX614) lo cual nos
indica que la cepa mutante MX4000 no tiene el trasposdn en el gen
asnB, sin embargo, la cepa MX4003 presenta un patrén diferente al
observado en la cepa silvestre, se observa que fu bunda de
aproximadamente 3 kb aumentd su tamaiio, lo que sugiere que el
Mudll1734 se encuentra en el gen asnB. Estos resultados aunados a
los de la figura 7 de las hibridaciones DNA-DNA, con la sonda
especffica de GOGAT demuestran que fa fusidn transcripcionat del
gen asnB se encuentra en la cepa MX4003 y no en la cepa MX4000.

Determinacién de la actividad transcripcional del gen asnB
en funcién de la actividad especifica de f3-galactosidasa

Una vez que se determind que la cepa MX4003 ticne una
fusién transcripcional del gen asnB con LacZ se procedi6 a medir la
actividad transcripcional de! gen asnB en funcién de Ja actividad
especifica de B-galuctosidasa,
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En la tabla IV, se observa que la actividad especifica de -
galactosidasa es 2 veces mas alta cuando se crecieron en 15mM de
NHyt, que cuando se crecieron en 0.5mM NH4t, la mayor actividad
fué detectada cuando las células se crecieron en glutamina 8.6mM
como fuente de nitrdgeno, euando las células se crecieron en
asparagina como fuente de nitrégeno los valores de actividad
enzimitica oblenidos fueron muy parecidos a los detectados cuando
se crecieron a las células en condicidn de limitacidn de amonio
(0.5mM), este ultimo valor ¢s un poco contradictorio al obtenido cn
el Northern de Ia figura 6, donde se observa que hiy una represién
total por asparagina, este valor obtenido para B-galactosidasa en
asparagina posiblemente se debe a Ta qusencia del gen silvestre como
tal
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Figura 7. Hibridacién tipo southern (DNA-DNA) con DNA total digerido de la cepa
silvestre MX614 y de la cepas mutantes MX4000 y MX4003, se usé como sonda
especilica el operdn gitBDF, '

Carril 1. DNA total de la cepa silvestre MX614 digerido con las enzimas Eco RI-Bgl I
Carril 2. DNA total de la cepa mutante MX4000 digerido con las enzimas Eco RI-Bgl It
Carril 3. DNA total de la cepa mutante MX4003 digerido con las enzimas Eco RI- Bgl Il
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Tabla III, Muestra las actividades especificas de GOGAT para Ia cepa
silvestre (MXG614), y para la cepa mutante (MX4000).

Cepa 15mM NH4*+{0.5mM NH44 6.8 mM Gln| 19mM Asn

MX614 143.260 92.0 101.400 2.210

MX4000 4.180 2,180 4.600 2.300

las actividades enzimdticas estin espresadas en nanomoles de NADPIT oxidado
por minuto por miligramo de proteinia 21°C,
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Figura 8. Hibridacion tipo Southern (DNA-DNA} con DNA total digerido de la
cepa silvestre MX614 y de la cepa mutante MX4003, se usd como sonda
especifica la amplificacion por PCR del gen asnB

Carril 1. DNA de la cepa MX614 digerldo con Bgl Il.
Carril 2. DNA de la cepa MX4003 digerido con Bgl I!

Carril 3. DNA de la cepa MX614 digerido con Hinf |
Carril 4. DNA de la cepa MX4003 digerido con Hinf !
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Tabla 1V, Muestra la actividad de B-gulactosidasa de I cepn MX4003 en
diferentes candiciones de nitrégeno.

cepa 15mM NH4t 0.5mM NH4* 8.6mM Glin | 19mM Asn

MX614 0.0 0.0 0.0 0.0

MX4003 71.638 3.083 9.208 2.557

Las actividades enzimdticas estdn expresadas como nanomoles de ONPG oxidadu por
minuto por miligramo de protefna,



Discusion

Para cumplir los objetivos planteados, ¢l primer paso fue aislar y
caracterizar uni cepa mutante en el gen asnB. Para ello se aislaron cepas
auxdtrofus de asparagina en un fondo genético asnA- , y posteriormente se
siguieron dos diferentes estrategias para segregar la multacién.

La primera, cansistié en extrapolar los resultados previamente
reportados pira K aerogenes, y suponer que tas cepas asnB- en Excherichia
coli, también tendrfan fenotipo Ntr-.

La segunda estrategia, fue buscar los eventos de insercion cerca del
minuto 15, sin seleccionar ningtin fenotipo en particular.

Con la primera, fue aislada la cepa MX4000, la cual mostrabu el
fenotipo esperado para una mutacion en asnB. Sin embargo, en base a su
caracterizacién fisioldgica, se dedujo que la insercion podia encontrarse en
gltB. Posteriores prucbas moleculares confirmaron esta suposicidn.

De hecho, los valores obtenidos para la actividad de GOGAT en la
cepi MX4000 fueron bastante sorprendentes, ya que fueron valores entre 20
y 30 veces menores en relacién a los obtenidos para lu cepa silvestre
(MX614). Estos resultados, aunados al fenotipo Ntr- , clarumente
sustentaron la hip6tesis de que la mutacién en ta cepa MX4000 afecta ght3.

Otra caracterfstica que apoyuba esta hipdtesis fue, que cuando se
determinaron las actividades especfficas de GS en la cepa silvestre y en la
cepit MX4000, esta ditima presenté valores 4 veces por abajo de los
obtenidos para MXG614, cuando se utilizé glutamina como fuente de
nitrégeno. Por lo tanto, fa cepu mutante es incapaz de desreprimir a la
glutamino sintetusa cuando las células son crecidaas en glutamina, Este
fenotipo se conoce como Gsd-, y fue descrito por primera vez por Castaiio et
al (1988) para cepas gltB-.

Con estos datos fisioldgicos, era evidente que la cepa MX4000
mostraba las mismas caracterfsticas que Ia cepa g/tB- previamente reportada
(Castaiio er.al, 1988) esto es, fenotipo Ntr-, Gsd- y por supuesto, ausencia de
una GOGAT funcional. Sin embargo, a diferencia de la mutante ya
reportada, con Ia cepa MX4000 se evalué si los niveles de actividad de
GOGAT reportados en las diferentes condiciones de nitrégeno, reflejan
cambios en la tasa de transcripcién o simplemente obedecen a la modulacién
de la actividad enzimiitica.



Para determinar ef nivel de wanseripeion del gen ghtB3, se evalud lu
actividad de -galactosidasa, utilizando diferentes fuentes de nitrgeno en ¢l
medio de cultivo.

Como fue mostrado en la seccidn de resultados, en glutamina o
amonio 15 mM se observa la mayor actividad transcripcional, esto es, de 2.5
a4 veees en relacion a la actividad ohservadaen NHy 0.5 mM (ver tabla 1),

Estas diferencius carrelacionan con el nivel de uctividad especifica de
GOGAT detectado en la cepa silvestre, en donde los mayores niveles de
actividad también se detectan en glutamina y amonio 15 mM,

De estos resultados podemos concluir, que la disminucion de la
GOGAT abservada en condiciones de limitacion de nitrégena, refleja una
reduccidn en a transcripeion del gen girB.

El control transcripcional ejercido sobre el promotor g/tB también se
observa cuando se analizan las uctividades de B-galactosidasa y GOGAT,
obtenidas con asparagina como fuente de nitrdgeno.

A pesar de que ta actividad observada en aparagina puede tener una
explicacion particular, como loes el hecho de que su degradacion da lugar a
dcido aspirtico, precursor ripido y directo de glutamato, siendo este Glitimo
represor especifico de gitB.

También, podemos considerar una explicacidn alternativa, ésta
implica que los niveles transcripcionales de gltBDF son bajos en fuentes
limitantes de nitrdgeno, como antonio 0.5 mM y asparagina. y los valores de
f-galactosidasa detectndos en estas condiciones de limitacién de nitrégeno,
reflejan el nivel basal de transcripeion del operén gtBDF.

Para considerar que durante deficiencia de nitrégeno se abtienen
niveles basales de trascripcion, es necesario postular que durante el
crecimiento en condiciones no limitantes, debe existir un activador, gue
permita elevir la tasa de transcripcion en estas condiciones,

Este papel, puede ser cumplido por la protefna Lrp (producto del gen
Irp), 1a cual se ha reportado como un regulador del operén ghBDF.

La proteina Lrp fue inicialmente reportada como el regulador global
de la respuesta a leucina. En esta respuesta, se observé que al adicionar
leucina al medio de cultivo, existen proteinas que aumentan y otras que
disminuyen en extractos totales analizados por electroforesis bidimensional.
Entre ellas, se identificd el producto del gen gltD (Ernsting, 1992).
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Posteriormente, se identificaron en la regidn regulatoria del operdn
ghBDF un sitio de unién a Lrp, el cual une Lrp con alta afinidad. y
apacentemente, la unidn de Lrp a este sitio, activa la transcripcion de gitBDF
(Brian er al, 1993). Esta dltima aseveracion se basa en el hecho de que
mutanies /rp- tienen niveles muy bajos de transcripeién de gltBDF, pero atin
no se han hecho ensayas "in vitra" con el promotar gItBDF, RNApolimerasa
y Lrp para confirnxur la observacidn genética.

Fue reportado, que la concentracién de Lrp disminuye en medios de
cultivo "ricos" como Luria o "medio minimo enriquecido”.
Desgraciadamente, los autores no hacen una clara descripcion del medio
minimo “enriquecido”, sin embargo mencionan que es rico en aminodcidos
(Ernsting, er al1993).

Con esta informacién se puede hipotetizar que la activacién de gltB en
fuentes de nitrégeno no limitantes, podria estar mediada por Lrp, De este
modo, aquellas fuentes limitantes de nitrégeno como amonio bajo, o
aminodcidos cuya lenta degraducién simula condiciones de limitantes de
nitrégeno, pueden provocur por alglin mecanismo, la disminucién de los
niveles intracelulares de Lrp y con ello disminuir ta ranscripeién del operén
gl!BDF.

El modelo enunciado en el pirrafo anterior predice que en condiciones
limitantes de nitrdgeno, Lrp estarfa baja y por lo tanto, también el nivel de
transcripcién del operdn ¢ltBDF. Sin embargo, nasotros observamos que en
glutamina los valores de 3-galactosidasa se encuentran elevados.

Este dltimo resultado es explicado dado que la glutamina asimilada
debe ser convertida a glutamato (el cual es el principal donador de grupos
nitrogenados) y esta conversion ocurre principalmente por accién de la
GOGAT (Magasanik y Neidthar, 1987).

Por lo tanto, ¢s necesario considerar que si Lrp fuera el dnico
regulador de GOGAT, serfa necesario que bajo ciertas condiciones de
limitacién de nitrégeno (como glutamina) la poza de Lrp no disminuyera. o
alternativamente, considerar la existencia de mecanismos de control Lip-
independientes, que ejercen su efecto sobre la sintesis de GOGAT en estas
condiciones.

Estos modelos propuestos, o algiin otro alternativo, sélo podran ser
evaluados Hevando al cabo estudios sobre lu biosfntesis de Lrp que tengan
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como objetivo clucidar ¢l papel que ejerce Lrp sobre la transeripeian de ghls,
en diferentes condiciones de cultivo.

Para finalizar la discusion de la mutacion glB::MudX, se hard
referencia a los resultados de GS observadas para la cepa MX4000, como y:
ha sido reportado, existen resultudos que sugicren un estrecho vineulo entre
la regulacion de GOGAT y el sistema Nir, en el cual el operén glnALG
ocupa un lugar destacado.

Entre estos resultados se demuestry, la incapacidad observada de las
células gltB- para crecer en fuentes limilantes de nitr6geno (N1r-) (Tyler,
1978). Este resultado cn si mismo sugiere que el nivel de NRi-P debe ser
menor al de la cepa silvestre. Esta sugerencia se reforzé cuando se encontré
que mutaciones en ginl del tipo constitutivo (g/nLC) suprimen el fenotipo
Ner- de las mutantes gl (Pahel et al,1978; Magasanik, 1982).

Adicionalmente, yu ha sido mencionado que lus cepaas gliB- son
incapaces de elevar el nivel de GS cuando son crecidis en glutaming como
fuente de nitrégeno. Aunque la causa del fenotipo Gsd- es desconacidy, se
sabe que niveles silvestres de GOGAT no restablecen la induccién de los
sistemas Nir (Castaiio ¢f al, 1988).

Sin embargo, andlisis de complementacion indicuron que los genes
gltD 'y ghtF parecen ser importantes para la completa induccidn de la sintesis
de histidasa (bujo control de Ntr) (Castaito et af, 1992). El hiecho de que se
requicra la presencia de gltD para observar fenotipo Ntr+ complicé el posible
modelo de regulacién que explique a nivel molecular como los niveles de
gitD y gltF alteran el sistema Nir.

En este caso, la cepa MX4000 mostré el fenotipo Gsd- esperado, sin
embargo, se observan valores relativamente bajos de GS durante el
crecimiento en aspataginia como fuente de nitrégeno. Dudo lo consistente de
este resuitado, podriamos considerar que el fenotipo Gsd y esta disminucién
observada en asparagina, tienen en comiin la presencia del nitrégeno amido
de estos compuestos, quizd el metabolismo de estos grupos amido, de alguna
manera favorece la disminucién de la GS observada en estas condicioncs,
alternativamente, los productos de degradacién (por amidasas, que darfan
lugar a glutamato y aspartato respectivamente, los cuales son rdpidamente
interconvertibles) de algin modo modularin esta incapacidad para inducir
GS.

A pesar de que se requieren todavia una gran cantidad de estudios que
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permitan conocer los controles a los cuales fa expresion de ghBDF se
encuentra sujeta, nuestros resultados aportan infornxacion con respecto al
nivel de transcripeion de g/rBDF en diferentes condiciones de cultivo y
demuestran que existe una modulacién de la transcripeion del operdn en las
diferentes condiciones estudiudus.

En la segunda parte de este trabujo finalmente se logrd aislar una
mutante asnB::lacZ. La presencia de la insercion (Mudl1734) fue
confirmada por hibridizacién DNA-DNA, usando como sonda especifica al
gen asnB, en esta hibridacidn se observa claramente que la cepa mutante
MX-003 tiene un patrdn difevente al de la silvestre, donde una de las bandas
de la mutante aumenta su tamaio de 2.7 kb a aproximudamente 6 kb, esto
confirma que la mutacién se encuentri en asnB.

A diferencia de los resultados reportados para las mutantes asnf3 en K.
aerogenes, la cepa MX4003 ¢s capaz de crecer en arginina como tnica
fuente de nitrégeno y por lo tanto, no presenta fenotipo Nrr-.,

Esta discrepancia no es totalmente sorprendente, pues eh K. aerogenes
se han reportado diversas vias metabdlicas sujetas a control Nir sin embargo,
este control no ha sido observado ni en 8. ryphimuriunt o ni en £, coli.

Dado que la cepa MX4003 fue aislada posteriormente a la cepa
MX4000, su caracterizacidn es atin incipiente, Por cllo, es aun necesario
determinar el nivel de actividad de las principales enzimas del metabolismo
nitrogenado, para concluir si Jas mutaciones en asnB alteran la regulacién
det mismo en E. coli.

Posteriormente, se procedié a determinar la actividud transcripcional
de este gen cn funcién de la actividad especifica de B-galactosidasa en
diferentes condiciones de nitr6geno, para de esta manera obtener
informacién de la regulacién de este gen en los diferentes tipos de fuentes
nitrogenadas.

Los valores obtenidos de 3-galactosidasa de la cepa MX4003 son 2.5
veces mas elevados cuando las células se crecieron en amonio 15 mM que
los valores obtenidos cuando las células se crecieron en amonio 0.5 mM, en
tanto que los valores mds altos se obtuvieron cuando las células se crecieron
en glutamina como fuente de nitrégeno. Estos valores concuerdan con los
obtenidos en la hibridizacién DNA-RNA, usando como sonda especifica el
gen asnB, donde se observa una mayor cantidad de transcrito cuando las
células se crecicron en amonio 15 mM como fuente de nitrégeno, en relacién
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a cuando las células se crecieron en fuentes limitantes de nitrbgeno como lo
son amonio 0.5 mM y glutamato. En tanto que cuando las células se
crecieron en asparagina como fuente de nitrégeno, los valores de f3-
galactosidasa son muy parecidos i los obtenidos en células crecidas en
amonio 0.5 mM. Probablemente este resultado refleje la necesidad de un gen
funcional para lograr una completa represion, tal y como fue observado para
GOGAT (Castaio et al, 1992)

Cabe mencionar que las diferencias observadas en la cantidad de
mensajero y de fi-galactosidasa, probablemente reflejen la existencia de
algiin mecanismo que permita la represién (o falta de activacion) de asnf3
durante la deficiencia de nitrégeno, quizad con ¢l objeto de proteger L poza
de glutamina.

En este sentido, podrfa no ser casual el hecho de que la mayor
transcripeién de gItBDF y asnB acurre cuando las células son crecidas en
glutamina como fuente de nitrégeno, o cuando lit poza de glutamina es alta,
como en amonio 15 mM.

En este sentido, es posible especular la existenciit de un mecanismo
capaz de disminuir los niveles transcripcionales de asnB y gltBDF en
condiciones limitantes de nitrégeno (por ejemplo ausencia de Lip). De
hecho, ha sido observado que cepas mutantes glnG- presentan
aproximadamente el 50% de la actividad de GOGAT observada en Ja cepa
silvestre, durante el crecimiento en 15 mM amonio (Oserio, y .Camarena,
comunicacién personal). En estas condiciones la poza de glutamina,
normalmente alta, se verfa afectada por fa diminucién de GS provocada por
la mutacion glnG-, esta disminucién en la poza de glutamina provocarfa la
dréistica disminucién de Ja transcripcion de asnB y ghtBDF, para balancear el
flujo glutamina-glutamato ¢ impedir fugas hacia otras amidotransferasas
como asnB.

Claramente es necesario levar a cabo una gran cantidad de
experimentos que permitan fortalecer o desechar esta hipétesis. Por ahora,
los resultados obtenidos sugieren la existencia de un mecanismo que
controla sutilmente la expresién del gen asnB
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CONCLUSIONES

1. La cepa MX4000 lleva una mutacién creada por la insercién del

bacteriéfago MudX1 en gltB. La cepa MX4003 leva una insercién de
Mudl1734 en asnB.

2. La cepa MX4000 presenta fenotipo Ntr- Gd-, umbos descritos
previamente para nutantes gltB-. La cepa MX4003 no tiene un fenotipo
aparente.

3. El nivel de actividad de GOGAT, asf comio el nivel de transcripceion
de asnB y ghB, mostraron variaciones de acuerdo a lu calidad de 1a fuente de
nitrégeno en el medio de cultivo.

4, Los resultados obtenidos sugieren la existencia de un mecanismo de
control transcripcional (o varios) que disminuya la transcripcion de los genes
asnB y gitBDF durante el crecimiento en fuentes limitantes de nitrégeno. La

disminucién transcripcional puede ocurrir por represion de la transcripeion,
o por falta de activacién de la misma.
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