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RESUMEN 

Las bacterias entéricas como Escherichia culi usan amonio y una gran 
cantidad de compuestos que contienen nitrógeno para sintetizar compuestos 
nitrogenados escenciales para el crecimiento celular. 

Los intermediarios clave en la biosíntesis celular de compuestos 
nitrogenados son la glutamina y el glutamato. La síntesis de glutamina es 
llevada a cabo por la glutamino sintetasa (GS) y la síntesis de glutamato por 
las enzimas glutamato deshidrogenasa (GDI-1) y glutamato sintasa (GOGAT) 
(Magasanik. 1982). 

En el metabolismo nitrogenado de Escherichia culi 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 asparagina sintetasa dependiente de glutamina (asn13). 

El objetivo principal de este trabajo fue aislar y caracterizar una 
mutante en el gen asnI3 de Escherichia coi/ para estudiar la regulación 
transcripcional de este gen, y si ésta regulación es dependiente de la fuente 
de nitrógeno suministrada en el medio de crecimiento. También se planteó el 
dilucidar si el gen asnB en esta bacteria tiene un vinculo con el los sistemas 
Ntr. 

Los resultados de las actividades enzimaticas para GS y GOGAT de la 
cepa MX4000 y su comparación con los de la cepa silvestre (MX614) 
permitieron predecir que la inserción de LacZ posiblemente se encontraba 
en el operón gl► BDF, esto fue confirmado con las hibridaciones tipo southern 
de ambas cepas, donde la mutante presento un patrón diferente al de la cepa 
silvestre., estos resultados aunados a los obtenidos para P-galactosidasa 
permitieron plantear la siguiente hipótesis: la activación de gliB en fuentes 
limitantes de nitrógeno, puede estar mediada por la proteína Lpr. De este 
modo, la fuente limitante de nitrógeno o de aminoácidos cuya degradación 
es lenta, puede provocar por algún mecanismo la disminución en los niveles 
intracelulares de Lrp y con ello disminuir la transcripción del operón 
gltBDE 

Sin embargo, se observaron valores elevados de 13-galactosidasa en 
glutamina, esto puede explicarse por el hecho de que la glutamina asimilada 
es convertida a glutamato y esta conversión es llevada a cabo principalmente 
por la GOGAT. De esta manera, sí Lrp fuera el único regulador de GOGAT, 



sería necesario que en ciertas condiciones de limitación de nitrógeno (como 
glutamina) la poza de Lrp no disminuyera, o bien, considerar un mecanismo 
de control alternativo sobre la síntesis de GOGAT en estas condiciones 
nitrogenadas. 

Los análisis tipo southern (hibridación DNA-DNA) realizados para la 
cepa mutante MX4003 permitieron demostrar que la inserción del gen 
reportero Loa, en esta mutante se encuentra en el gen asoll, puesto que 
presento un patrón de hibridación DNA-DNA diferente al de la cepa 
silvestre (MX614), usando como sonda específica el producto de PCR 
(reacción en cadena de la polimerasa) del gen ama 

A diferencia de los resultados reportados para mutantes asnI1 de K. 

aerogenes, la cepa MX4003 si crece en arginina como única fuente de 
nitrógeno en el medio de crecimiento, y por lo tanto, no presenta fenotipo 

N1r 
Los valores de P-galactosidasa que se obtuvieron para la cepa 

MX4003 son más elevados en alto amonio (15 mM) en relación a los 
obtenidos en bajo amonio (0.5 mM) en tanto que los valores más altos se 
obtuvieron cuando las células se crrecieron en glutamina como fuente de 
nitrógeno, estos valores concuerdan con los experimentos de hibridación 
DNA-RNA usando como sonda específica al gen asta Cuando las células 
se crecieron en asparagina como fuente de nitrógeno 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 asnll funcional 
para lograr una represión total como fue observado para GOGAT (Castaño, 

el a!, 1988). 
Las diferencias observadas en la cantidad de mensajero 'y de f3-

galactosidasa posibleifiente reflejan la existencia de algún mecanismo que 
permita la represión de asna en limitación de nitrógeno para proteger la 

poza de &lamina. 



1NTRO1)UCCION 

En todos los sistemas biológicos la asimilación de nitrógeno en 
macromoléculas es esencial para el crecimiento. Las rutas metabólicas del 
metabolismo nitrogenado pueden ser divididas en dos clases: a) las rutas 
necesarias para la asimilación y la utilización del nitrógeno de compuestos 
aprovechables en el medio; y b) las rutas biosintéticas dirigidas hacia la 
producción de compuestos nitrogenados de la célula. Los pasos específicos 
en estas rutas varían con el organismo, pero generalmente todas las células 
utilizan a la glutamina y al glutamato como donadores de grupos amino y 
amido. 

Cuando se crecen bacterias entéricas en medio mínimo con glucosa 
como fuente de carbono, éstas prefieren el amonio como fuente de 
nitrógeno. Todo el nitrógeno intracelular para la síntesiS de 
macromoléculas en las bacterias entéricas, es derivado del grupo amido de 
la glutamina y del grupo amino del glutamato, o de la incorporación 
directa del amoldo (Tyler, 1978). El glutamato provee de nitrógeno para la 
síntesis de muchos aminoácidos, en cambio, la glutamina dona nitrógeno 
para la síntesis de purinas, pirimidinas, aminoazúcares, histidina, 
triptofano, asparagina, NAD y p-aminobenzoato (Fig. 1) (Wohlheuter, el 
al,1973). 

Cuando la concentración del ión amonio en el medio de cultivo es lo 
suficientemente alta (mayor de 1 mM), el amonio es incorporado 
directamente a glutamato y glutamina, vía GDH y GS (ver más adelante) asi 
como a asparagina, via asnA. Sin embargo, cuando la concentración del ión 
amonio en el medio de cultivo es baja (0.1 mM), el amonio es incorporado 
directamente a glutamina, vía GOGAT-GS (ver más adelante) (Magasanik, 
1982). 



proteínas, mirillas, 
pirimiciinas, etc. 
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Figura 1. Ciclo de asimilación del amonio (Reitzer y Magasanik, 1987). 
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Las reacciones para la asimilación de amonio y la síntesis de 
glutamato y glutamina en un medio con amonio en exceso son las 
siguientes: 

Ni-Li+ 4- u-cetoglutarato + NAI)PI-1 => L-glutantato + NADP-1- 
(Gluttiniato Deshidrogenasa) 

Mg++ 

Ni-1.t +  + L-glutainato + ATP = L-glutamina + ADP 4- Pi 
(Glutamino Sintetasa) 

Las reacciones para la asimilación de amonio y la síntesis de 
glutamato y glutamina en un medio con limitación de amonio son las 
siguientes: 

L-glutamina 	a-cetoglutarato + NADPH 	2 glutamato 
NADP+ 
(Olutamato Sintasa), 

mg4+ 

NH44  + L-glutamato + ATP = L-glutamina + ADP + Pi 
(Cdutamino Sintetasa). 

La reacción catalizada , por la glutamino sintetasa (OS), es la única 
ruta biosintética conocida, descrita para la síntesis de glutamina. len 
enterobacterias, mutaciones en el gen g 1 n A (gen estructural para la 
glutamino sintetasa), traen como consecuencia la auxotrofía por glutamina; 
este resultado permitió concluir que la OS es la única vía para la síntesis de 
glutamina y que el gen ghtA es el único 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 
auxótrofa de glutamato.(Branchley y Magasanik, 1974). Así, las enzimas 
esenciales para la asimilación de amonio y para la síntesis de glutamina y 
glutamato son GS, GDH, y GOGAT. 

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



en un inedio con amonio en exceso, tanto la GDI-1 como la CiOGAT tienen 
la capacidad de sintetizar glutamato; en cambio, cuando las células se 
crecen en un medio con limitación de nitrógeno, solamente la glutamato 
sintasa está involucrada en la formación de glutamato en tanto que, la 
glutamina simehisa asimila el amonio del medio de cultivo. Por ende, la GS 
tiene dos funciones cuando las células se crecen en un medio con limitación 
de nitrógeno: una es sintetizar glutamina y otra la de asimilar nitrógeno. 

Asimismo, cabe señalar que cuando disminuye la cantidad de amonio 
en el medio, las bacterias entéricas responden aumentando la expresión de 
una variedad de genes y de operones involucrados en la asimilación y 
degradación de fuentes de nitrógeno alternativas al amonio. La respuesta 
coordinada de todas estas vías metabolicas, se conoce como respuesta Ntr 

(nitrogen regulation) (Tyler, 1978). 
Las células requieren cerca de 8 veces más glutamato que glutamina 

para la biosíntesis celular; consecuentemente durante el desarrollo en un 
medio que contiene bajos niveles de amonio o alguna otra fuente de 
nitrógeno, el amonio es asimilado exclusivamente vio GS, y muchas de las 
moléculas de glutamina son recicladas a glutamato vía GOGAT (Reitzer y 

Magasanik, 1987). 
Existen otras enzimas amidotransferasas dependientes de glutamina, 

las cuales pueden proveer cerca del 12% del glutamato intracelular durante 
el crecimiento en condiciones de limitación de nitrógeno. Aparentemente, 
la glutamato sintasa produce el 88% del glutamato intracelular (Reitzer y 

Maganik, 1987) 
En Escherichia coli, la enzima GOGAT esta compuesta de cuatro, 

dímeros con subunidades diferentes. El gen gItB codifica para la subunidad 

grande de 135000 daltones, el gen gltD codifica para la subunidad chica de 
53000 daltones. Ambos genes se encuentran adaycentes en el minuto 69 del 

mapa de E. coli. Además, recientemente se reportó la presencia de un 

tercer gen denominado gltF involucrado en la respuesta Nir. Por lo tanto, 

los dos genes estructurales y el tercer gen regulatorio forman parte de una 
unidad transcripcional que constituye el operón gltBDF (Castaño et al, 

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 aminoácido es degradado muy rápido, de tal manera 



que genera :nonio para la síntesis de glutamato vía GD11 lo que compensa 
la ausencia de GOGAT. El crecimiento en una fuente de nitrógeno que 
genere glutamato requiere de altos niveles de GS pura la utilización del 
alumno derivado del glutamato. Una cepa mutante gltll (codifica para la 
subunidad grande de GOCiAT) no crece en fuentes generadoras de 
glutamato, como son la prolina y la arginina: este fenotipo se debe al efecto 
polar que esta mutación ejerce sobre los genes glID y gltr los cuales 
parecen jugar un papel importante en la inducción de la respuesta Ntr. 
(Castaño et al., 1992), Esto es un hecho importante por la razón de que una 
gran proporción de la glutamina producida por la asimilación de amoldo, 
es convertida a glutamato vía GOGAT. 

Además del fenotipo Ntr-  de las cepas gltn-, se ha reportado que 
éstas son incapaces de elevar el nivel de OS durante el crecimiento en 
glutamina como fuente de nitrógeno (fenotipo Gxd) (Tyler, 1978; 
Magasanik. 1982; y Castaño, 1988). La relación entre la biosíntesis de 
GOGAT y los sistemas Ntr ha sido sustentada por el hecho de que el 
fenotipo Ntr-  de mutantes glta puede ser suprimido por mutaciones en 
gin (ver más adelante) (Pahel el al, 1978 y Magasanik, 1982), el cual 
resulta en una alta concentración de GS independiente de la fuente de 
nitrógeno en el medio. 

Otro aspecto muy importante referente a la regulación del operón 
gltBDF es su relación con el regulón Lrp (leucine-responsive regulatory 
protein) que regula positiva o negativamente cerca de 40 polipéptidos. El 
primer operón del regulón Lrp que se reconoció es el operón /HIN, este es 
regulado por presencia o ausencia de !encina, este operón codifica para la 
forma 111 de la ácido acetohidroxi sintasa. Lrp es un activador 
transcripcional de la expresión de este operón, en ausencia de leucina en el 
medio de cultivo, la expresión se reduce entre 5 y 10 veces (Ernsting et al, 
1993). En análisis de geles de electroforésis bidimensionales para cepas que 
tenían o carecían de un gen funcional Lrp creciendo con o sín 'encina 
donde se detectaron proteínas ya conocidas y otras desconocidas y se 
observó que la expresión de éstas, se da en función de Lrp respondiendo de 
una manera sensible a leucina (Ernsting, 1992). Dos de los polipéptidos 
detectados sobre los cuales existe influencia del regulón Lrp es el 
polipéptido que codifica para la subunidad pequeña de GOGAT (codificada 
por el operón gltBDF) y la glutamino sintetasa (Ernsting, 1993), en este 
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trabajo se demostró que la regulación de la expresión de GS por Lrp es 
indirecta y que aparentemente es debida al efecto de Lrp sobre la expresión 
de GOGAT. La expresión de ,41tBDF en cepas frp+ es reprimida 2.2 veces 
en presencia de !encina exógena y 16 veces en medio Luda. La represión 
de la expresión de ,1/18DF cuando las células se crecen en medio mínimo 
con leucina o medio Lucia no se ve de igual manera en una cepa isogénica 
con el transposón Tul° insertado en Irp, en este caso la expresión del 
operón glIEDF es 40 veces más bajo que en cepas hp+ Lrp se une 
específicamente a un fragmento de la región promotora del operón gltBDE 
(Ernsting, 1993). 

E. L'oil y S. imhimurhn, pueden cultivarse en una gran variedad de 
compuestos orgánicos que contienen nitrógeno, pero no pueden crecer en 
compuestos inorgánicos nitrogenados excepto en amonio. Sin embargo, 
algunas especies de Klebsiella pueden utilizar nitratos, nitritos o nitrógeno 
atmosférico diatómico. Un número limitado de compuestos orgánicos 
nitrogenados permiten el desarrollo celular si son la única fuente de 
nitrógeno (Tyler, 1978). 

El tiempo de duplicación en estas fuentes orgánicas de nitrógeno es 
invariablemente lento en comparación con el amonio por lo que estas 
condiciones son consideradas como fuentes limitantes de nitrógeno. Estas 
observaciones indican que el factor esencial del desarrollo es la tasa de 
generación de amonio de estas fuentes nitrogenadas y de su subsecuente 
asimilación. El mismo sistema regulatorio que modula el nivel y actividad 
de la glutamino sintetasa, esta involucrado en la regulación del sistema Ntr, 
con esto incrementa el nivel de las enzimas necesarias para el 
abastecimiento de amonio requerido por la célula para su crecimiento 
(Magasanik, 1982). 

Algunos de estos compuestos nitrogenados pueden además servir 
como fuente de carbono y energía para la célula. En cada caso el uso de 
estos compuestos nitrogenados generalmente requiere proteínas específicas 
que están reprimidas. Estas proteínas 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 nitrógeno. Los 
sistemas Ntr están involucrados, por ejemplo: en la degradación de 
arginina, ornitina, agmactina, putrecina y y-aminobutirato en E. culi; y en 



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

La síntesis de las proteínas de los sistemas Ni r están a menudo 
sujetas a la regulación de interacciones de una pequeña molécula erectora 
con una proteína reguladora específica para una ruta degradativa en 
particular, como fue dilucidado originalmente para el operón Lac. Sin 
embargo este sistema de control específico no es usualmente una condición 
suficiente para una síntesis máxima de las proteínas necesarias para la 
utilización de compuestos nitrogenados. En general se requiere la presencia 
de otras proteínas regulatorias como erectores positivos; el punto crítico es 
que el elemento de control positivo no es ruta-específico. Una proteína en 
particular puede incrementar la transcripción de una gran variedad de 
genes.(Reitzer y Magasanik, 1987). 

El crecimiento en L-glutamina como fuente de nitrógeno mantiene 
un tiempo de duplicación casi tan corto como cuando las células crecen en 
amonio, sin embargo la transcripción de ginALG (ver más adelante) y 
otros sistemas Nrr está activada, lo que sugiere que el crecimiento en 
glutamina es una condición parecida a la de deficiencia de nitrógeno. La 
GOGAT aparece lo suficientemente activa como para agotar la glutamina 
intracelular cuando las células están creciendo con glutamina como fuente 
de nitrógeno (Reitzer y Magasanik, 1987). 

La GS es esencial para la formación de la glutamina requerida para 
la síntesis de proteínas, de metabolitos que contienen nitrógeno, purinas, 
pirimidinas, y además, para la asimilación de amonio cuando las células 
están creciendo en medio con deficiencia de amonio. Por esto la 
importancia de la glutamina en el metabolismo celular. En consecuencia, no 
sorprende que la actividad catalítica y la síntesis de esta enzima esten 
altamente reguladas. La catálisis de la GS es dependiente de ATP para la 
síntesis de L-glutamina a partir de amonio y L-glutamato. La enzima 
purificada de Escherichia culi es un dodecámero de subunidaes idénticas de 
55,000 daltones, su actividad catalítica está regulada por la adición 
covalente de un grupo AMP (adenosín monofosfato) a un residuo de 
tirosina en cada subunidad. La adenilación de una subunidad, solamente 
inactiva a ésta que ha sido adenilada, lo que significa, que una enzima con 9 
de sus 12 subunidaes adeniladas tiene solamente 3 unidades activas (Reitzer 
y Magasanik, 1987). 
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Como se mencionó ,la actividad y nivel de GS, así como la expresión 
de los sistemas No.  se encuentran finamente regulados. En esta regulación 
participan al menos cuatro enzimas: la enzima Pll, producto del gen gln13, 
NRii, producto del gen gin; NR1, producto del gen glaG (NirC); y la 
enzima bifuncional UTAsa/UR (uridiltransferasa/desuridiltransferasa), 
producto del gen ,q/ni (Stadman y Ginsburg,1 974; Adler, et al., 1975: 
García, y Rhee , 1983; Ninfa, 1986), sus actividades son determinadas por 
la concentración intracelular de glutamina/a-cetoglutarato. 

A nivel de actividad, la GS está controlada por adenilación y 
desadenilación de sus subunidades, esta reacción es catalizada por una 
misma enzima, denominada adeniltransferasa (ATasa), la cual es regulada 
por la proteina P11. Esta proteína puede estar presente en la célula en dos 
conformaciones interconvertibles: PH y P11-UMP. Pll estimula a la ATasa 
para que efectúe la reacción de adenilación de la GS, en tanto que P11-UMP 
estimula la desadenilación de la GS. La interconversión de Pll a P11-UMP es 
dependiente de la actividad de la proteína uridiltransferasa (UTasa), que 
une reversiblemente un grupo UMP a la proteína Pll. La UTasa también es 
capaz de desuridilar a Pll-UMP para convertirla en la forma Pu. Cuando la 
poza intracelular de glutamina es baja en relación a la poza de tx-
cetoglutarato y hay altas concentraciones int•acelulares de ATP, se estimula 
la actividad de la UTasa lo que provoca la uridilacion de Pll  para formar 
Pll-UMP, que a su vez estimula la desadenilación de la GS, lo cual trae 
como resultado una mayor actividad biosintética de la enzima GS y por lo 
tanto mayor síntesis de glutamina. 	Inversamente, altas concentraciones 
de glutamina y fosfato inorgánico inhiben la reacción de uridilación de la 
proteína Pll y además estimulan la actividad removedora de grupos uridilo 
de la UTasa por tanto, la presencia de la forma no modificada de la 
proteina P11 tiene como consecuencia la adenilación de la GS con su 
consiguiente inactivación. 

La actividad de la ATasa también se ve afectada por los niveles de 
ATP, glutamina y ot-cetoglutarato, de tal manera que cuando las 
concentraciones de glutamina son altas en relación con las de oc-
eetoglutarato, se ve estimulada la adenilación. Cuando los niveles de 
glutamina son bajos en relación con los de a-cetoglutarato y ATP, se ve 
estimulada la desadenilación (Stadtman, 1978). Estas reac-ciones forman 
una cascada bicíclica, que provoca que las células respondan a pequeños 
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cambios en las concentraciones intracelulares de glutamina y u-
cetoglutarato, ajustando el estado de adenilación de la OS, y por lo tanto de 
su actividad biosintética (Fig. 2). 

Por otro lado, la transcripción del operón sinALG está controlada 

por los productos de los genes glaG y glaL, los cuales, a su vez son 
regulados a nivel de actividad por la proteina P11. La expresión del operón 
glnALG se da a partir de dos promotores con un arreglo en tandem 
denominados glnAp I y glnAp2. Estos son reprimidos o activados, 
respectivamente, por la proteína NR I. La transcripción a partir de 4142 
requiere del núcleo RNA polimerasa asociado al factor sigma 54 (a54). El 
complejo promotor-RNApoI, es por si mismo Incapaz de iniciar la 
transcripción y requiere de la presencia de NRI-P para la formación de 
complejo abierto e iniciar asi la transcripción. Dado que la concentración 
l'unicelular de RNApol-a54  no depende del estatus nitrogenado de la 
bacteria, la activación del promotor 0142 es completamente dependiente 
de la acumulación de NR1-P., condición que sólo ocurre durante el 
crecimiento con deficiencia de nitrógeno (fig. 3) (l-lirschman, el a!, 1985 y 
Reitzer y Magasanik, 1985). 

El producto de gin, NRH, es una proteína cinasa-fosfatasa, la cual 
puede autofosforilarse y además fosforilar y desfosforilar a NRI  (Ninfa y 
Magasanik, 1986). Cuando las células bacterianas se crecen en exceso de 
amonio, la proteina Ptt  favorece la reacción de desfosforilación de NRI-P y 
por lo tanto, los niveles. intracelulares de NRI-P disminuyen 
dramaticamente. Esto provoca que se transcriban niveles banales de 
mensajero a partir de glnApl, con el núcleo RNA polimerasa asociado al 

factor a70. Inversamente, durante el crecimiento - en condiciones de 
deficiencia de nitrógeno, la proteína Pll-UMP es incapaz de interferir con 
la reacción de fosforilación de NR1, lo cual provoca la acumulación de NRI-
P y en consecuencia, la activación de la transcripción a partir de glaAp2 . 
Cabe mencionar que algunos promotores bajo control del sistema Ntr, son 
activados por NR1-P (como el sistema de transporte de glutamitia en E. 

coli). 

11 



GS (AMP)12 
(inactivo) 

ATasa 
(adenilando) 

12 ATI' 
	

12 Pl'i 

GS gow3.1,170,,..~,mel 

4UMP 

estimulado por 
una alta 

concentración de 
glutantina en 

relación con el ct- 
cetoglatarato 

PII-UMP 	 4 PPi 

ATasa 
(desadenilando) 

D( 
Pll 	 4 UTP 

UTasa 

estimulado por 
una baja 

concentración de 
taln en 

relación con el a-
cetoglutarato 

GS(AMP)12 GS(activa) 

12 Pi 	 12 ADP 
Figura 2, Modificación covalente de la glutamino sintetasa (GS) por la enzima 

uridil/desuridil transferasa (UR/UTasa) (Reitzer y Magasanik, 1987). 
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Figura 3. Modificación covalente de NRI, el regulador de la transcripción de glnAp2 
(Reitzer y Magasanik, 1987). 
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En el metabolismo nitrogenado de E. coli existen otras 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 

La auxotrofíu por asparagina en E. coli resulta de mutaciones en dos 
genes, el gen asnA localizado en el minuto 84, y el gen asid] localizado en 
el minuto 16. Originalmente se purificó y caracterizó una asparagina 
sintetasa dependiente de amonio. Esta enzima es codificada por el gen asnA 
(Cedar y Schwartz, 1969), tiene un peso molecular de 80,000 daltones 
(Cedar y Schwartz, 1969, Reitzer y Magasanik, 1983) y está formada por 
un par de dímeros iguales, cada uno pesa 36,868 daltones. Recientemente 
fue dilucidado uno de los mecanismos de regulación para esta asparagina 
sintetasa dependiente de monje.. Una proteína de 17,000 daltones 
codificada por el gen asnC, que es adyacente pero divergente de la 
transcripción de asnA, activa la transcripción de este último gen; la 
asparagina inhibe la transcripción de asnA mediante el producto de asnC 
(Buhk y Messer, 1983; de Wind et al, 1985 y Keilling y 'taller, 1985). El 
producto de asnC autoregula su propia síntesis, esto es, AsnC reprime la 
transcripción de asnC (de Wind ci a/,1985). Una cepa asnzl+, asn£1-, asnC-
no es auxótrofa de asparagina a 37°C, pero si a 42°C, lo cual sugiere que el 
gen que codifica para esta enzima dependiente de amonio es termosensible 
(Humbert y Simoni, 1980). 

La reacción catalizada por la enzima dependiente de amonio es la 
siguiente: 

L-Aspartato + NH4+ + ATP= L-Asparagina + AMI + PPi 
(Asparagino Sintetasa A) 

Se ha reportado una segunda asparagina sintetasa la cual es 
dependiente de glutamina y es codificada por el gen asnri; la enzima es un 
tetrámero 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 nitrógeno. Al igual que 
la asparagina sintetasa dependiente de amonio también es reprimida por 
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altas concentraciones de asparagina (Cedar y Schwatz, 1969: Humbert y 
Simoni, 1980; Reitzer y Magasanik, 1987), 

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

L-Glutamina + L-aspartato + ATP = L-Asparagina + L- 
Glutainato + AMI' +PPi 
(asparagina sintetasa 13) 

Una mutante asnA+, asnl•, de K. aerogenes no puede crecer en una 
gran variedad de fuentes nitrogenadas de lenta metabolización, como son: 
prolina, aspartato, nitrato y glutamato, pero crecen tan bien como la 
silvestre en amonio o asparagina como fuente de nitrógeno. Estas mutantes 
presentan fenotipo Ntr-, que se ve reflejado cuando las células son 
incapaces de crecer en arginina como fuente de nitrógeno ( fenotipo Ata-  ). 
Esto sugiere que el producto de asna, la asparagina sintetasa dependiente 
de glutamina (asnB), es requerida para crecer en un medio limitante de 
nitrógeno (de Wind et al, 1985 y Reitzer y Magasanik, 1987) 

No se sabe mucho de los mecanismos de represión de asna. Sin 
embargo, en K. aeragenes fue observado que los niveles de asparagina 
sintetasa dependiente de amonio son altos, cuando las células se cultivan en 
un medio rico en amonio, mientras los niveles de la enzima dependiente de 
glutamina son bajos. Sin embargo, cuando las células 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 limitación de nitrógeno implica la elevación (le los niveles de Mi, 
producto de ginG. En cepas de K. aerogenes con mutaciones que resultan 
en bajos niveles de NRI, la enzima dependiente de amonio no es reprimida 
(Reitzer y Magasanik, 1987). Este resultado indica que NR1 reprime a 
asnA, pero el análisis de la secuencia nucleotídica de asnA y asnC de E. coll 
no muestra una similitud por el sitio de unión de NRI , por lo que el efecto 
de esta proteína puede ser indirecto a traves de un mecanismo aun no 
dilucidado. 

Como se mencionó una cepa mutante en astil), en K. aeragenes tiene 
fenotipo Aur, y los niveles de NR1 afectan la actividad transcripcional del 
gen asnA. Sin embargo muy poco se conoce al respecto de los mecanismos 
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moleculares que provocan estas observaciones. Así mismo quedan abiertas 
las preguntas: ¿cuál es la relación del gen asaD con el sistema NIr?, ¿existe 
una relación entre los niveles de asnA y de as/dique permitan un apropiado 
balance de la poza de asparagina?. 

En base a lo anterior, nos planteamos como objetivo el aislar y 
caracterizar una mutante en el gen asn8 de E. culi que nos permita estudiar 
la regulación transcripcional a la que este gen se encuentra sujeto y si esta 
es dependiente de la calidad de la fuente de nitrógeno en el medio de 
cultivo. Finalmente, con esta mutante se podra determinar si en E. culi, 
asna se encuentra vinculado al sistema Nir. 
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OBJETIVOS 

Aislar y caracterizar una mutante en el gen asnB de la bacteria 

Escheri,- Itia 

Determinar él o los mecanismos de regulación del gen ama 

Determinar si el gen asnll está vinculado con los sistemas Ntr 
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MATERIAL Y METODOS 

Cepas bacterianas: 

MX614: Derivada de E, col? K-12, Genotipo: (lac-pro)D, galE, ilv-
680, thi-l/P- 

AB1157: thr-1, len-6, ara,  pro late, gol. 	piar, Smk, xv!, mtl 

arg,B 1 /F- 
JF448: Derivada de E. culi K-12. Genotipo F+, asn1132, relA 1, 

spoTI, hg1R13,asnA31, rhs-4, 	(Felton et al, 1980) 
CS1-1135: 	lacZ8305::Mucts621 MudX D(gpt-lac)5, his, met, tyr, 

gyrA, rpsL, (Bakcr, et a(.,1983). 
M8820: A 1 tt(11173.1 TeR, KanR (Castilho, 1984). 
12077: Derivada de MG 16.55, Genotipo zhe-280/Tn 10 
JF448-P: P1(12077) X JF448 (este trabajo) 
MX4000: P1(JF448-P/MudX) X MX614 (este trabajo) 
MX4003: P1(JF448-P/Mud[1734) X MX614 (este trabajo) 

Condiciones de cultivo. 

Las cepas se mantuvieron en tubos de agar inclinado con medio Luria 
y antibiótico si se requería, 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 sólido de Luda, adicionando 25 mM de cloruro 

de calcio, 25mg/ml de timina y glucosa, a una concentración final de 0.2%. 
Medio mínimo MM: un litro de medio contiene 13.6g de fosfato 

monobásico de potasio, 2.6Ig de sulfato de potasio, 0.2g de sulfato de 
magnesio beptaiddratado, 0,01g de cloruro de calcio y 0.05 mg de sulfato 
ferroso heptahidratado, el pi-1 del medio es 7.4 y se ajusta con KOH. 

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



cloruro de amonio 0.5 mM (limitación de amonio), glutamina 6,8 mM y 

asparagina 1.9 mM. 

Medio de LC: medio de Luda más 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/m1), L-valina (50 mg/mI), 

prolina (100 mg/m1), y tiamina (0.2 mg/ml), y con asparagina 1.9 mM para 

MX4000 y MX4003. 

Cuando fue necesario añadir antibiótico 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 sólidos, se adicionaron 15 gramos de agar 

por litro. 
Los aminoácidos fueron esterilizados por filtración. La glucosa y los 

medios de cultivo fueron esterilizados en autoclave 20 minutos, a 15 lb y 

120°C. 

METODOS. 

Preparación de usados P1 virA: 

Para la preparación del Pago en la cepa donadora, se cultivó esta en 
medio Luda hasta alcanzar una fase exponencial (40 unidades Klett). Se 

tomó 0.5 ml de cultivo y se mezcló con 1 x107  ufp/ml (unidades Rimadoras 

de placas) en medio Luda. La mezcla se colocó en 3 ml de LC, se mezcló 

bien y se vació en cajas de Petri con medio sólido LCTG. Se dejó 

incubando toda la noche a 37°C. Luego se agregaron 3 ml de Luda líquido 

y se raspo con una espátula, para después poner la mezcla en tubos. Se 

agregó cloroformo en una proporción 1/20 y se agitó vigorosamente en 

vórtex, después se centrifugó a 5000 rpm, se recuperó el sobrenadante, se 

añadió nuevamente cloroformo y se volvió a centrifugar. Los bacteriófagos 

se guardaron a 4°C. 
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Titulación de PI virA. 

Los lisados se titularon infectando a la cepa AB I 157, la cual se 
cultivó en medio Luna y se recuperó en 0.01 M de sulfato de magnesio y 
0.005 M de cloruro de calcio. Se mezclaron 0.1 ml de la suspensión celular 
con diferentes diluciones de fugo PI, después de 20 minutos de incubación 
a 37°C, sin agitación, se vaciaron sobre cajas de LCTG con altar suave LC. 
Se incubaron toda la noche a 37°C y después se contaron las placas para 
determinar el título. 

Transducción con PI virA. 

Después que se propagó y se tituló el PI en la cepa donadora, se 
cultivó la cepa receptora en medio Luria, hasta alcanzar 40 U.K., se 
centrifugó y se concentró diez veces en medio Luria. Se separó en dos 
tubos cada uno con 0.5 ml de suspensión bacteriana y se añadieron 0.5 ml 
a cada tubo de una solución de cloruro de calcio 0.05M y sulfato (le 
magnesio 0.02M, al tubo de la transdución se le agregó 5 ml de PI vir 
propagado en la cepa donadora adecuada, diluido lx107  ufp/ml. Al control 
se le añadió 0.1 ml de medio Luria. Después de incubarlo 20 minutos a 
37°C sin agitación, se centrifugaron las células y se lavaron con NN dos 
veces. Las células se resuspendieron en 0.1 ml de NN y se !flaquearon en 
cajas Petri con el medio adecuado para la selección. 

Obtención de lisados de MudX y Mudll 734, por inducción con 
temperatura 

Para obtener los lisados de los derivados de /11u, (Miller, 1992) se 
parte de las cepas CHS135 para el Mudx, y de la cepa M8820 para el 
MudI1734, esta ultima cepa requiere ser infectada con un lisado de 
Mucts62, con el fin de que este ultimo complemente las funciones de 
encapsidación y lfsls ausentes en el fago (MudI1734). 

Para la obtención del lisado de MudX, se creció la cepa CSH135 en 

medio Luda a 30°C hasta fase exponencial (aproximadamente 60-70 U.K.). 
Se incubaron por 20 minutos a 42°C, para inactivas al represor 

termosensible, y después se incubó con agitación a 37°C hasta que se 
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observó tisis celular. Posteriormente se le agregó 1/20 volúmenes de 
cloroformo, se agitó vigorosamente, para posteriormente centrifugado 
para eliminar los restos celulares. El lisado debe usarse el mismo día, ya 
que pierde la infectividad rápidamente. 

Una vez que se obtuvo el lisado de MudX, se creció la cepa receptora 
en medio Luda hasta 60 U.K. Se centrifi►gó y se resuspendió en la décima 
parte del volumen de Luda adicionado con MgS040.01 mM y CaC12 0.005 
mM. Posteriormente se tomaron 0.1 ml del lisado, de manera que la 
multiplicidad de infección fuera de 10 (es decir 10 fagos por bacteria) y se 
incubó por 20 minutos a 30°C sin agitación. Posteriormente se diluyó 5 
veces en medio Luda y se cultivó en agitación a 30°C durante 2 horas para 
permitir que los genes de resistencia a cloramfenicol se expresaran (MuclX 
Cm11). Inmediatamente se lavó con medio mínimo dos veces, para después, 
diluí& diez veces con medio mínimo complementado con glucosa-NI-14+, y 
cloramfenicol. 

Este cultivo se dejó incubando a 37°C aproximadamente dos horas, al 
final de las cuales se observó crecimiento. También se incluyó un control 
en el que las células concentradas llevando ya MgSO.►  y CuCl2, se 
mezclaron con 0.1 ml de Luda en vez de suspensión de fagos. Este control 
se trató de manera idéntica a los experimentales. Al final de la incubación 
el control con Cm, estaba completamente transparente, es decir, no había 
crecimiento ya que la cepa silvestre de E. culi es sensible a este antibiótico. 

Para la obtención del lisado de la cepa M8820 (portadora de 
Mud11734), 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 
párrafo anterior. La cepa. M8820 se crece hasta fase exponencial y se 
incubó primero a 42° C y luego a 37°C hasta observar lisis celular, Este 
Usado que es portador de los bacteriófagos Mucts y Mud11734, se utilizó 
para infectar la cepa donadora, siguiendo el procedimiento descrito para la 
infección con MudX, excepto que en lugar de Cm, se añade kanamicina a 
una concentración final de 50 ug/ml. 
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1)eterminación de la actividad enzimática de Glutamino Sintetasa 
(GS). 

La actividad de la enzima se midió mediante el ensayo de g-glutamil 
transferasa (Covarruhias et al, 1980). Este ensayo mide la formacion de g-
gluttunil  

Para la preparación de los extractos se crecieron 10 ml de cultivo en 
medio NN con las fuentes de nitrógeno adecuadas, hasta alcanzar un 
crecimiento de 80 U.K., inmediatamente se añadió 1 ml de D'AB a una 
concentración de 1 mg/ml, se agitó durante tres minutos en las mismas 
condiciones de crecimiento. Posteriormente se enfriaron en hielo y se 
centrifugaron las células en frío, se lavaron una vez con cloruro 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 mantiene en 
hielo hasta que la determinación enzimática se lleva a cabo. 

Mezcla de reacción: Se preparó con 3.5 ml de agua bd., 1.125 ml de 
Imidazol IM pH 7.33, 0.185 ml de NH.,OH 0.8M, 0.0225 ml de MnCli 

0.IM, 0.75 ml de arseniato de sodio 0.25M ptl 7.33, 0.150 ml de ADP 
sódico 20mM pH 7.0, 0.75 ml de CTA13 1 mg/ml y 1.0315 ml de L-
glutamina 0.2M. Se ajustó el p1-1 a 7.33 con K01-1, para después aforar la 
mezcla a 8.25 ml. Se colocaron tres tubos de vidrio por extracto a 37°C. A 
todos los tubos se les agregó 0.4 ml de la mezcla de reacción y luego se 
adicionó 0.1 ml del extracto celular a cada uno de ellos. A los primeros 
tubos de cada condición se les agregó 1 ml de buffer stop mix para parar 
la reacción al tiempo cero, y los segundos y terceros tubos se dejaron 
incubando con el extracto 5 y 10 minutos respectivamente antes de detener 
la reacción. El reactivo para detener la reacción contiene 55g/I de cloruro 
férrico hexahidratado, 20g/I de acido tricloroacético y 21 m1/1 de ácido 
clorhídrico. Se centrifugaron los tubos y se determinó la absorbancia del 
sobrenadante a 540 nm. El factor de conversión utilizado fué 0.532, que es 
la absorbancia de 1 mmol de g-glutamil hidroxiamato. Las actividades 
específicas se reportan como mmoles de g-glutamil hidroxamato 
producidos por minuto y por mg de proteína. 
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Determinación de la actividad endmática de GOGAT (Meers, 
1970). 

Los extractos se prepararon creciendo 10 ml del cultivo en medio 
NN con las fuentes de nitrógeno adecuadas, hasta una densidad óptica de 80 
U.K., después se centrifugaron a 5000 rpm durante 10 minutos. Se tiró el 
sobrenadante y se lavaron las células dos veces con el buffer de extracción 
de Tris-HCI 50mM con b-mercaptoetanol 10mM pH 7.6. Se centrifugaron 
las células y se resuspendieron en 1 ml de buffer de extracción, 
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 colocó en otro tubo para hacer la 
determinación enzimútica 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 reacción: 
Soluciones 	Mezcla completa Control a-ceto 
a-cetoglutarato 5 mM 

Control Gln 

pH 7.0 50m1 50m1 
Glutamina 5 mM 50m1 50m1 
Tris-HCI 50 mM pH 7.6 50m1 50m1 50m1 
NADPH 0-25 mM 125m1 125m1 125m1 
Agua 625m1 625m1 625m1 

La reacción se inició agregando a una celda del espectrofotómet•o, 
0.9 ml de la mezcla de reacción, más 0.1 ml del extracto celular. La 
actividad enzimática se determinó a 340 nm para seguir la conversión de 
NADPH a NADP. El extracto celular se conservó en hielo hasta que se hizo 
la determinación de proteína por el método de Lowry (Lowry, et al, 1951). 
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Determinación de proteína por el método de Lowry (Lowry, et 
al.,1951) 

Se prepararon las siguientes soluciones: 

Solución A para 1 litro: 

NaOH 
Na2CO3  

Solución 13 para 100 ml: 

Tartrato de sodio y potasio 

Solución C para 100 ml: 

CuSO4.5 H2O 

4g 
20g 

2g 

lg 

Solución BSA (albúmina sérica de bovino), 1 mg/ml, es alicuotado y 
se guarda a -20°C. 

Solución mezcla: 

Solución A 98.0 ml 
Solución 13 1.0 ml 
Solución C 1.0 ml 
Total 	100.0 ml 

Solución Folín. Diluir 1/3 en agua. 

a) Blanco: 5 ml de mezcla solución, más 0.5 ml de Folín. 
Referencia: 100 ml de BSA, con 900 ml de agua bidestilada. 
Muestra; 100 ml de extracto, con 900 ml de agua bidestilada. 

b) Se agregaron 5 ml de la solución mezcla, se agitó vigorosamente y 

se dejó reposar 10 minutos. 
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c) Se agregaron 0.5 ml de solución Folio 1:3, se agitó vigorosamente 
y se dejó reposar 30 minutos, se determinó la absorbancia a 625 lun. 

Determinación de la actividad específica de p -gala e tosid a sa 
(Miller, 1992). 

Para cada una de las cepas que se determinó la actividad enzimática. 
se puso un precultivo toda la noche en medio adecuado (medio mínimo con 
glucosa), a 37°C. Del precultivo se diluyo 1:100 en medio fresco y se 
pusieron en agitación a 37°C hasta alcanzar la fase exponencial de 
crecimiento. Se pusieron a incuban• 20 minutos en hielo para detener el 
rápido crecimiento. Se adicionó a cada tubo 0.1 ml de cultivo y 0.9 ml de 
buffer Z (60 inM Na2HPO4.71-120, 40 inM de NaH2P0.a•H2O, 10 mM de 
KCI, 1 mM de MgSOa•7H2O, 50 Oil de b-mercaptoetanol, a 	7.0). 

Para romper las células se adicionaron dos gotas de cloroformo y 
una de SDS al 1%, con una pipeta Pasteur, se agitaron los tubos por 10 
segundos y se dejaron reposar cinco minutos a 28°C. Se agregaron 0.2 ml 
de ONPG (4 mg/m1) a cada tubo, se agitaron vigorosamente, en este 
momento dio comienzo la reacción (el ONPG se preparó en buffer de 
fosfatos 100mM a p1-1 7.0). La reacción se paró a diferentes tiempos, con 
0.5 ml de Na2CO3 1 M. Se leyeron las reacciones a una densidad óptica de 
420 nin. La cantidad de proteína en el extracto fue determinada por el 
método de Lowry. La actividad. se reportó como ng de ONPG hidrolizado 
por minuto por mg de proteína a 28°C. 

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

Para esto se utilizó el kit de USBiocleanTM MP, por ser un método 
rápido y eficiente para extraer• DNA de geles de agarosa, elimina solventes 
orgánicos, concentra el DNA sin precipitación 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 enzimúticas o secuenciación. En este método se 
aprovecha la capacidad del vidrio para adherir el DNA por carga eléctrica 
(Vogelstein y Gillespie, 1979). 
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Primeramente se corrió un gel de agarosa con el DNA a purificar y 
se cortaron las batidas seleccionadas de acuerdo al patrón de peso molecular 
dado por 1 Hinalll, y se colocó en un tubo Eppendorf, se le añadieron 3 
volumenes de yoduro de sodio 6 M y se incubó a 65°C hasta que se disolvió 
completamente la agarosa. Se añadieron 10m1 de glass powder (granos de 
vidrio) y se mezclaron bien en un vortex, después se incubaron en hielo 30 
minutos. Después se centrifugaron a 3000 rpm por 2 minutos en frío y se 
guardó el sobrenadante por si el DNA se hubiera quedado en el. Al tubo 
con la pastilla de vidrio, se le añadieron 500m1 de buffer de lavado frío y 
se agitó bien en vórtex, se centrifugó 2 minutos a 3000 rpm y se eliminó el 
sobrenadante, se lavaó 2 veces más, se. resuspendió en 30 ml (le agua 
bidestilada estéril y se incubó a 42°C por 30 minutos, después se corrió un 
gel de agarosa al 1% con una alicuota de la muestra y cuando no se observó 
la banda se repitió el procedimiento con el primer sobrenadante que se 
guardó. 

Extracción de DNA cromosoma! de bacteria (Ausubel, et al, 
1994). 

A partir de un precultivo de toda la noche se inoculó 0.1 ml en 15 ml 
de medio Luda y se dejó crecer hasta la fase de crecimiento estacionaria, se 
centrifugó por 2 minutos a 5000 rpm y se tiró el sobrenadante, se 
resuspendó el botón 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 adicionó 1 ml de NaCI 5 M y se mezcló bien, 
se adicionaron 800 ml de solución CTAB/NaCI. Se mezclaron bien y se 
incubaron 10 minutos a 65°C. Se adicionó un volumen de 
cloroformo/alcohol isoamílico, se mezcló bien y se centrifugaron a 5000 
rpm de 4 a 5 minutos. Se retiró la fase acuosa y se colocó en un tubo 
limpio, se adicionó un volumen igual de fenol/cloroformo/alcohol 
isoamílico después se mezclaó suavemente y se centrifugaron a 5000 rpm 
por 5 minutos. El sobrenadante fué transferido a un tubo limpio, se 
adicionaron 0.6 volúmenes de isopropanol para precipitar los ácidos 
nucléicos, el DNA se transfirió a un tubo con etanol al 70% para 
enjuagarlo, secarlo y finalmente se resuspenderlo en 1 ml de buffer TE. 
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Purificación de RNA total (A iba, el al., 1981), 

Todo el material utilizado durante la =imputación de RNA se 
horneo (en caso de material de vidrio), y el nuevo se esterilizó en autoclave 
durante 25 minutos (en caso de material de plástico). El manejo durante 
todos los procesos se llevó al cabo con guantes y siempre se evitó el 
contacto directo con las manos. Los frascos de reactivos como etanol, 
cloroformo, fenol, etc. eran nuevos y solamente se introdujeron pipetas 
horneadas. 

Soluciones y reactivos: 
Agua bidestilada, filtrada y esterilizada, puede además añadirse 

dietilpirocarbonato al 0.2%, concentración final, se incubó toda la noche y 
después se esterilizó en autoclave. Con éste disolvente se prepararon las 
soluciones. 

Solución de lisis: 
NaAc 20 mM pH 7.5 
EDTA 1 mM 
SDS 0.5% 
Se esterilizó en autoclave 
Fenol bidestilado saturado con NaAc 20 mM pH 5.5 y EDTA 1 mM 
Acetato de sodio 3 M pH 5.5 ( esterilizado en autoclave) 
Etanol absoluto 
Etanol al 70% 
Proceditiniento: 
Se puso un cultivo de toda la noche de la cepa deseada en medio 

mínimo con sus requerimentos respectivos. 
Se inocularon =traces con 0.1 ml por cada 10 ml de medio y se 

crecieron a una densidad óptica de 80 unidaes kletts. Una vez que se llegó a 
esta densidad se centrifugaron en corex siliconizados de 30 ml a 10000 rpm 
durante un minuto a 4°C. Se resuspendieron en 1/10 de voluMen de 
solución de lisis. Una vez que se resuspendió se calentó a 65°C por un 
minuto. Inmediatamente se agregó un volumen de fenol saturado 
previamente calentado a 65°C. Se agitó en una incubadora a 65°C de 200 a 
300 rpm durante 10 minutos asegurando que se mezclaran las fases. Se 
centrifugaron a 4000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente. Se 
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sumirgieron los tubos unos segundos en balo maría a 65° sin mezclar las 
fases, se tomó la fase acuosa y se repitió dos veces más la extracción. Se 
precipitaron con 1/10 volumenes de acetato de sodio 3 M 	5.5 más 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 frío por 15 minutos, 
se lavaron con etanol al 70%, se secó la pastilla ligeramente y se 
resuspendió en 50 ml de agua. Se leyeron en el espectrofotómetro S ó 10 
ml de la muestra en I ml de agua a 260, 280 y 310 nm. El valor de la 
relación 260/280 fue de 2.0 y el de 310<0.01. El valor de I.0 a una D.0 de 
260 nm equivale a 40 mg/m1 de RNA. 

Hibridización DNA•RNA (Noriltern biot) (Tho►nas, 1980). 

Soluciones: 
MENP 10X (1 lt) 
MOPS 	41.8 gr. 
NaAc 	6.8 gr 
EDTA 	3.7 gr 
Mezcla de muestra (610 ml): 
Formamida desionizada 
Formaldehido 37% 
MENP 10X 
H2O 

Ajustar pH a 7.0 

400 ml 
36 ml 
90 ml 
84 ml 

Fosfato de sodio y potasio 1M phi 6.9 
Solución 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 
SSC 20X • 
NaC13M 
Citrato de sodio 0.3M 
Denhart 50X: 
Ficoll 	 1% 



Polivinilpirrolidona 	1% 

BSA 	 1% 

Solución de prehibridación: 

Formamida 	 5.0 ml 

20X SSC 	 2.5 ml 

Fosfato de Na y K 01 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/m1). 	0.25 ml 

Sonda marcada 	 0.125 ml 

EDTA 0.5M 	 0.05 ml 

H2O 	 0.05 ml 

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

minutos a 100°C, se puso en hielo y se añadió la solución de hibridación. 

Preparación de la sonda de DNA. A partir de un producto de PCR 

del gen and?, se corrió un gel y se cortó una banda de 3 kb que 

corresponde a este gen y se purificó por el método de purificación de 

fragmentos a partir de geles de agarosa (glass powder) descrito en esta 

misma sección. 300 ng de fragmento fueron marcados por el método de 

Nick Translation del kit de BRL con dCTP alfa32P. 

Gel desnaturalizante. (Tsang el al, 1993): 

Lu agarosa se prepara poniendo por cada 100 ml finales de agarosa: 

10 ml MENP 10X 

1.5 gr de agarosa (gel al 1.5%) 

aforar a 94,6 ml con agua 

Se esterilizó en autoclave durante 15 minutos. Cuando se ha enfriado 

hasta 65°C se añaden 5.35 ml de formaldehido para una concentración final 

de 0.66M. 
Tanto el peine como el molde para el gel y la cámara 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 IX, y se utilizó una bomba peristálica 

para recircular el buffer durante toda la corrida, misma que se llevó al 

acabo en el cuarto frío. 
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Preparación de muestras: 
Se Tomaron 7.5 ml de RNA (20 ml), se agregaron 22.5 ml de 

mazcla de muestra recién hecha y se mezcló. Se calentó a 65°C dos minutos 
y después se pusieron en hielo 5 minutos. Se añadieron 3 ml de solución de 
bromofenol, se mezcló y se cargó en el gel. El gel se corrió toda la noche 
en el cuarto frío a 20 V. 

Transferencia: 
El gel se pasó a una camara de transferencia que consiste de SSC 

20X. 
Se transfirió durante 20 horas. Después, la misma nitrocelulosa se 

dejó secar entre dos filtros whatman, y luego se hornearon a 80°C durante 
2.5 horas en un horno con vacío. 

Hibridación: 
Se enjuagó el filtro con SSC 4X durante 5 minutos y se dejó escurrir, 

depués se puyó en una bolsa para hibridación y se añadió solución de 
prehibridación, se selló la bolsa y se prehibridó a 42°C durante toda la 
noche. Se abrió en una esquina para sacar la solución de prehibridación y 
se llenó con solución de hibridación con la sonda radioactiva, se dejo 
hibridar toda la noche, se deshechó la solución y se lavó el filtro. 

Lavado del filtro: 
El filtro se lavó tres veces durante 5 minutos a temperatura ambiente 

en SSC 2X y SDS 0.1%. Después se lavó dos veces durante 10 minutos en 
SSC 0.1X y SDS 0.1% a 42°C, por último se enjuagó el filtro en 0.1X de 
SSC dos veces durante 15 minutos, se secó en un filtro watman y se expuso 
con un film de rayos X. 

Hibridización DNA-DNA (Southern biot). 

La hibridación DNA-DNA, se realizó segun Southern (1975). 
Primeramente se corre un gel de agarosa al 1% con las muestras de DNA 
cromosoma] digerido con enzimas de restricción. Se tiñó el gel con 
bromuro de etidio y se tomó una fotografía del gel para posteriormente 
poder calcular los pesos moleculares de las bandas en base a los marcadores 
de peso molecular dados por Illim1111. 
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a) Desnaturalización del gel: 
Se colocó el gel en 5 volumenes de una solución 0.25 M de HCl con 

agitación suave. 
En seguida se colocó el gel en 5 volúmenes de una solución 1.5 M de 

NaCI, 0.5 M de NaOH por 20 minutos con agitación suave a temperatura 
ambiente, se repitió una vez más. 

Neutralización del gel: 
Se colocó el gel en una solución I M de Tris, 1.5 M de NaCI pH 7.5 

por 20 minutos a temperatura ambiente con agitación suave, se repitió la 
operación. 

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

b) Transferencia del DNA: 
Se colocó el gel en una cámara de transferencia con solución SSC 

20X, en seguida se colocó sobre el gel un filtro de nylon del mismo 
tamaño, se montó la torre de transferencia con filtro Maman y papel 
absorbente y se dejó transfiriendo toda la noche. Posteriormente se secó el 
filtro en un horno a 80°C por una hora. 

e) Prehibridizmión de la membrana: 
Soluciones: Formamida 100% (para una concentración final de 50%) 

SSPE 20X (NaCI 3 M, NaH2P0,1.H20, NA2EDT A 
0.002M, pH 7.4). (para una concentración final de 6X) 

Denhardt 50X ( concentración final de 5X). 
SDS 10% (concentración final de 1%). 
DNA de timo de ternera 10 mg/ml 

Se colocó el filtro en una bolsa de hibridización y se hizó una 
solución de prehibridización mezclando las soluciones anteriores según el 
área de la membrana. Se utilizaron 20 ml de DNA de timo por cada ml de 
solución de prehibridización; éste se hiervió previamente por 10 minutos y 
se colocó en hielo, se adicionó la solución de prehibridización a la bolsa 
con el filtro y se deja toda la noche a 42°C. 

d) Hibridización de la membrana: 
Se utilizaron las mismas soluciones que en la prehibridización pero 

además se le adicionó la sonda marcada con el kit de BioNickTM 
previamente hervida por 10 minutos y se dejó hibridando toda la noche a 
42°C. 
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e) Lavado del filtro: 
Para una alta astringencia se lavó 2 veces en una solución SSC 5X, 

SDS 5% durante 5 minutos, despues se lavó con una solución SSC 0.1X, 
SDS 1%, durante 30 minutos, finalmente se lavó una vez con una solución 
SSC 2X durante 5 minutos. 

f) Unión del conjugado estreptoavidina-fosfatasa alcalina (SA-AP): 
Se lavó el filtro durante 5 minutos en TBS-Tween 20 (Tris base 100 

mM, NaCI 150 mM, Tween 20 0.05% (v/v), pFf 7.5) durante un minuto. Se 
colocó la membrana en un contenedor limpio y se agregó solución 
bloqueadora a 65°C y se incubó una hora a 65°C con agitación suave, se. 
centrifugó el tubo del conjugado SA-AP durante 30 minutos en frío, luego 
se toma() la cantidad necesaria y se diluyó 1/1000 en TBS-Tween. Se quitó 
la membrana de la solución de bloqueo, pura posteriomente colocarla en un 
contenedor con el conjugado y ponerlos en agitación Mine a temperatura 
ambiente durante 10 minutos, asegurándose que la solución cubriera 
completamente la membrana. La membrana se lavó 15 minutos en TBS-
Tween, y se repitió el mismo lavado en solución fresca durante una hora. 
Se lava() la membrana durante una hora en solución de lavado final (final 
wash buffer), luego se colocó la membrana en una mica y se adicionaron 
500m1 del reactivo de detección, se colocaron en un folder para evitar el 
paso de la luz pára finalmente ponerlo a incubar 30 minutos a 37°C. Se 
expuso una placa de rayos X por el tiempo conveniente y se reveló. 

Obtención de la sonda del operon g11110F: 

Se obtuvo a partir del plásmido pRSP21(Castab et al, 1988) el cual 
contiene al operon gltBDF. El plásmido fué digerirido con la enzima Pilad 
111, la cual genero 6 fragmentos, entre los cuales encontramos los del 
operón gltBDF. Posteriormente se marcó la sonda por el método de 
BioNick. 

Obtención de la sonda de asnB: 
La sonda se obtuvó por el metodo de PCR. La amplificación del gen 

asnB cromosoma!, se llevó al cabo utilizando un par de oligonucicótidos 
específicos que se diseñaron en base a la secuencia reportada por Scofield y 
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colaboradores (1990). Los oligonuelcótidos diseñados fueron: I C 
5'ggcgcgttgtgcaggg3' y 2C 3'ccaactgcgacgttccgag5'. 

Utilizando la Taq polimerasa (Gibco), DNA de la cepa silvestre y los 
oligos se preparó la mezcla de "reacción en cadena de la polimerasa", y se 
colocaron en una maquina de PCR bajo las siguientes condiciones: 

Programa 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, con un total de 3 
ciclos. 

Marcaje de la sonda de DNA: 

Las sondas utilizadas (glinDF y asn11), se purificaron por el 
procedimiento de glass powder. Después se marcaron con el kit de BioNick 
equivalente al de Nick Traslation pero no radiactivo. En este metodo se 
utiliza un complejo de biotina-14-dATP el cual es incorporado al DNA. 
Una vez llevada al cabo la hibridización, este es revelado por el 
procedimiento de unión del conjugado SA-AP (avidina-fosfatasa alcalina). 
Poner en tubo Eppendorf 5ml de dNTP Mix, 21m1 de DNA, 19m1 de agua 
y 5m1 de Enzima Mix.' Mezclar bien y poner a incubar 1 hora a 16°C. 
Adicionar 5 ml de Stop Buffer. Añadir 1 ml de tRNA de levadura. 
Precipitar con etanol, acetato de sodio 2 veces y finalmente resuspender la 
sonda en 50 ml de buffer TE. Almacenar a -20°C. 
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RESULTADOS 

Para cumplir cor►  los objetivos planteados, se decidió aislar una 
fusión transcripcional del gen asnli con el gen lacZ utilizando a los 
bacteriófagos MudxX y Mu11734. 

Para la obtención de esta mutante, el primer punto a 
considerar era el diseñar una estrategia que permitiera seleccionar 
las mutaciones que aparecieran (ocurriesen) en asn/3. Para ello, fue 
remplazado, en la cepa JF448 (Felton et al, 1980), el alelo asn832 
por el alelo silvestre proveniente de la cepa MX614. 

Se propagó el bacteriofago PI virA en una cepa protótrofa de 
asparagina portadora de un TnlO en el minuto 15.75, para después 
cruzarlos por la cepa Felton (JF448), la cual es auxótrofa de 
asparagina y es portadora de las mutaciones asnA31, y asn/332, de 
esta cruza se seleccionaron transductantes TcR, de las cuales un 40% 
resultaron protótrofas de asparagina, lo cual nos indica, que el alelo 
asnI132 ha sido reemplazado por el gen silvestre ama., . Una 
transductante, denominada JF448-P (asnA3 I asn134-  TcR) fue 
purificada y utilizada en los subsiguientes pasos de mutagénesis. 

Mutagenesis con el bacteriofago MudX 

A partir de lisados de la cepa CHS135 se infectó a la cepa 
JF448-P con el fugo MudxX, el cual además de inactivar el gen en el 
cual transpone, crea una fusión transcripcional entre el gen en 
cuestión y lacZ. 

Después de infectar a la cepa JF448-P, tal y como se describe 
en material y metodos, se seleccionaron las colonias auxótrofas de 
aspargina, CmR, Lac-F,Ata-; una cepa con estas características fue 
utilizada como donadora de Pl virA. Este lisado se utilizó para 
translucir el transposon MudX presente en la cepa JF448-P, a la cepa 
MX614. Una de las transductantes con fenotipo CmR Aut-  Lac+ fue 
purificada y se le denominó MX4000. 

El fenotipo No.-  de la cepa MX4000, se observó al crecer a la 
cepa silvestre (MX614), y a la mutante (MX4000) en NH4+ 15 mM y 
en arginina como fuente de nitrógeno donde ambas cepas crecen bien 
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FIGURA 4. CURVA DE CRECIMIENTO DE LAS CEPAS MX614 Y 
MX4000 
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en amonio 15 mil, y en arginina crece solamente la cepa silvestre 
(figura 4). 

Por tanto, la capacidad de utilizar arginina al 1% como fuente 
de nitrógeno es un reflejo de la capacidad de la célula para inducir la 
respuesta Ntr durante el crecimiento en fuentes limitantes de 
nitrógeno. 

Mutagénesis con el bacteriofago MudI1734 

La cepa JF448-P fue utilizada para ser infectada con un lisado 
del bacteriófago Madi/ 734, tal y como se describe en la sección de 
material y metodos. El total de la población, fue seleccionada en 
LKan,Tc, lo que garantizó la presencia de al menos un falto por 
célula. El bacteriofago PI fue propagado en una mezcla de varios 
auxotrofos de aspargina (pool) obtenidos de la población celular TcR 
KanR. Ambos marcadores de resistencia fueron transducidos a fondo 
genético silvestre (cepa MX614). Una de las transductantes KanR TeR 
fue purificada y denominada MX4003. 

Determinación de la actividad de f3-galactosidasa en la cepa 
MX4000. 

La cepa MX4000 fue crecida en medio mínimo con glucosa como 
fuente de carbono y como fuente de nitrógeno se utilizó glutamina 
6.8 mM, aspargina 1.9 mM, amonio 0.5 y 15 mM . La actividad de 
P-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 pequeña 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 más' elevados de la actividad específica de 13-
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 observadas. Cuando las células se 
crecieron en asparagina como fuente de nitrógeno se observa 
actividad transcripcional, lo cual resultó inesperado, ya que se sabe 
que la asparagina reprime a este gen. Sin embargo, es posible que se 
requiera del gen silvestre para observar represión total, tal y como 
ha sido reportado para gltBDF cuando E. coli es crecida en 
glutamato como fuente de nitrogeno (Castaño et al., 1992) 

Amplificación y secuenciación parcial del gen asid). 

Dado que para llevar al cabo los experimentos de hibridización 
tipo Southern, se requiere de una sonda específica del gen deseado. 
Decidimos obtenerla mediante amplificación del gen asta 

Para ello se diseñaron dos oligonucleótidos específicos en base 
a la secuencia reportada (Scofield, et al., 1990). Los oligos fueron 
los siguientes: oligo 1C 51ggcgcgttgtgtgcaggg31; oligo 2C 
3'ccaactgcgaegttccgag5'. 

Cl producto amplificado fue de aproximadamente 3 kb (figura 
5), lo cual fue consistente con el tamaño esperado. Sin embargo, para 
tener la certeza de que este producto de amplificación representaba al 
gen asna, este producto fue purificado y secuenciado parcialmente. 
Se identificó una región correspondiente a las bases 2751 a 3051 de 
la secuencia reportada y en base a esta región se comprobó que se 
trataba de la sonda correcta 

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

Una vez que se obtuvo la sonda específica del gen asa] se 
procedió a realizar hibridaciones tipo Northern para determinar la 
actividad transcricional del gen asnB para la cepa silvestre' en 
diferentes codiciones de nitrógeno. 

Para ello, se aisló RNA total, a partir de cultivos de la cepa 
MX614 crecida en medio mínimo con glucosa y diferentes fuentes de 
nitrógeno. (tal y como se describe en la sección de material y 
métodos) 
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Tabla I. Actividad especifica de P-galactosidasa en la cepa MX4000 

Cepa 15mM NH4+ 0.5mM NH4+ 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 u►zunáticas están expresadas cuino nanomoles de ON 'O hidrolizado por 

minuto por miligramo de proteína. 



3000 b —►  
4r— 4360 b 

-4-2320 b 

Figura 5. Productos de amplificación por PCR del gen asna de la cepa mutante 
JF448 en el carril 1 y de la cepa silvestre MX614 en el carril 2 y en el carril 3, X 
cortado con Hind III como marcador de peso molecular. 
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1 2 3 4 

............ 

Figura 6. Análisis tipo Northern (hibridación DNA-RNA) a partir de FINA total 
de la cepa silvestre MX614 crecida en diferentes condiciones nitrogenadas, 
la sonda específica utilizada fue el producto de PCR del gen asna. En el carril 
1 la cepa MX614 se creció en glutamato como fuente de nitrógeno, en el 
carril 2 asparagina, en el 3 NH4 0.5 mM yen el carril 4 NH4 15 mM. 
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El RNA así aislado, fue sometido a electroforésis en un gel de 
agarosa con formaldehido y posteriormente transferido a una 
membrana de nitrocelulosa. Esta membrana fue hibridada con la 
sonda del gen asn13 (marcada radioactivamente). 

En la figura 6, se muestran los resultados de esta hibridación. 
El primer carril nos muestra la cantidad de transcrito para la 
condicion de amonio 15 mM, y como se puede apreciar, es en esta 
condición donde más transcrito se observa. En las condiciones 
correspondientes a amonio 0.5 mM y 01(1111110 12 mM, carriles 2 y 
3 respectivamente, es evidente una menor cantidad de mensajero en 
ambos carriles con respecto a la condición 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 nitrógeno, el transcrito de 
asnB es indetectable, tal y como se esperaba (este punto será 
discutido con mayor detalle en la proxima sección). 

Actividades específicas de GS en diferentes condiciones de 
nitrógeno en las cepas MX4000 y MX614. 

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

En la tabla 11 , se observa que las actividades de OS para la cepa 
MX4000 en condiciones de limitación y exceso de nitrógeno (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 
nitrógeno, son cuatro veces menores a las determindas en la cepa 
silvestre, esto indica la incapacidad de la cepa mutante para 
desreprimir la transcripción de la glutamino sintetasa cuando las 
células se crecen en glutamina como fuente de nitrógeno. Cuando las 
células se crecieron en asparagina como fuente de nitrógeno se 
observa que disminuye a la mitad la actividad específica de la cepa 
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Tabla II. Actividad específica de la enzima GS en las cepas MX61.4 y 
MX4000. 

Cepa 15mM N114+ 0.5mM N114+ 6.8 mMGln 1.9 mM Asn 
MX614 0.1593 1.3067 1.2920 1.3032 

MX4000 0.1356 1.0879 _ 	0.3278 0,7467 
Las activ dados enzimaticas están expresadas como nanomoles de y- 

glutamilhidroxiamato formado por minuto, por miligramo de proteína a 37'C. 



mutante en relación con la cepa silvestre. , esto posiblemente se debe 
a que la asparagina una vez que entra a la célula es convertida muy 
rápidamente a aspartato por ser una fuente preferencial de nitrógeno 
en comparación con la asparagina (Willis, 1973), así la hidrólisis de 
la aspargina en aspártico y amonio, puede provocar un aumento 
abrupto en la concentración intacelular de amonio, provocando la 
represión parcial de la GS. Posiblemente si se mide la actividad de 
GS en condiciones limitantes de aspargina, esta represión quizá 
tienda a disminuir. 

Actividad específica de GOGAT en diferentes condiciones 
de nitrógeno para las cepas MX614 y MX4000. 

En la tabla III, se puede observar que las actividades detectadas 
en alto amonio, bajo amonio y glutamina para la cepa mutante 
(MX4000), son prácticamente nulos en relación con la cepa silvestre 
(MX614), lo cual indica que la mutación que porta la cepa MX4000 
está afectando a una de las enzimas más importantes del metabolismo 
nitrogenado: la GOGAT. En relación a las actividades determinadas 
cuando las células se crecieron en asparagina como fuente de 
nitrógeno, son muy bajas y muy parecidas en ambas cepas, en la cepa 
silvestre es debido a que posiblemente la asparagina está 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. 

Hibridación tipo Southern de las cepas MX614, MX4000 y 
MX4003, con la sonda específica de GOGAT. 

Dado el fenotipo tan dramático que presentó la cepa MX4000, 
en la síntesis de GOGAT, decidimos llevar a cabo experimentos tipo 
Southern blott, con el objeto de localizar de manera más directa la 
presencia del transposon en el genoma de Escherichia culi y lo más 
adecuado fué pensar que el transposon se encontraba en algún lugar 
del operon gliEDF y se hizo la hibridación con la sonda específica de 
GOGAT, la cual se obtuvo a partir del plásmido pRSP2I. 
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En la figura 7 puede observarse el patrón de hibridación 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 patrón diferente 
lo cual lleva a concluir que el transposon Mudx está en gltB , 
entonces, los resultados antes presentados para GS y GOGAT son 
comparables con los reportados por Castaño et al (1988), para 
mutantes gla El hecho de que en la cepa MX4000 el transposon se 
encuentre en gltB, puede deberse a que en el momento de transducir 
el caracter CmR a fondo genético silvestre, el bacteriófago 
transpusiera en otra región del cromosoma de la cepa MX6I4, y 
dada la selección Aut -, que se llevó al cabo, llevara a seleccionar un 
nuevo evento de transposición y no un simple evento de 
recombinación (transducción). 

Hibridación tipo southern de las cepas MX614, MX4000 y 
la MX4003, con la sonda específica de asna. 

En la figura 8, se observa que la cepa mutante MX4000 
presenta el mismo patrón que la cepa silvestre (MX614) lo cual nos 
indica que la cepa mutante MX4000 no tiene el trasposón en el gen 
asan, sin embargo, la cepa MX4003 presenta un patrón diferente al 
observado en la cepa silvestre, se observa que la banda de 
aproximadamente 3 kb aumentó su tamaño, lo que sugiere que el 
MudI1734 se encuentra en el gen asta Estos resultados aunados a 
los de la figura 7 de las hibridaciones DNA-DNA, con la sonda 
específica de GOGAT demuestran que la fusión transcripcional del 
gen asno se encuentra en la cepa MX4003 y no en la cepa MX4000. 

Determinación de la actividad transcripcional del gen ami; 
en función de la actividad específica de P-galactosidasa 

Una vez que se determinó que la cepa MX4003 tiene una 
fusión transcripcional del gen asna con LacZ se procedió a medir la 
actividad transcripcional del gen asnB en función de la actividad 
específica deP-galactosidasa. 
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En la tabla IV, se observa que la actividad específica de 13—
galactosidasa es 2 veces mas alta cuando se crecieron en 15mM de 
N1-14+, que cuando se crecieron en 0.5mM NI-14+, la mayor actividad 
fué detectada cuando las células se crecieron en glutamina 8.6mM 
como fuente de nitrógeno, cuando las células se crecieron en 
asparagina como fuente de nitrógeno los valores de actividad 
enzimática obtenidos fueron muy parecidos a los detectados cuando 
se crecieron a las células en condición de limitación de amonio 
(0.5mM), este ultimo valor es un poco contradictorio al obtenido en 
el Northern de la figura 6, donde se observa que hay una represión 
total por asparagina, este valor obtenido para [3-galactosidasa en 
asparagina posiblemente se debe a la ausencia del gen silvestre como 
tal 
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Figura 7. Hibridación tipo southern (DNA-DNA) con DNA total digerido de la cepa 
silvestre MX614 y de la cepas mutantes MX4000 y MX4003, se usó como sonda 
específica el operón gltBDF. 
Carril 1. DNA total de la cepa silvestre MX614 digerido con las enzimas Eco RI-14111 
Carril 2. DNA total de la cepa mutante MX4000 digerido con las enzimas Eco RI-Bgl ll 
Carril 3. DNA total de la cepa mutante MX4003 digerido con las enzimas Eco RI- Bgl II 
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Tabla III, Muestra las actividades específicas de GOGAT para la cepa 
silvestre (MX614), y para la cepa mutante (MX4000). 

Cepa 15mM N1l4+ O.SmM NI-14+ 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 	noticas están expresadas en nanomoles de NADI'll oxidado 
por minuto por miligramo de proteína a 2PC. 



1 2 3 4 

6054 b -4►  

2500 b -►  

41— 1584 b 
4— 1000 b 
4-794 b 

4-350 b 

Figura 8. Hibridación tipo Southern (DNA-DNA) con DNA total digerido de la 
cepa silvestre MX614 y de la cepa mutante MX4003, se usó como sonda 
específica la amplificación por PCR del gen asnB 

Carril 1. DNA de la cepa MX614 digerido con Bg/ H. 

Carril 2. DNA de la cepa MX4003 digerido con Bgl II 

Carril 3. DNA de la cepa MX614 digerido con Hin!! 
Carril 4. DNA de la cepa MX4003 digerido con Hinf I 
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Tabla IV. Muestra la actividad de [3-galactosidasa de la cepa MX4003 en 

diferentes condiciones de nitrógeno. 

cepa 15mM NH4+ 0.5tuM NH4+ 8.6mM Gln 19mM Asn 

MX614 0.0 0.0 0,0 0,0 

MX4003 7.638 3.083 9.208 2.557 
Las actividades enzimáticas están expresadas conu. nanomotes de ON 1)G oxidado por 

minuto por miligramo de proteína, 



l)iscusion 

Para cumplir los objetivos planteados, el primer paso fue aislar y 
caracterizar una cepa mutante en el gen asna. Para ello se aislaron cepas 
auxótrofas de asparagina en un fondo genético asnA-  , y posteriormente se 
siguieron dos diferentes estrategias para segregar la mutación. 

La primera, consistió en extrapolar los resultados previamente 
reportados para K. aerogenes, y suponer que las cepas asn8-  en Escherichia 
culi, también tendrían fenotipo Ntr. 

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

Con la primera, fue aislada la cepa M X4000, la cual mostraba el 
fenotipo esperado para una mutación en aso/3. Sin embargo, en base a su 
caracterización fisiológica, se dedujo que la insercion podia encontrarse en 
gltB. Posteriores pruebas moleculares confirmaron esta suposición. 

De hecho, los valores obtenidos para la actividad de GOGAT en la 
cepa MX4000 fueron bastante sorprendentes, ya que fueron. valores entre 20 
y 30 veces menores en relación a los obtenidos para la cepa silvestre 
(MX61.4). Estos resultados, aunados al fenotipo Ntr , claramente 
sustentaron la hipótesis de que la mutación en la cepa MX4000 afecta gltB. 

Otra característica que apoyaba esta hipótesis fue, que cuando se 
determinaron las actividades específicas de GS en la cepa silvestre y en la 
cepa MX4000, esta última presentó valores 4 veces por abajo de los 
obtenidos para MX614, cuando se utilizó glutamina como fuente de 
nitrógeno. Por lo tanto, la cepa mutante es incapaz de desreprimir a la 
glutamino sintetasa cuando las células son crecidaas en glutamina. Este 
fenotipo se conoce como Gsd-, y fue descrito por primera vez por Castaño et 
01 (1988) para cepas g/B-. 

Con estos datos fisiológicos, era evidente que la cepa MX4000 
mostraba las mismas características que la cepa gltB-  previamente reportada 
(Castaño et.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 la cepa MX4000 se evaluó si los niveles de actividad de 
GOGAT reportados en las diferentes condiciones de nitrógeno, reflejan 
cambios en la tasa de transcripción o simplemente obedecen a la modulación 
de la actividad enzimútica. 



Para determinar el nivel de transcripción del gen 	se evaluó la 
actividad de 13-galactosidasa, utilizando diferentes fuentes de nitrógeno en el 
medio de cultivo. 

Como fue mostrado en la sección de resultados, en glutamina o 
amonio 15 mM se observa la mayor actividad transcripcional, esto es, de 2.5 
a 4 veces en relación a la actividad observada en NH4  0.5 mM (ver tabla 1). 

Estas diferencias correlacionan con el nivel de actividad específica 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 disminución de la 
GOGAT observada en condiciones de limitación de nitrógeno, refleja una 
reducción en la transcripción del gen gla 

El control transcripcional ejercido sobre el promotor /MB también se 
observa cuando se analizan las actividades de 13-galactosidasa y GOGAT, 
obtenidas con asparagina como fuente de nitrógeno. 

A pesar de que la actividad observada en aparagina puede tener una 
explicación particular, como lo es el hecho de que su degradación da lugar a 
ácido aspártico, precursor rápido y directo de glutamato, siendo este último 
represor específico de gltB. 

También, podemos considerar una explicación alternativa, ésta 
implica que los niveles transcripcionales de gltBDF son bajos en fuentes 
limitantes de nitrógeno, como amonio 0.5 mM y asparagina. y los valores de 
P-galactosidasa detectados en estas condiciones de limitación de nitrógeno, 
reflejan el nivel basal de transcripción del operón gltBDF. 

Para considerar que durante deficiencia de nitrógeno se obtienen 
niveles banales de trascripción, es necesario postular que durante el 
crecimiento en condiciones no limitantes, debe existir un activador, que 
permita elevar la tasa de transcripción en estas condiciones. 

Este papel, puede ser cumplido por la proteína Lrp (producto del gen 
Irp), la cual se ha reportado como un regulador del operón gltBDF. 

La proteína Lrp fue inicialmente reportada como el regulador global 
de la respuesta a leucina. En esta respuesta, se observó que al adicionar 
leucina al medio de cultivo, existen proteínas que aumentan y otras que 
disminuyen en extractos totales analizados por electroforesis bidimensional. 
Entre ellas, se identificó el producto del gen gltD (Ernsting, 1992). 
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Posteriormente. se identificaron en la región regulatoria del operón 
g11131917  un sitio de unión a Lrp, el cual une Lrp con alta afinidad. y 
aparentemente, la unión de Ltp a este sitio, activa la transcripcion de gltilDF 
(Brian el al, 1993). Esta última aseveración se basa en el hecho de que 
mutantes /y-  tienen niveles muy bajos de transcripción de g/tBDF, pero aún 
no se han hecho ensayos "in vitro" con el promotor g/tBDP, RNApolimerasa 
y Lrp para confirmar la observación genética. 

Fue reportado, que la concentración de Lrp disminuye en medios de 
cultivo "ricos" como Luda o "medio mínimo enriquecido". 
Desgraciadamente, los autores no hacen una clara descripción del medio 
mínimo "enriquecido", sin embargo mencionan que es rico en aminoácidos 
(Ernsting, et al 1993). 

Con esta información se puede hipotetizar que la activación de gttB en 
fuentes de nitrógeno no limitantes, podría estar mediada por Lrp. De este 
modo, aquellas fuentes limitantes de nitrógeno como amonio bajo, o 
aminoácidos cuya lenta degradación simula condiciones de limitantes de 
nitrógeno, pueden provocar por algún mecanismo, la disminución de los 
niveles intracelulares (le Lrp y con ello disminuir la transcripción del operón 
gltBDF. 

El modelo enunciado en el párrafo anterior predice que en condiciones 
limitantes de nitrógeno, Lrp estaría baja y por lo tanto, también el nivel de 
transcripción del operón glinDF. Sin embargo, nosotros observamos que en 
glutamina los valores de P-galactosidasa se encuentran elevados. 

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

Por lo tanto, es necesario considerar que si Lrp fuera el único 
regulador de GOGAT, sería necesario que bajo ciertas condiciones de 
limitación de nitrógeno (como glutamina) la poza de Lrp no disminuyera. o 
alternativamente, considerar la existencia de mecanismos de control Lrp-
independientes, que ejercen su efecto sobre la síntesis de GOGAT en estas 
condiciones. 

Estos modelos propuestos, o algún otro alternativo, sólo podran ser 
evaluados llevando al cabo estudios sobre la biosíntesis de Lrp que tengan 
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corno objetivo elucidar el papel que ejerce 1..rp sobre la transcripción de gl►ll, 
en diferentes condiciones de cultivo. 

Para finalizar la discusión de la ululación g/t/3::AludX, se hará 
referencia a los resultados de GS observados para la cepa MX,1000, como ya 
ha sido reportado, existen resultados que sugieren un estrecho vínculo entre 
la regulación de GOGAT y el sistema Ni,', en el cual el operón 
ocupa un lugar destacado. 

Entre estos resultados se demuestra, la incapacidad observada de las 
células glül-  para crecer en fuentes limitantes de nitrógeno (N/r- ) (Tyler, 
1978), Este resultado en si mismo sugiere que el nivel de NRi-P debe ser 
menor al de la cepa silvestre. Esta sugerencia se reforzó cuando se encontró 
que mutaciones en gin del tipo constitutivo (glnLC) suprimen el fenotipo 
Ntr-  de las mutantes OH (Palle! et (11,1978; Magasanik, 1982). 

Adicionalmente, ya ha sido mencionado que las cepaas gltll -  son 
incapaces de elevar el nivel de GS cuando son crecidas en glutamina como 
fuente de nitrógeno. Aunque la causa del fenotipo Gsd-  es desconocida, se 
sabe que niveles silvestres de GOGAT no restablecen la inducción de los 
sistemas Ntr (Castaño et al, 1988). 

Sin embargo, análisis de complementación indicaron que los genes 
gltD y gltF parecen ser importantes para la completa inducción de la síntesis 
de bistidasa (bajo control de Ntr) (Castaño el al, 1992). El hecho de que se 
requiera la presencia de gltD para observar fenotipo Ntr* complicó el posible 
modelo de regulación que explique a nivel molecular como los niveles de 
gltD y gltF alteran el sistema Ntr. 

En este caso, la cepa MX4000 mostró el fenotipo Gsd-  esperado, sin 
embargo, se observan valores relativamente bajos de GS durante el 
crecimiento en asparagina como fuente de nitrógeno. Dado lo consistente de 
este resultado, podríamos considerar que el fenotipo Gsd y esta disminución 
observada en asparagina, tienen en común la presencia del nitrógeno amido 
de estos compuestos, quizá el metabolismo de estos grupos amido, de alguna 
manera favorece la disminución de la GS observada en estas condiCiones, 
alternativamente, los productos de degradación (por amidasas, que darían 
lugar a glutamato y agpartato respectivamente, los cuales son rápidamente 
interconvertibles) de algún modo modularán esta incapacidad para inducir 
GS. 

A pesar de que se requieren todavía una gran cantidad de estudios que 



permitan conocer los controles a los cuales la expresión de k/t/iDE se 
encuentra sujeta, nuestros resultados aportan información con respecto al 
nivel de transcripción de ,'It13DF en diferentes condiciones de cultivo y 
demuestran que existe una modulación de la transcripción del operón en las 
diferentes condiciones estudiadas. 

En la segunda parte de este trabajo finalmente se logró aislar una 
mutante asna::/aci La presencia de la inserción (111 	1734) fue 
confirmada por hibridización DNA-DNA, usando como sonda específica al 
gen asna, en esta hibridación se observa claramente que la cepa mutante 
MX4003 tiene un patrón diferente al de la silvestre, donde una de las bandas 
de la mutante aumenta su tamaño de 2.7 kb a aproximadamente 6 kb, esto 
confirma que la mutación se encuentra en asta 

A diferencia de los resultados reportados para las mutantes asnn en K. 
aerogenes, la cepa MX4003 es capaz de crecer en arginina como única 
fuente de nitrógeno y por lo tanto, no presenta fenotipo Ntr. 

Esta discrepancia no es totalmente sorprendente, pues en K. aerogenes 
se han reportado diversas vías metabólicas sujetas a control Ntr sin embargo, 
este control no ha sido observado ni en S. whinairitan o ni en E. mil. 

Dado que la cepa MX4003 fue aislada posteriormente a la cepa 
MX4000, su caracterización es aún incipiente. Por ello, es aun necesario 
determinar el nivel de actividad de las principales enzimas del metabolismo 
nitrogenado, para concluir si las mutaciones en asna alteran la regulación 

del mismo en E. col!. 
Posteriormente, se procedió a determinar la actividad transcripcional 

de este gen en función de la actividad específica de P-galactosidasa en 
diferentes condiciones de nitrógeno, para de esta manera obtener 
información de la regulación de este gen en los diferentes tipos de fuentes 
nitrogenadas. 

Los valores obtenidos de P-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 más altos se obtuvieron cuando las células se crecieron 
en glutamina como fuente de nitrógeno. Estos valores concuerdan con los 
obtenidos en la hibridización DNA-RNA, usando como sonda específica el 

gen asna, donde se observa una mayor cantidad de transcrito cuando las 
células se crecieron en amonio 15 mM como fuente de nitrógeno, en relación 
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a cuando las células se crecieron en fuentes limitantes de nitrógeno como lo 
son amonio 0.5 mM y glutamato. En tanto que cuando las células se 
crecieron en asparagina como fuente de nitrógeno, los valores de (I-
galactosidasa son muy parecidos a los obtenidos en células crecidas en 
amonio 0.5 mlv1. Probablemente este resultado refleje la necesidad de un gen 
funcional para lograr una completa represión. tal y como fue observado para 
GOGAT (Castaño et al, 1992) 

Cabe mencionar que las diferencias observadas en la cantidad de 
mensajero y de 13-galactosidasa, probablemente reflejen la existencia de 
algún mecanismo que permita la represión (o falta de activación) cle asna 
durante la deficiencia de nitrógeno, quizá con el objeto de proteger la poza 
de glutamina. 

En este sentido, podría no ser casual el hecho de que la mayo• 
transcripción de gliBDF y asna ocurre cuando las células son crecidas en 
glutamina como fuente de nitrógeno, o cuando la poza de glutamina es alta, 
como en amonio 15 mM. 

En este sentido, es posible especular la existencia de un mecanismo 
capaz de disminuir los niveles transcripcionales de asníl y gltBDF en 
condiciones limitantes de nitrógeno (por ejemplo ausencia de Lrp). De 
hecho, ha sido observado que cepas mutantes gInG• presentan 
aproximadamente el 50% de la actividad de GOGAT observada en la cepa 
silvestre, durante el crecimiento en 15 mM amonio (Osmio. y .Camarena, 
comunicación personal). En estas condiciones la poza de glutamina, 
normalmente alta, se vería afectada por la diminución de GS provocada por 
la mutacion glnG-, esta disminución en la poza de glutamina provocaría la 
drástica disminución de la transcripción de asna y giffiDF, para balancear el 
flujo glutamina-glutamato e impedir fugas hacia otras amidotransferasas 
como asna. 

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

1. La cepa MX4000 lleva una mutación creada por la inserción del 
bacteriófago AludX 1 en gltB. La cepa MX4003 lleva una inserción de 
M►u111734 en asn8. 

2. La cepa MX4000 presenta fenotipo Ntr-  Gxd-, ambos descritos 
previamente para mutantes gltB-. La cepa MX4003 no tiene un fenotipo 
aparente. 

3. El nivel de actividad de GOGAT, así corno el nivel de transcripción 
de asna y gla mostraron variaciones de acuerdo a la calidad de la fuente de 
nitrógeno en el medio de cultivo. 

4. Los resultados obtenidos sugieren la existencia de un mecanismo de 
control transcripcional (o varios) que disminuya la transcripción de los genes 
asna y gltBDF durante el crecimiento en fuentes limitantes de nitrógeno. La 
disminución transcripcional puede ocurrir por represión de la transcripción, 
o por falta de activación de la misma. 
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