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Resumen

En Escherichia coli la asparagina (Asn) es un aminoacido sintetizado a partir de
amonio y aspartato por la enzima Asparagina Sintetasa A, o por Gln y aspartato (Asp) via
la Asparagina Sintetasa B . Para la sintesis de compuestos nitrogenados esenciales para su
crecimiento utiliza al amonio y a otros compuestos que contienen nitrégeno. La glutamina
(Gln) y el glutamato (GIt) son los aminoacidos mas importantes para la sintesis de
compuestos organicos nitrogenados. Las enzimas encargadas de sintetizar estos
aminoacidos son: la GS (que sintetiza Gln), GDH y GOGAT (que sintetizan Glt).

El hecho de que tanto ¢] amonio como la GIn sean los donadores directos para la
sintesis de Asn podria decirnos que existe una relacién entre la asimilacién del amonio a
Gin y Glt, y la sintesis de la Asn.

Determinamos los niveles de la transcripcién de asnA de la cepa MX614 y sabemos
ahora que estos son dependientes de la calidad y cantidad de la fuente de nitrégeno en la
cual este creciendo la cepa. Determinamos también que la ausencia del gen gong (MX902)
produce una des-regulacién de los niveles de transcripcion de asnA.

Obtuvimos una cepé mutante en asnB a la que se llamé MX4003 la cual tiene un
inserto en la region codificadora del gen asnB (inserto que contiene al gen reportero lacZ).
Usamos esta cepa para analizar los niveles de trangcn'pcién de asnA, asi como para
determinar las actividades especificas de las- enzimas GS, GDH y GOGAT, la utilizamos
también para ver los niveles de transcripcién del gen asnB via el gen reportero,

La cepa MX4003 mostraba crecimiento andémalo en medio minimo, hicimos
pruebas que nos dijeron que la cepa era auxdtrofa para cisteina (Cys), posteriormente se
realizaron curvas de crecimiento por lo cual se concluyé que la cepa presentaba un fenotipo
Auto’ (este fenotipo nos dice que la cepa es capaz de utilizar fuentes limitantes de nitrégeno
para crecer).

Determinamos que los niveles de transcripcion de asnA tendian a compensar la falta
de asnB en la cepa MX4003.

Se midieron las actividades enzimaticas de GS, GDH y GOGAT en _ distintas
condiciones de crecimiento (amonio alto, bajo, Gln y Asn como fuentes de nitrégeno) que

nos indican que la actividad de GS y GOGAT est4 des-regulada, cuando las comparamos



con la cepa stlvestre (MX614) ya que se observa una disminucion en su actividad en la cepa
MX4003.

Se ha reportado que la ausencia de genes involucrados en la regulacion del estado de
oxidacidn de la célula producen braditrofia por compuestos como cisteina, metionina o
sulfito, y que al reducir por otros medios el estado de oxidacion de la célula el
requerimiento ‘por dichos 'compuestos desaparecia. | Crecimos la cepa MX4003 en
condiciones de anaerobiosis y determinamos que la aparente auxotofia por cisteina
desaparecia. Medimos la actividad de B-galactosidqsa de la cepa MX4003 en estas
condiciones y determinamos que en condiciones anaerdbicas la transcripcion de asnB
disminuia 10 veces por lo que decimos que la transcripcion de asnB esta regulada por la
disponibilidad de oxigeno en el medio. Determinamos en estas mismas condiciones la
actividad especifica de GS en las cepas Mx614 y MX4003 y vimos una disminucion en su

actividad muy parecida a la que se observa en la cepa MX4003 en condiciones aerdbicas.
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INTRODUCCION

La sintesis de aminodcidos es de vital importancia para cualquier
organismo. Aunque en ciertas condiciones los requerimientos y nutrientes se
encuentran al alcance de la mano y en suficiente cantidad, otras veces no es

asi, por lo que es necesario sintetizarlos.

La asparagina es un aminoacido que es sintetizado gracias a la accién de
dos enzimas: la asparagino sintetasa dependiente de amonio y la asparagino
sintetasa dependiente de glutamina. La pnimera de ellas se ha descrito en
procariontes como Escherichia coli y Klebsiella aerogenes, esta cataliza la
sintesis asparagina a partir de aspartato y amonio. Por otra parte, la asparagino
sintetasa dependiente de glutamina ha sido encontrada tanto en procariontes
como en eucariontes, esta cataliza preferentemente la sintesis de asparagina
utilizando glutamina y aspartato; ambas enzimas realizan estas reacciones

mediante la hidrolisis de adenosin trifosfato (ATP).

Sabemos que para la sintesis de asparagina se requiere de glutamina y
amonio, que son componentes importantes dentro del sistema de asimilacion
de nitrégeno; por 1o que no seria raro encontrar una relacion entre el sistema
de asimilacion de nitrégeno y la biosintesis de asparagina. Existen algunos
datos en K. aerogenes que nos sugieren que esta relacién probablemente

exista.

A continuacion se describe mas ampliamente el proceso, tanto de la
sintesis de asparagina como del sistema de asimilacion de nitrégeno, que nos

ayudaran a comprender mejor el presente trabajo.



1. BIOSINTESIS DE ASPARAGINA:

En procariontes tales como Escherichia coli y Klebsiella aerogenes se
sabe de la existencia de dos asparagino sintetasas (Cedar, et al, 1969; Felton,
et. al., 1980; Humbert, et. al., 1980; Reitzer, et. al., 1982) que catalizan las
dos reacciones de sintesis de asparagina (Asn). Ambas reacciones son

esquematizadas a continuacidn.

L —aspartato + ATP + NH, —** L — asparagina + AMP + PPi

L - aspartato + ATP + Glutamina—2*%— L — asparagina + AMP + PPi + Glutamato

En K. aerogenes la enzima AsnA (asparagino sintetasa-dependiente de
amonio) es un dimero de subunidades iguales de 38-kDa. La AsnB
(asparagino sintetasa-dependiente de glutamina) es un tetramero de
subunidades iguales que pesan 57-kDa cada una. Estas enzimas son
codificadas por dos genes, asnd4 y asnB respectivamente (Reitzer, et. al,,
1982). El primero de estos genes se encuentra en el minuto 84 del cromosoma
de E. coli y el segundo en el minuto 16 (Felton, et. al., 1980). Ambos se

encuentran en lugares equivalentes del cromosoma de K. aerogenes (Reitzer,

et. al., 1982).

Para obtener auxotrofia por asparagina se requiere de mutaciones tanto

. . + o -
en asnA como en asnB, mientras que cepas con genotipo asnd asnB o asnA



asnB" no parecen tener ningin problema para crecer en medio sin asparagina
(Reitzer, et. al., 1982).

Regulacion de la actividad:

Se tiene conocimiento de la existencia de un tercer gen involucrado en
la biosintesis de asparagina: el gen asnC. Este gen se encuentra cerca de oriC,
adyacente a asnA, y se transcribe en sentido divergente a este ultimo. El
producto del gen asnC (AsnC) tiene la capacidad de unirse al ADN, y tiene un
peso aproximado de 17-kDa (Kolling, et al, 1985). AsnC activa la
transcripcién de asnAd. AsnC controla la expresion de su propio gen, es decir
AsnC reprime a asnC y la asparagina parece no intervenir en dicha regulacion.
La accion de AsnC sobre asnAd y asnC se da, mediante la union de AsnC a la

region promotora de ambos genes (Kolling, et al, 1985). .

En las cepas silvestres de K. aerogenes los niveles de las dos asparagino
sintetasas, dependen directamente de la fuente de nitrégeno en la que estén
creciendo las células. La actividad de la enzima AsnA se encuentra elevada
cuando la cepa crece en condiciones de exceso de amonio, no asf cuando ésta
crece en condiciones de limitacién de amonio. La AsnB esta sujeta a una
regulacién exactamente inversa. La actividad de ambas enzimas es
fuertemente inhibida por la adicién de asparagina al medio de cultivo (0.01%)
(Reitzer, et al 1982); sin embargo, otro reporte indica que en E. coli la
asparagina (0.1%) no tiene un efecto considerable sobre estas enzimas
(Humbert, et al, 1980).



En cepas asnB™ de K. aerogenes, los niveles de AsnA en condiciones de
crecimiento son: en exceso de amonio (>1mM), similares a los que se
encontraron en la cepa silvestre, en presencia de glutamina aumenta la
actividad mas de diez veces y se mantiene la represion por asparagina. Esta
cepa es incapaz de crecer en medio con glucosa y fuentes limitantes de
nitrégeno como prolina, aspartato, arginina o glutamato (Reitzer, et al 1982);
lo cual sugiere que la enzima dependiente de glutamina actia durante el

crecimiento en situaciones de limitacidén de nitroégeno.

En las cepas asnA” de K. aerogenes €l crecimiento es normal en: exceso
de amonio, glutamina y asparagina, como fuentes de nitrégeno en las
condiciones de cultivo. La falta de este gen produce que, en exceso de
amonio, los niveles de AsnB se eleven cuatro veces en comparacion con los de
la cepa silvestre, probablemente para compensar la ausencia de la enzima
AsnA (Reitzer, et. al 1982).

El crecimiento en un medio con fuentes limitantes de nitrégeno implica
la elevacion de los niveles de la transcripeidn y-actividad de NR,, producto del
gen ginG. Esta proteina, junto con la cinasa NRy, son las proteinas encargadas
de modular la respuesta global a limitacion de nitrégeno. Cepas de E. coli y K.
aerogenes ginG" son incapaces de regular los niveles de una gran cantidad de
genes y operones involucrados con la asimilacion y metabolismo de algunos
compuestos nitrogenados. Por lo tanto, las cepas g/inG son incapaces de crecer
en fuentes limitantes de nitrogeno como prolina, arginina, etc. (fenotipo Ntr),
y ademas pfesentan niveles bajos constitutivos de la enzima glutamiﬁo
sintetasa (GS) (Magasanik, 1982).
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En cepas de K. aerogenes ginG', no se observa ningiin efecto sobre la

actividad de AsnB (Reitzer, et. al 1982). La actividad de AsnA en las mutantes

ginG fue distinta. Cuando el nitrégeno en el medio representa un factor
limitante para el crecimiento, esta mutacion provoca un aumento dramatico en
AsnA; ho asi, cuando el nitrogeno en el medio es abundante (amonio)
(Reitzer, et. al 1982). Por esto se podria pensar que g/nG tiene un papel
importante en la regulacion de asnd, pero- el andlisis de la secuencia
nucleotidica del gen y del promotor de asnAd de E. coli no muestra secuencia

alguna para la unién de NR,.

Podria pensarse que NR; actiia sobre asnC para que esta a su vez regule
a asnA, pero esto no se ha podido comprobar ya que tampoco se han
encontrado secuencias de unién para esta proteina en el promotor de asnC. Por
lo tanto, el efecto que vemos podria estar dado de forma indirecta por medio

de algliin mecanismo ain no descrito.
2. SISTEMA DE ASIMILACION DE NITROGENO:

Se sabe que las bacterias entéricas como E. coli tienen un crecimiento
ideal en amonio como fuente Gnica de nitrégeno, y glucosa como unica fuente
de carbono; sin embargo, son capaces de utilizar una gran variedad de

compuestos cuando no estan en las condiciones Optimas.
Los intermediarios celulares, relevantes para la biosintesis de algunos

compuestos nitrogenados, son: la glutamina, de la cual se obtiene el 15% del

nitrégeno utilizado en la célula, y el glutamato, del cual se obtiene el 85%

11



restante. Estos aminoacidos son sintetizados por tres enzimas la glutamino
sintetasa (GS), la glutamato deshidrogenasa (GDH) y la glutamato sintasa

(GOGAT) que catalizan las siguientes reacciones:

NH, + Glutamato + AT, Pi(’"g—h)—) Glutamina + ADP + PPi

Glutamina + a - cetoglutarato + NADPH —%°“ 5 2Glutamato + NADP

NH, +a - cetoglutarato + NADPH —S2_ Glutamato + NADP

Cada una de estas enzimas actua en distintas condiciones de
crecimiento. Cuando las células crecen en condiciones de exceso de amonio
(>1mM) sintetizan glutamato via GDH, y una porcién de este glutamato es
convertida a glutamina via GS, pero esta tltima enzima no se encuentra muy

activa en estas condiciones debido a su afinidad por el amonio.

Cuando las células crecen en condiciones de limitacion de
- nitrégeno, obtenido de la degradacion de compuestos organicos, o
directamente de amonio a bajas concentraciones (0.1mM), la asimilacién del
mismo ocurre gracias a la accién de la GS, la cual convierte el glutamato y el

amonio en glutamina y la sintesis de glutamato es mediada por GOGAT.
La existencia de dos vias para la sintesis de glutamato, asegura la

disponibilidad del mismo dentro de la c€lula, ya que GDH y GOGAT son

reguladas diferencialmente por factores como: la concentracién de carbono, la

12



disponibilidad de nitrégeno y los niveles de fosfato en el medio (Helling,
1994).

Glutamino Sintetasa:

La GS es la enzima responsable de la sintesis de glutamina, utilizando
como sustrato amonio y glutamato con la concomitante hidrélisis de ATP. En
E. coli esta proteina esta codificada por el gen gind, el cual forma parte del
operén ginALG. Este operon codifica tanto para la enzima GS asi como para
sus dos reguladores que son NR; (g/nl) y NR, (g/nG), estas proteinas son
responsables de la regulacion del operén g?nALG y otros operones que

responden a la disponibilidad de nitrogeno en el medio (Reitzer, 1998).

La transcripcién de este operdn puede ser iniciada desde tres
promotores: ginApl, ginAp2, los cuales se encuentran en ese orden en la
region 5" no codificadora del operén, y ginLp, que se encuentra localizado
entre ginA y ginL; el uso diferencial de cada uno de estos promotorés depende

de las condiciones de crecimiento (Magasanik, 1993).

Cuando las células crecen en condiciones de exceso de amonio la
transcripcion de ginA procede desde el promotor ginApl. ginLp transcribe los
genes ginl y ginG en un nivel basal (Reitzer, et. al.,, 1985).

En condiciones de limitacién de nitrédgeno, la concentracion de NR;-P

(forma en la que es activa esta proteina) aumenta dentro de la célula,
ocasionando-la activacidn del inicio de la transcripeidn a partir del promotor

ginAp2, transcribiéndose los tres genes del operén al parecer

13



aproximadamente diez veces mas que en condiciones de exceso de amonio
(Reitzer, et. al.,, 1985). Se ha comprobado que la activacion de la
transcripcion del gen glnA requiere forzosamente de NR; y de NR; (Ninfa, et.

al., 1986).

NRj; es la responsable de fosforilar a NR;, (NR;-P) la cual a su vez
interactia con la ARN-polimerasa asociada con el inductor ™ (Ec™)
formando el complejo abierto para el inicio de la transcripcién desde el
promotor glﬁApZ. NR, es un activador de la trénscfipcic’m de los promotorés
dependientes de, y NR,, es la proteina que puede fosforilar o desfosforilar a
NR, dependiendo de las condiciones de crecimiento de la bacteria (Reitzer, et.

al. 1998).

La activacion de la transcripcién desde gindp2 resulta en una
acumulacion rapida de la enzima GS y de NR,. El incremento de NR;-P
propicia que pueda actuar sobre otros operones y genes (relacionados con la
respuesta Ntr) los cuales, como este, dependen de la. ARN polimerasa-c°* para
el inicio de su transcripcidn. Estos sitios de union a NR; no tienen la misma
aﬁnidad por NR;-P que tiene el promotor gindp2 del operén ginALG, por lo
que el efecto inmediato para las células bajd privacion de nitrégeno es la
activacion del operén g/lnALG; lo que resulta en un éistcma de regulacion muy
fino en cuanto a la activacion de otros genes que tienen que ver con la

respuesta a la limitacton de nitrégeno (Magasanik, 1998).

En Klebsiella aerogenes, NR;-P activa la transcripcion del operdon

nifLA; el cual codifica para proteinas involucradas en la produccién de las

14



enzimas necesarias para la fijjacidn de nitrégeno, y también del gen que
codifica para la proteina Nac, el cual se encarga de transcribir a los genes que

siendo parte de la respuesta mediada por nitrdgeno son transcritos por (la

ARN-polimerasa asociada al factor ¢”° (Ec’") (Bender, 1991),
P

Otras de las proteinas que se encuentran relacionadas con la sintesis de
la GS son: Py (ginB), la uridil transferasa/eliminador de uridilo, UTasa/UR
(g/inD) y adeniltransferasa, ATasa (ginE). Su funcion varia de acuerdo a las

concentracmnes de la fuente de nitrégeno de la 51gu1ente manera.

ATP PP

GS [ : > GS (AMP)1-12
ATasa (inac tiva)
(ad.enihcién)

‘ UTasa/UR ﬁ

Pn (UMP) 14

A’I‘ asa
(deadenilacién)

GS (AMP) 112 ﬁ GS (activo)

b ADFP

Figura 1. Ciclo de adenilacién de la enzima GS. Las flechas blancas describen los eventos
que ilevan a la adenilacién de la GS. Las flechas negras ilustran los eventos que lievan a Ia

remocion de los grupos adenilos de la enzima GS (Reitzer, 1998).
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En condiciones de limitacion de nitrégeno, la GS es activada por la
desadenilacién de sus subunidades. La proteina ATasa adenila o desadenila a
la GS para regular su accion. PII es uridilada por 1a UT (PII-UMP) y asi puede
actuar sobre la ATasa activandola para que desadenile a la GS. Cuando las
condiciones de crecimiento son de abundancia en nitrégeno, la UTasa
mediante su actividad UR desuridila a PII-UMP. PIl actia sobre ATasa
provocando la adenilacién de la GS lo que la inactiva (Figura 1) (Reitzer, et.
al, 1998).

(o estimula la
NR_Fosfato [ > NR: {anscripcis)
_ NRq

estimulo '
@ -ceto glutarato
UTasa/UR estimalo
glutamina
Pp(UMP),,

NR: - NR,-Fosiw

NR 4 _ (transcripeidn activa)

Figura 2. Control transcripcional de gind por disponibilidad de nitrégeno. (Reitzer,1998).

Esta cadena de reacciones esti relacionada con la actividad de las

proteinas NR; y NR,;; mencionadas anteriormente. En condiciones de exceso

de nitrégeno, se estimula la actividad de UR, lo cual favorece la desuridilacién
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de PII-UMP, consecuentemente PII interactia con NR; impidiendo que esta
ultima fosforile a NR; y ademas, promueve la desfosforilacion de NR;-P.
Cuando las condiciones de nitrégeno son limitantes, se activa la UTasa que
promueve la uridilaciéon de PII con lo que se impide que PII interactie con
NR;; y por lo tanto permite la fosforilacion de NR; activandose asi, la
transcripcion del operéon ginALG  (Figura 2) (Magasanik, 1993; Reitzer,
1998).

Glutamato Deshidrogenasa:

La enzima GDH sintetiza glutamato a partir de amonio y a-
cetoglutarato. Esta enzima es codificada por el-gen gdhA. La enzima GDH de
E. coli se encuentra activa en condiciones de crecimiento con exceso amonio
y glucosa, y es reprimida por glutamato y aspartato. La represién por
glutamato se da cuando este es utilizado como tunica fuente de nitrogeno
(Magasanik, 1998; Reitzer, 1998). La limitacién de nitrégeno reprime a esta
enzima en K. gerogenes y esta represion es mediada por Nac (activador de

. nitrogeno) (Macaluso, et. al., 1990).
Glutamato Sintasa:

GOGAT también sintetiza glutamato pero a partir de amonio y
glutamina. Esta constituida por dos dimeros de subunidades distintas. La
subunidad grande es una proteina de aproximadamente 135-kDa y esta
codificada por gitB, la subunidad pequefia tiene un peso aproximado de 53-

kDa y esta codificada por el gen gl/tD, estos dos genes forman parte del
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operon gltBDF ;, gitF codifica para un regulador que aparentemente esta

involucrado en la respuesta Ntr (Castafio, et. al., 1988; Castafio, et. al., 1992).

La sintesis de GOGAT se ve reprimida en condiciones de crecimiento
limitantes de nitrégeno, y al utilizar como fuente de nitrégeno aminoacidos
cuya degradaciéon genera rapidamente glutamato. La represion de GOGAT
cuando hay glutamato en el medio requiere de la induccion de la respuesta
Ntr, la cual, es necesania para el transporte eficiente y el subsecuente
catabolismo de estos aminoacidos. El producto de g/tF parece participar en la
represion de GOGAT dependiente de glutamato, ya que las mutantes que no
tienen este gen tienen tres veces mas actividad de GOGAT en condiciones de
crecimiento con glutamato, en comparacion con la cepa silvestre (Castaflo, et.
al., 1992 ), |

La limitacion de carbono reprime moderadamente la sintesis de
GOGALT, esto parece ser mediado por la proteina CRP ya que en el promotor
del operon gltBDF de E. coli se encuentra un sitio de unién para esta proteina
(Reitzer, 1998). Este patron de regulacién puede servir para que GOGAT no
se acabe el a-cetoglutarato del ciclo de Krebs, cuando las condiciones de

carbono o energia son limitantes.

Por otra parte, la respuesta est'ricta,.qu‘e €s una respuesta fisiologica
generada cuando las bacterias son ayunadas de algin aminoécido (o son
incapaces de aminoacilar los ARNt cuando el requerimiento de sintesis de
proteinas se mantiene alto), parece controlar entre otras cosas la sintesis de
GOGAT: esto se vio cuando al mutar el gen de la glutamil-ARNt sintetasa

veian que los niveles de GOGAT disminuian. Por lo tanto, se ha considerado

I
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que la actividad de la enzima GOGAT se encuentra bajo control de la
respuesta estricta, asi como por las fuentes de carbono. El control del consumo
de carbono versus la asimilacion de nitrégeno, en condiciones en las que
ambos sistemas son requeridos, limitacion tanto de nitrégeno como de
carbono, logra la mejor forma de sobrevivencia para las bacterias (Reitzer,
1998).

La enzima GOGAT de E. coli se reprime durante el crecimiento en
aminoacidos generadores de glutamato como unica fuente de nitrogeno. Pero
también es requerida para el crecimiento de limitacion de nitrégeno. A pesar
de que GOGAT es reprimida en las cepas silvéstreé, las mutantes deficientes

de esta enzima no pueden utilizar arginina como unica fuente de nitrégeno

(fenotipo Aut’). Esta aparente contradiccion se: explica si GOGAT fuera solo
necesaria para la induccidén pero no para el sostén de la respuesta Ntr. Esta
conclusidon es apoyada por que cepas mutantes constitutivas de Nir y
deficientes de GOGAT si pueden utilizar arginina y otros aminoacidos

productores de glutamato (Reitzer, et. al., 1998).

Las cepas deficientes en GOGAT presentan fc_notipo Ntr. Se piensa que
ghtF y no .GOGAT es lo que se requiere para la respuesta Ntr. I;a
sobreexpresion de gltD y gltF suprimen dos aspectos de este fenotipo: la
incapacidad de utilizar arginina como fuente dé nitrégeno y la incapacidad de
inducir la sintesis de histidasa. La secuencia de aminodcidos sugiere que g/tF
es una proteina cinasa transmembranal, por lo que se propone que GItF
fosforila a NR; 0 a NR;; y que esta fosforilacion es esencial para la induccién
de la respuesta Ntr (Castario, et. al., 1992). Sin embargo, dado que la presencia

de gltD es estrictamente necesaria para suprimir el fenotipo N¢r, se contempla
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la posibilidad de que GItD podria estar involucrado en la induccién de la
respuesta Ntr por su capacidad de unir a-cetoglutarato, censando asi la

concentracion de este metabolito.
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OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la regulacion de la sintesis de asparagina de Escherichia coli,

en diferentes condiciones de cultivo.

OBJETIVOS PARTICULARES

Caractenizar los niveles de la transcripcidn del gen asnA en la cepa silvestre
en distintas c.ondicion_es de nitrogeno en el medio, midiendo los niveles de
mARN.

Caracterizar los niveles de transcripcion del gen asnd en la cepa MX902

(glnG).

Caracterizar los niveles de transcripcion del gen asnB, en la cepa silvestre y
en la cepa MX4003 en distintas condiciones de nitrégeno en el medio,
midiendo los niveles de mARN asi como la expresion del gen por medio de

un gen reportero (lacZ).

Caracterizar el comportamiento de las principales enzimas involucradas en
el metabolismo de asimilacién del nitrégeno, como son GS, GDH vy
GOGAT, en la cepa silvestre (MX614) y la cepa mutante MX4003

(asnB::Mudl), en distintas condiciones de nitrogeno en el medio.
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MATERIAL Y METODOS

CEPAS BACTERIANAS:

MX614: F, A(lac-pro), galE ilv-680, thi-1 derivada de Escherichia coli K-
12 (Osorio, ef al., 1984).
MX4003: gsnB::MudI1734 derivada de MX614.

MX902: glnG74::Tn5, Kan® derivada de la MX614 (Osorio, et al., 1984).
JF448: F*, asnB32, asnA31, spoTl, bglRI3, rbs-4, thi-1, relAl, I-, derivada
de E. coli K-12 (Felton, et al., 1980)

CAG12077: MG1655 zbe-280::Tnl0 (15.757) (Mitchel, et al., 1989).

MEDIOS DE CULTIVO:

Medio Luria: . _
Contiene 1% de Bacto triptona, 1% de cloruro de sodio (NaCl) y 0.5% de
extracto de levadura. En el caso de prepararse medio sdlido se agregan

1.5% de Agar. Se esteriliza por autoclave y se guarda a 4°C.

Medio Minimo (NN1X):

Para un litro de NN1X se agregan 13.6g de fosfato monobasico de potasio,
2.62g de sulfato de potasio, 0.2g de sulfato de magnesio, 0.01g de cloruro
de calcio y .05mg de sulfato ferroso, se ajusta todo a pH 7.4 con hidroxido
de potasio (aproximadamente 4.5g). Se esteriliza por autoclave y se guarda

a temperatura ambiente.,
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El medio minimo se adiciona con:

Requerimientos Concentracién de la Concentracién Observaciones
: - Solucién madre final
Generales
Cisteina 0.36% 14.85uM A esta solucién se le debe
Agregar NaOH hasta
llegar a pH 14
Esterilizar por filtracién.
Citrato de Sodio' 2M 0.04M
Glucosa 20% 0.2%
Isoleucina-Valina 1% 0.01% Se pone 0.5% de cada uno.
Molibdato de Sodio®>  35uM 0.035%
Prolina 2% 200ug/ml
Tiamina 0.1% 20pg/ml

Fuente de Nitrégeno (se pone sdlo una de las fuentes)

Arginina 10% 5.74mM

Asparagina 2% 1.9mM

Glutamina 2% 6.8mM Esterilizar por filtracion.
NH,C1 (exceso) 8% 15mM

NH,CI (limitacién) 0.67% 0.5mM

Antibiético :

Kanamicina 0.5% 50mg/mi Esterilizar por filtracion.
Tetraciclina 0.25% 25mg/ml Esterilizar por filtracién,

1 y 2 Se utilizan sélo en condiciones de crecimiento anaerobico.

NOTA: Todo lo que no se esteriliza por filtracion se esteriliza por autoclave a 120°C,

151b por 20min.

CONDICIONES DE CULTIVO:

Se mantienen las células por tiempos de tres a cuatro semanas en tubos

con medio Luria sdlido inclinado a 4°C, se les agrega antibidtico en caso

de que sea necesario.
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Para los ensayos con las células se crecen primero cultivos de 3-5Sml
durante toda la noche a 37°C en agitacion constante de 200 revoluciones
por minuto (rpm). Posteriormente se inoculan con 1ml de este cultivo
matraces 'con 10ml de medio. Se dejan crecer en las mismas condicionf;s
hasta la densidad requerida.

Para el crecimiento en condiciones de ahaerobiosis se llenan los tubos
hasta el tope tratando de que quede el menor aire posible, se dejan sin
agitacion a 37°C hasta la densidad oOptica requerida, segin el experimento

que se vaya a realizar.
OBTENCION DE ADN CROMOSOMAL BACTERIANO:

Se crecen las células en 5Sml de medio Luria durante toda la noche. Se

centrifugan a 5000rpm durante Smin para después resuspender en:

o 567ul TE
o  30ul SDS 10% ‘
e 12ul Proteinasa K (20mg/ml)

Se mezcla bien (sin vortex) y se deja incubando de 1-2hrs a 37°C. Al

término de la incubacidn se afiaden:

o 100ui ‘NaCl
e 80ul - CTAB/NaCl

Se mezcla bien, invirtiendo el tubo eppendorff varias veces pero con
cuidado para que no se vaya a romper el ADN, y se deja por 15-20min a
65°C. |

Después de la incubacibn se agrega un volumen de

cloroformo:isoamilico, 24:1 (v/v) y se centrifuga a 14000rpm por 15min.
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Se toma y se pasa la fase acuosa, a otro tubo eppendorff. Se afiade un
volumen de cloroformo:fenol:isoamilico, 25:24:1, (v/v/v) y se mezcla por
inversion para después centrifugar a 14000rpm durante 10min. De nueva
cuenta se toma y se pasa la fase acuosa a otro tubo donde se le agregan 0.6
voliumenes de isopropanol. Se agita suavemente hasta que se logre ver una
hebra. .

Se toma la hebra con una pipeta pasteur y se lava en 500ul de etanol al
70%. Se deja secar sobre 1a mesa. Una vez seco se resuspende en 20ul de
H2O estéril. -

Una vez que se encuentra bien resuspendido se cuantifica. Se hace una
dilucion de la muestra, en agua, y se lee en un espectrofotdémetro a 260 y
280nm de longitud de onda en luz UV. La relacidn de las lecturas 260/280
debe dar un numero entre 1.7 y 1.9 para considerar que la muestra esta
limpia. Para saber la concentracion de ADN en nuestra muestra tomamos

que: una lectura de uno de D.O.-a 260nm es igual a 50pg/ml de ADN.
HIBRIDACION ADN-ADN (Southern Blot)

. El gel:

Primero se corre un gel de agarosa al 1% con un marcador de peso
molecular y las muestras de ADN que se vayan a analizar, digeridas, a
80V. Se pone aprox1madamente la misma concentracion de ADN en cada
pozo (excepto del marcador que se pone solo 1ul del Stock), se diluyen en
el Buffer de carga* y se ponen aproximadamente 10ul por pozo. Una vez
que el gel corre se tifie en una solucién de Bromuro de Etidio por 15min y

se ve en el transiluminador de luz UV.
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*Buffer de carga 10X (colorante)

Compuesto para 10m}
Glicerol 5ml
Azul de Bromofenol 0.005g
Acetato de Sodio 41mg
EDTA 37.2mg
Tris base 0.484g
Acido acético 183.3ud

2. Para desnaturalizar el ADN en el gel:

Se coloca ei gel en 5 volumenes de una solucion de HCI al 0.25M con
agitacion suave (no mas de 15min), hasta que el colorante se vea amarillo.
Enseguida se pone el gel en 5 volimenes de: NaCl al 1.5M y NaOH al
0.5M en agitacién suave por 20min, se repite el paso anterior y después se
pone en 5 volumenes de Tris(pH7.5) 1M con NaCl al 1.5M: esta accion se
repetira hasta que el gel tenga un pH < 8.5. Todo el proceso se realiza a

temperatura ambiente.

3. Transferencia del ADN por presion:
Se cortan los carriles del gel y se mide. Se corta la membrana del
tamario del gel se transfiere por presion con el buffer de transferencia

(SSC20X) y se coloca en la cdmara de transferencia (Presiblot):

Papel Wathman grande

Membrana (Hybond-N, Amersham.)
Mascara

Gel

Papel Wathman chico

Esponja

S E L=

26



Se cierra perfectamente la camara de transferencia y se deja a 70psi por

1:30hrs. Una vez que se transfiriéo €l ADN se fija este a la membrana con

luz UV (0.1-0.6J/cm?).

4, Prehibridacién de la membrana:

Para hacer todo el procedimiento en los tubos del horno de hibridacion
se debe cortar un pedazo de mesh (tela muy porosa) mas grande que la
membrana. Los volumenes que se utilizan son siempre los mismos no
importando el tamafio de la membrana que se va a hibridar (en ios tubos
grandes se ponen 20ml y en los tubos chicos 10ml para la prehibridacion y
la hibridacién). Se precalienta la solucion de prehibridar, se mojan tanto el
mesh como la membrana con esta misma solucion y se enrollan poniendo
la membrana sobre el mesh. Se pone en el tubo la solucién de prehibridar y

se deja calentando por una hora. La solucidon de prehibridar tiene:

Compuesto [concentracién final] para 100ml
Formamida 100% 50%(v/v) 50ml
SSPE 20X 6X 30ml
Denhardt's 50X 5X 10ml
SDS10% (p/v) 1% 5ml

Se ponen el mesh y la membrana enrollados en el tubo y se desenrollan
de modo que queden pegados a la pared del mismo.

A la solucién de prehibridacién se le pone ADN de timo 10mg/ml (la
cantidad de ADN de timo que se pone en la soluciéon se obtiene de la
siguiente forma: Ypl= 20 (0.25A), donde Y es el stock de ADN de timo y
A el area de la membrana en cm, este se hierve por separado por 10min y
se pone inmediatamente en hielo por Smin para después vaciarse en la

solucién de prehibridar.
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4a.

Una vez que ya esta todo en el tubo se deja a 42°C con. agitacion

moderada de 4 a 6hrs.

Marcaje de la sonda por Bio Prime Label System (Gibco-BRL):

Se ponen en un tubo eppendorft:
o 7ul ADN (>25ng en 5-20ul)
e 20ml Random Primers 2.5X

Se desnaturaliza hirviendo por Smin y se pone en hielo inmediatamente,

posteriormente se agregan
e 5Sul dNTP's 10x {(contiene biotina-14-dCTP)
o 7l H20

Todo debe quedar en un volumen final de 491, se mezcla

perfectamente , se centrifuga 15seg y se le agrega

e lul ADNpolimerasa I (fragmento Klenow)

Se incuba a 37°C por lhr. Una vez transcurrido este tiempo se le
agregan, primero Sul de Buffer de Paro y después 1/10 de volumen de
acetato de sodio 3M, 2 volumenes de etanol absoluto.

Se coﬁgela a -70°.C o en hielo seco por 15nﬁn, se centrifuga 10min a

14000rpm se decanta y se resuspende en agua.

Hibridacion de la membrana:

Se agrega al mismo tubo la sonda marcada*4a, la cual se desnaturalizd
previamente hirviéndola por Smin para después ponerla en hielo por otros

5min, y dejarla toda la noche a 42°C en agitacion moderada.
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6.

Lavado y Revelado de la membrana:

Se lava la membrana con agitacion fuerte dos veces con SSC 5X, SDS
0.5% a 65°C por Smin (todos los lavados se realizan con 20ml de la
solucidén que se vaya a emplear para el tubo pequefio y 40ml para el tubo
grande). Se lava por tercera ocasion con SSC 0.1X, SDS 1% durante
30min a 50°C. Finalmente se realiza un lavado con SSC 2X por 5min a
temperatura ambiente.

Para la unién del conjugado estreptoavidina-fosfatasa alcalina (SA-AP).
Se vacia el tubo perfectamente y se enjuaga con un poco de TBS-Tween,
Se afiade la solucion bloqueadora (TBS-Tween, BSA3%) previamente
calentada a 65°C (10-20ml) y se deja incubando por lhr en agitacion
moderada, es importante que la temperatura no suba a mas de 66°C para
evitar que flocule la albumina. _

Paralelamente a esto se centrifuga €l SA-AP a 4.°C , 14000rpm por

30min. Se toman 7ml por cada cm?

TBS-Tween 1:100 (v/v) (10-20ml).

Terminada la incubacidn con la solucion bloqueadora se le quita

de la membrana y se disuelven en

" perfectamente ésta a la membrana y se le agrega el SA-AP, TBS-Tween y

se deja en agitacién moderada por 10min a temperatura ambiente,
Posteriormente se lava con un exceso de TBS-Tween (20-40ml) primero
por 15min y después por una hora a temperatura ambiente.

Para terminar se lava con buffer de lavado final 1X (Tris base 100mM,
NaCl 100mM, MgCl2*6H20 50mM, pH9.5) a temperatura ambiente por

una hora.
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Se saca la membrana del tubo y sin dejar que se seque, se pone en un
folder de plastico donde se ponen 0.0lml/cm’(de la membrana) del
reactivo de deteccion a un costado del folder. Se expande todo el liquido
de forma que no queden burbujas y que se moje toda la membrana con el
mismo (no se debe de tallar encima de la membrana). Se sellan las
esquinas del folder y se deja a 37°C por 30min. Se expone a una placa de
rayos X, primero por 15min y se revela: si no se viera nada o si se ve
sobreexpuesta la placa, se puede volver a_exponer por el tiempo que se

crea conveniente.

¢ OBTENCION DE LA SONDA DE asnB:

Esta se obtuvo por la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) de
ADN cromosomal de la cepa MX614, utilizando un par de
oligonucleétidos especificos que se diseﬁarc.m sobre la base de la secuencia
reportada por Scofield y colaboradores (1990). Los oligonucledtidos
disefiados fueron:
1C. 5' GGCGCGTTGTGCAGGG 3'
2C .3 CCAACTGCGACGTTCCGAG 5'

Para realizar el PCR se utilizaron:

dNTPs 2mM 10ul
Buffer+tMg 10X 10ul
DMSO : © 10pl
asnB 1C 10pmoles/pl 6l
asnB 2C 10pmoles/ul  6pul
HO 56.5ul
Taq polimerasa 1:10 3ul
ADN cromosomal xpul

En un volumen final de 100pl.
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Se coloco el tubo con la reaccion en la maquina de PCR bajo las

siguientes condiciones:

3min a 94°C

30ciclos de 30seg a 94°C, 1min a 56.5°C y 30seg a 72°C
10min a 72°C

4°C

Wb

e DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA -
GALACTOSIDASA (Miller, 1992)

Se pone un precultivo (en medio minimo suplementado con la fuente de
nitrogeno que se vaya a ensayar) de 5Sml en agitacion constante durante
toda la noche a 37°C. El precultivo se diluye 1:10 en el mismo medio y se
deja crecer hasta la fase exponencial de crecimiento (aproximadamente 90
Unidades Klett).

Una vez alcanzados los 90 UK. se pone en hielo y se centrifuga a
5000rpm por 5 minutos a 4°C. Se resuspende el botén en 1ml de NN1X y
se deja en hielo hasta que se vaya a utilizar.

En tubos para enzimas perfectamente lavados se ponen 0.9ml de buffer
Z (Na2HPO4 60mM, NaH2PO4 40mM, KCl 10mM, MgSO4*7H20
1mM, B-mercaptoetanol 50mM, pH 7), 0.1ml del extracto celular, 2 gotas
de cloroformo y 1 gota de SDS 0.1%. Se agita vigorosamente por 10
segundos y se deja reposar a temperatura ambiente 5 minutos.

A los tubos que seran el tiempo cero (t;) se les agregan en este
momento 0.5ml de carbonato de sodio 1M. A todos los tubos se les
agregan 0.2ml de ONPG a una concentracion de 4mg/ml.

La reaccion se para a diferentes tiempos con 0.5ml de carbonato
de sodio 1M, se centrifugan 3min a 14000rpm y se leen en el

espectrofotometro a 420nm. El factor de conversion que se utilizd es

3



0.0045 de absorbancia que equivale a 1 mol de ONPG hidrolizado. Las
actividades de esta enzima se reportaron como nmoles de ONPG

hidrolizado/min/mg de proteina.

e DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE
GLUTAMINO SINTETASA, GS (Covarruvias et. al, 1980)

La actividad de esta enzima se midié mediante el ensayo de y-glutamil
transferasa, el cual mide la formacién de y-glutamilhidroxamato.

Para la preparacion de los extractos se crecen 10ml de cultivo en medio
minimo (NN) con las fuentes de nitrogeno adecuadas (estos cultivos se
inoculan.  con 1ml de un precultivo de 5ml. crecido en las mismas
condiciones) y se dejan crecer hasta 80-90 U.K. Se aftade inmediatamente
Iml de CTAB [Img/ml] y se incuba en agitacion por 3min a 37°C después
de lo cual se dejan en hielo por 20min. '

Posteriormente se centrifugan a 5000rpm a 4°C durante Smin y se lavan
con 10ml de KCl al 1%, se vuelven a centrifugar de la misma forma y el
boton se resuspende en Iml de KCl al 1%, se guardan en hielo hasta que
se vayan a utilizar.

En tubos de vidrio perfectamente bien lavados y a 37°C se agregan

400l de.1a mezcla de reaccion (pH 7.3):

Compuesto [concentracién final] vol, Para 8.25ml
H,0 bidestilada ~ 3.5ml
Imidazol 1M ' 1.125ml
NH,0H 0.8M 0.185ml
MnCl, 0.1IM 0.0225ml
Arseniato de Sodio 0.25M 0.75ml

ADP sédico 20mM 0.150ml
CTAB Img/ml 0.75ml

L-Gin 0.2M 1.0315ml
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Una vez que se equilibr6 la temperatura de la mezcla de reaccion, a los
tubos que seran el t( se les agrega en ese momento Iml de Stop Mix
(cloruro férrico*6H,0 55g/1, acido tricloroacético 20g/1, acido clorhidrico
21mli/). A todos se les agregan 100ul del extracto celular.

Los tiempos que se miden son 5 y 10min por lo que una vez terminado
este tiempo se les agrega Iml de Stop Mix .. Se centrifugan todos los
tubos a 14000rpm por 5min, y se leen las muestras a 540nm. El factor de
conversion utilizado fue 0.532 que es la absorbancia de Immol de y-
glutamilhidroxamato. Todas las actividades de esta enzima se reportan

umol de y-glutamithidroxamato/min/mg de proteina.

o DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE
GLUTAMATO SINTASA, GOGAT (Meers, 1970)

Los extractos celulares se obtuvieron del crecimiento de 10ml de cultivo
en agitacion a 37°C en medio NNIX suplementado con las fuentes de
nitrégeno adecuadas, estos cultivos se inoculan con 1ml de un precultivo
de 5ml crecido en las mismas condiciones. Los cultivos se dejan crecer
hasta 90 U K. Se centrifugan a 5000rpm durante Smin. Se lavan las células
con 5ml de Buffer de Extraccién (Tfis-HC] 50mM, B-mercaptoetanol
10mM, pH 7.6) 2 veces y se resuspenden en lml del mismo buffer. Se
sonican las células durante 15seg 3 veces en hlelo con un intervalo de

descanso de 30seg para después centrifugarse durante Smin a 5000rpm.

Soluciones mezcla completa control a-ceto control Gin
H,0 625p1 625pl 625u1

Tris-HC1 50mM pH 7.6  50pl 50ul 50ul

Glutamina SmM 50ul 50ul

a-cetoglutarato SmM pH 7 50ul 50pl

NADPH 8.33mg/5ml 125ul 125ul 125ul
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En una celda para espectrofotémetro se ponen 0.9ml de la mezcla de
reaccidn y 0.1ml del extracto celular, una vez que se afiade el extracto se
empieza a medir la variacion de las lecturas en el espectro a 340nm. La
determinacion enzimatica se hizo a intervalos de 15seg a Imin durante 4
minutos. Debido a que existen otras transamidasas que utilizan NADPH
como sustrato, se pusieron dos controles: uno sin glutamina y otro sin o-
cetoglutarato.

La actividad enzimatica esta reportada en nmoles de NADPH oxidado

/min/mg de proteina.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE
GLUTAMATO DESHIDROGENASA GDH

Los extractos celulares se obtuvieron del crecimiento de 10ml de cultivo
en agitaciéon a 37°C en medio NN1X suplementado con las fuentes de
nitrogeno adecuadas, estos cultivos se inocularon con 1ml de un precultivo
de 5ml crecido en las mismas condiciones. Los cultivos se dejan crecer

hasta 90 U.K. Se centrifugan a 5000rpm durante Smin. Se lavan las células

~con 5ml de Buffer de Extraccién (Tris-HCl 50mM, B-mercaptoetanol

10mM, pH 7.6) 2 veces y se resuspenden en 1ml del mismo buffer. Se
sonican las células durante 15seg 3 veces en hielo con un intervalo de

descanso de 30seg para después centrifugarse durante Smin a 5000rpm.

Soluciones mezcla completa ., control a-ceto control Gln
H,0 625ul ' 625ul 625ul

Tris-HCI, S0OmM pH 7.6 50ul 5041 50pl

NH,CI, IM 50ul 50ul

a-cetoglutarato, SmM, pH 7 50].!.1 50}11

NADPH, 8.33mg/5ml 125ul 125u1 125ul
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En una celda para espectrofotometro se ponen 0.9ml de la mezcla de
reaccidén y 0.1ml del extracto celular, una vez que se afiade el extracto se
empieza a medir la variacion de las lecturas en el espectro a 340nm. La
determinacion enzimatica se hizo a intervalos de 15seg a 1min durante 4
minutos. Debido a que existen otras transamidasas que utilizan NADPH
como sustrato, se pusieron dos controles: -uno sin amonio y otro sin o-
cetoglutarato.

La actividad enzimética esta reportada en nmoles de NADPH oxidado

/min/mg de proteina.

e DETERMINACION DE LA CANTIDAD DE PROTEiNAS_POR EL
METODO DE LOWRY (Lowry, et. al., 1951)::
Se preparan las siguientes soluciones:

e Solucién A (se guarda a 4°C)

Compuesto [concentracién final] peso'para 1
NaOH 0.IN 4g

NaCO, 2% 20g

¢ Solucion B (se guarda a 4°C)

Compuesto [concentracion final]  peso para 100m]
Tartratode NayK 2% 2g

e Solucion C (se guarda a 4°C)

Compuesto . [concentraciém final]  peso para il
CuSQ, 1% lg

¢ Estandar de Albumina {1mg/ml]
¢ Folin 1:3 (v/v) con H20

Se toman 100ul del extracto celular y se aforan a 1ml con agua.
Posteriormente se hace la mezcla de las'soluciones A, B y C en las
siguientes proporciones: A 100ml, B Iml y C 1ml en ese orden. Se

agregan de esta mezcla Sml a los tubos donde se encuentra el extracto
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celular y se agita vigorosamente para después dejar reposar durante 10min.
Se agregan 500l de la solucion de Folin a cada tubo, se vuelve a agitar y
se dejan a temperatura ambiente durante 30min para que se de la
coloracion. Todas las muestras se leen a 625nm. "

En lugar de poner extracto celular, al tubo blanco se le pone 1ml de
agua. |

Para cada experimento se realizé una curvas standard de 2 puntos. Para
esto se realiza €l mismo procedimiento arriba mencionado sélo que en
lugar de poner los 100ul del extracto celular, se ponen 100pg y 50ug de
BSA a partir de un stock de BSA de 1mg/ml, estos se aforan de igual
manera a un ml'con agua. Los dos puntos servirdn para la determinacion

de la concentracion de proteina con relacién a la D.O.

o PURIFICACION DE ARN TOTAL (Aiba, et. al., 1981):
Todo el material utilizado durante la manipulacion del ARN debe estar
libre de contaminacion por ARNasas por lo que se esterilizé y hormed a
200°C minimo 4hrs (en el caso del material de vidrio), el material de

plastico se utilizé nuevo y estéril.

Soluciones y reactivos:

o Agua bidestilada y estéril
* Solucién de lisis: pH 5

Compuesto [concentracién final]  peso para 50ml
Acetato de Sodio 20mM 0.33g
EDTA 1mM 0.1g

SDS 0.5% 0.25g
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» Fenol bidestilado (saturado con Acetato de sodio 20mM, pH 5.5 y
EDTA 1mM)

e Acetato de sodio 3SM pH 5.5

¢ Etanol absoluto

e FEtanol 70%

Procedimiento: Se pone un precultivo de 5Sml a 37°C en agitacién
continua durante toda la noche en rn'cd,io minimo con la fuente de
nitrégeno correspondiente €l cual se diluye 1:10 en matraces con 30ml con
el mismo medio. El cultivo se deja crecer hasta 90 U.K. Una vez en esta
densidad se pasa a tubos corex siliconizados de 30ml y se centrifuga a
10000rpm durante un minuto a 4°C. El botén se resuspende en solucion de
lisis a un décimo del volumen inicial y se calienta a 65°C durante 1min.

Se agrega un volumen de fenol precalentado a 1a misma temperatura, se
agita hasta que se mezclen las fases y se incuba a 65°C durante 10min en
agitacion continua. Se toma el tubo y se centrifuga a 4000rpm durante
I0min a temperatura ambiente. Sin mezclar las fases, se sumerge en un
bafio a 65°C hasta que las fases se vean transparentes. Se toma la fase
acuosa que se pasa a un tubo nuevo y se repite toda la operacion dos veces
mas.

Se agrega para precipitar el ARN 1/10 de volumen de acetato de sodio
mas 2.5 volumenes de etanol absoluto, se deja a -20°C durante toda la
noche. Al dia siguiente se centrifugan los tubos a 10000rpm durante
15min a 4°C. Se decanta perfectamente y el botén se resuspende en 500pl
de agua.

Se toman los 500ul y se pasan a un tubo-eppendorff donde se le agrega
un volumen de cloroformo y se centrifugan a 10000rpm durante 10min a

4°C. Se pasa el sobrenadante a un tubo nuevo y se vuelve a precipitar de la
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misma forma. Al dia siguiente se centrifuga el tubo durante 15min a
10000rpm a 4°C. Se decanta y $e lava el botén con etanol al 70%. Se le
quita el etanol y se seca ligeramente en el desecador (Savant) para después
resuspender en 50ul de agua.

Se leen en el espectrofotometro Sul de la muestra en 1ml de agua a 260,
280 y 310nm. El valor obtenido de la lectura a 260nm se analiza con la
relacion: una lectura de 1 es igual.a 40ug/mi de ARN. El cociente de las
lecturas de 260 y 280nm debe ser cercano a 2 y la lectura a 310nm debe

ser menor a 0.01. Estas ultimas relaciones determinan la pureza del ARN.

o HIBRIDACION ARN-ADN (Northern Blot) (Thomas, 1980):
I. El gel:

Soluciones:

e MENP 10X (pH 7)

Compuesto peso para 11
MOPS 41.8¢g
Acetato de sodio 6.8g
EDTA 3.7g

¢ Solucidn de fosfatos de sodio y potasio (pH 6;9)

Compuesto [concentracion final]  peso para 11
KH,PO; M 68.9g
Na,HPO, M 77.2g

e Formaldehido
¢ NaOH 100mM

Método para un gel de 100ml.
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En un matraz homeado se ponen 10ml de MENP 10X, 1.5g de agarosa
y 72.2ml de agua y se esteriliza por autoclave a 125°C por 15min. Se deja
enfriar hasta una temperatura aproximada de 65°C y se le agregan 17.8ml
de formaldehido 37%. Se vacia en la cdmara de electroforesis que fue
lavada previamente con NaOH 100mM por una hora (la camara debe ser
enjuagada con abundante agua estéril). Se deja gelificar el gel, se pone a
4°C y se vacia el Buffer de Corrida MENP 1X sin que cubra €l gel. Se
colocan dos tiras de papel absorbente plastificado en ambos extremos del
gel para que pase la corriente a través del Buffer y se cubre el gel con

papel parafilm para que no se evapore la formaldehido.

2. Las muestras:

Soluciones:

e Solucién de pozos:

Compuesto volumen para 10mi
MENP 10X 1ml
Agua 7.2ml

Formaldehido 37% 1.8ml

e Solucidon de muestras:

Compuesto volumen para 610ul
Formamida desionizada 400ul
Formaldehido 37% 120ul

MENP 10X 90ul

¢ Solucidén de bromofenol:

Compuesto [concentracién final]  para 10ml
Glicerol 50% Sml
EDTA 0.5M ImM ‘ 20ul
POs;deNayKIM 10mM 100ul
Azu] de bromofenol 0.05% 0.005¢g
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Aforar a 10ml con agua.

Método: Se toman 20ug de ARN que estén en un volumen final de
7.5ul de agua. Se le agregan 22.5ul de la solucion de muestras y se
mezcla. Se calienta a 65°C por 2min y se pone inmediatamente en hielo
durante Smin. Se le afiaden 3pul de la solucion de bromofenol, sé mezclay
se ponen en hielo.

Los pozos del gel se llenan con la solucién de pozos y se vierte en ellos
la muestra. | -

El gel se corre a 70V durante toda la noche.

La transferencia del gel se hace con SSC 20X como se indica en la
técnica de Southern Blot. Se fija el ARN a la membrana de nitrocelulosa

por irradiacion con luz U.V. de la misma manera que en el Southern Blot.

3. Prehibridacion de l]a Membrana:

3a.

Se sigue el mismo procedirniento que en el Southern Blot lo Unico que

cambia es el contenido de la solucidn de Prehibndacién que tiene:

Compuesto [concentracién final]  para 20ml
Formamida 100% 50%(v/v) 10ml
SSPE 20X 5X 5ml
Denhardt’s 50X 2X 0.8ml
SDS 10% 0.1% 0.2ml
Hzo 4ml

Marcaje de la sonda por Random Primer

Se desnaturalizan 25ng de ADN disuelto en 5-20ul de agua destilada. Se

hierve durante Smin y se pasa de inmediato a hielo ya en el hielo se ponen:
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S.

e 2ul dATP

o 2ul dGTP

e 2pl dTTP

o 15ul Buffer de mezcla de Random Primers

e 5ul (aprox. 50mCi) [a32-P] dCTP, 3000Ci/mmol, 10mCi/ml
e lul ADNpolimerasa I (fragmento Klenow)

e xpul ADN (de 25ng)

Todo debe quedar en un volumen final de 50ul. Posteriormente se deja
incubando a 25°C por lhr. Una vez transc;urrido este tiempo se agregan
S5ul de Buffer de Paro. Para puriﬁcar la sonda, se corta la punta de una
jeringa de insulina y se le pone en la base fibra de vidrnio. Se afiade la
resina hasta el tope de la jeringa (sephadex G-100 diluido en Buffer TE) y
se centrifuga por el tiempo que tarde llegar a la velocidad de 2000rpm en

un tubo corex, se afiade nuevamente resina hasta que llegue a un volumen

de 0.9ml y se centrifuga de nueva cuenta.

Se lava dos veces con 500ul de TES -EDTA1mM, TrislOmM, NaCl
100mM, pHS-, (centrifugando de la misma forma cada vez). La sonda se
diluye hasta 400u] y se pone en la columna que se centrifuga a 2000rpm
por Smin. La muestra obtenida se puede guardar a -20°C o se desnaturaliza

para su utilizacion.

Hibridacion de la membrana;

Se agrega al tubo la sonda marcada*> 3 la cual se desnaturalizd
previamente hirviéndola por Smin para después ponerla en hielo por otros

5min, y se deja toda la noche(16-24hrs) a 42°C en agitacion moderada.

Lavado y Revelado de la membrana:
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Todos los lavados se realizan con 20ml de la solucién que se vaya a
emplear para el tubo pequefio y 40ml para el tubo grande.

Se lava la membrana con agitacion fuerte con SSC 1X, SDS 0.1% a
37°C por 20min, se lava tres veces mas con SSC 0.2X, SDS 0.1% durante
20min a 68°C cada lavado.

Se saca la membrana, se seca s6lo un poco y.se expone a una placa de
rayos X por el tiempo conveniente (24-48hrs) a -70°C para después revelar

la placa.

e DIAGNOSTICO PARA LA AUXOTROFIA (Ronald W. Davis, 1980)

Los medios para la determinacion llevaran los siguientes compuestos (las
mezclas se muestran en la siguiente tabla donde los numeros en negrillas
representan lo que va en cada tubo y se lee en filas y columnas por separado:

1 guananosin Cys Met tiaminaB1
6 adenosina a Ile Lys Val
7 His Leu . Triptofano Thr Pro
8 fenilalanina Tyr uracilo Asp Arg
9 Gln Asn Glt ' DAP Gly
10 Timina Ser

4 5

2 3

It pimidoxina, 4cido nicotinico, biotina, pantotenato y Ala.

Se crece la cepa en estos medios, en la mezcla que se detecte
crecimiento es en la que se encuentran el o los nutrientes para los que la cepa

es auxétrofa.
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Con los cinco requerimientos se hacen combinatorias entre ellos y se
prueban cada uno por separado para determinar exactamente cual o cuales de
los requerimientos de 1a mezcla son los que la cepa requiere para crecer.

Se preparan stocks de cada uno de los nutrientes en las siguientes

concentraciones

Compuesto stock para Smi
Adenosina 2.67% 25ul
Ala 0.84% o 25ul
Arg 10% ' 7ul
Asn 0.84% 25 ul
Asp.K 1% 25l
Biotina 0.49% 25 pl
Cys 0.36% 50 ul
DAP 0.2% 50 ul
Glt.Na 20% 50 pl
Gln 2% *1l
Gly 0.2% 25 ul
Guanosina 1.7% 25 ul
His 0.31% 25 ul
Ile 0.79% 25 pl
Leu _ 0.79% - 25l
Lis 1.1% 25 ul
Met 0.5% 50 pl
Acido Nicotinico 0.25% 25 ul
Pantotenato de Ca 0.48% 25 pl
Fenilalanina 0.99% . .- 25l
Pro 2% 65 pl
Pirridoxina HCl 0.41% 25ul
Ser 8.4% 25l
Tiamina (B1) 0.1% 75 pl
Thr 0.71% 25 pl
Timina 0.81% 25 ul
Triptofano 041% 25l
Tirosina 0.18% 50
Uracilo 0.224% 25 ul
Val 0.7% 25 pul

*En el caso de la glutamina para la mezcla #1 se utilizan 50ul y para la mezcla #9, 250ul. -
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e PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE ADN A PARTIR DE
GELES DE AGAROSA (QIAEX II):

Se corre el gel y se corta la banda que se desea sin exceso de agarosa.
Se afiaden 3 volumenes de buffer QX1, se agregan 10ul de QIAEX 11 y se
incuba 10min a 50°C agitando cada 2min. Se centrifuga por 30seg a
14000rpm y se retira el sobrenadante con pipeta. Se agregan 500ul de QX
I y se resuspende. Se centrifuga 30seg a 14000rpm y nuevamente se quita
el sobrenadante. Se afiaden 500ul de buffer PE, se resuspende y se vuelve
a centrifugar. Se repite este procedimiento y ée retira perfectamente el
sobrenadante con una pipeta.

Se deja secar €l botén hasta que se ponga blanco y se eluye con 20ul de
agua. Se incuba a temperatura ambiente durante Smin y se centrifuga

nuevamente para tomar el sobrenadante y pasarlo a un tubo nuevo.

J OBTENCION DE SONDA asnA: .

Esta se obtuvo por la Reacci()n' en Cadena de la Polimerasa (PCR) de
ADN cromosomal de la cepa MX614, utilizando un par de
oligonucleotidos especificos que se disefiaron sobre la base de la secuencia
reportada por Nakamura, M. et al., 1981. Los oligonucleétidos disefiados
fueron:
asnA-1 5' GGACCGTGCAGCGTTTCGG 3
asnA-2 3' GGCGATGTCGGCACACGG 5"

Para realizar el PCR se utilizaron:



dNTPs 2mM . 10ul
Buffer+tMg 10X 10ul
DMSO 10pl
asnA-1 10pmoles/pl  6pl
asnA-2 10pmoies/ul  6pul
H20 451l
Taq polimerasa 1:10 3ul
ADN cromosomal xul

En un volumen final de 100pl.

Se colocé en la maquina de PCR bajo las siguientes condiciones:

il

Imin a 94°C

30ciclos de 30seg a 94°C, 1min a 56.5°C y 30seg a 72°C
10min a 72°C '

4°C
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RESULTADOS

Analisis tipo Northern Blot para la determinacion del nivel de la

transcripcion del gen asnA en las cepas MX614 y MX902.

Para determinar si la transcripcion del gen asnd de Escherichia coli
dependia de la concentracion y calidad de la fug:nte de nitrogeno en el medio,
se hizo un eﬁsayo ‘de hibridacion ARN-ADN tipo Nbrthem de la cepa MX6 14
(silvestre) crecida en exceso de amonio (15mM), limitacion de amonio
(0.5mM), glutamina (6.8mM) y asparagina (1.9mM) como diferentes fuentes
de nitrogeno, y fue revelado con una sonda especifica para asnA obtenida por

PCR, segtin se describe en materiales y métodos (Figura 3).

= 2170 pb

ARN total

Figura 3. Analisis del nivel de la transcripcion de asnA4 en la cepa silvestre MX614.
Hibridacion ARN-ADN tipo Northern Blot, revelado con una sonda especifica para asnd
obtenida por PCR. El ARN total se obtuvo de la cepa MX614 crecida en medio minimo
NN-glucosa, mas 15mM NHq " (carril 1), 0.5mM NH4 - (carril 2), 6.8mM glutamina (carril

3) y 1.9mM asparagina (carril 4) como fuentes de nitrégeno.
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Los resultados de la hibridacién nos muestran claramente la represion
de la que este gen es objeto en condiciones de limitacién de nitrégeno y en
asparagina. Sélo podemos observar una banda del peso esperado (2170pb) en
la condicién de exceso de amonio. Este resultado concuerda con las
actividades enziméticas reportadas por Reitzer, et. al. (1982) para K
aerogenes. Como se puede observar en la condicion de exceso de amonio es
en la inica condicion en la que se observa transcrito, ya que es el sustrato de

esta enzima para producir asparagina.

Anteriormente se habia reportado para K aerogeﬁes la posible
regulacion de asnAd por la proteina NR,; (Reitzer, et. al., 1982). Para saber si
esta proteina tenia la misma accion en E. coli, se decidid hacer un experimento
de hibridacion ARN-ADN tipo Northern con la cepa MX902, la cual tiene uria

mutacidn en el gen ginG, que codifica para la proteina NR;.

Se crecio la cepa MX902 en condiciones de exceso de amonio (15mM),
limitacion de amonio (0.5mM) y glutamina (6.8mM) como fuentes de
nitrogeno, para después hacer el ensayo y revelar con la sonda de asnA,
obtenida por PCR, (Figura 4). Se puede observar, la clara des-regulaciéon de la
cual es objeto asnAd en ausencia de g/nG. En los carriles 2 (limitacion de
amonio) y 3 (glutamina) se observa que la cantidad de transcrito es

significativamente mayor a la del carril 1 (excesb de amonio).

Este resultado nos dice que tal vez NR;.actie modulando la expresién

de asnA negativamente.



=2170 =—b

Figura 4. Analisis del nivel de la transcripciéon de asnAd en la cepa MX902.
Hibridacion ARN-ADN tipo Northern Blot, revelado con una sonda especifica para asnA
obtenida por PCR. El ARN total se obtuvo de la cepa MX902 crecida en medio minimo
NN-glucosa, mas 15mM NHg  (carril 1), 0.5mM NH4 ' (carril 2) y 6.8mM glutamina

(carmi] 3) como fuentes de nitrégeno.

Analisis tipo Northern Blot para la determinacion del nivel de

la transcripcién del gen asnB en la cepa silvestre MX614,

Para ver si los niveles de transcripcion del gen asnB de Escherichia coli
dependian de la concentracion y calidad de mtrogeno en el medio, se hizo un
ensayo de hlbl'ldaCIOIl ARN-ADN tipo Northern de la cepa MX614 (sﬂvestre)
crecida en exceso de amonio (15mM), limitacién de amonio (0.5mM),
asparagina (1.9mM) y L-glutamato -(12mM) como diferentes fuentes de

nitrégeno, y revelado con una sonda especifica para asnB obtemda por PCR
(Figura 5).
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Figura 5. Analisis del nivel de la transcripcidn de asnB en la cepa silvestre MX614.
Hibridaciéon ARN-ADN tipo Northem Blot, revelado con una sonda especifica para asnB
obtentda por PCR. El ARN total se obtuvo de la cepa MX614 crecida en medio minimo

NN-glucosa, més glutamato 12mM (carril 1), asparagina 1.9mM (carril 2), 0.5mM NH4+

, + . . . .
(carril 3) y 15mM NHy4 (carril 4), como fuentes de nitrégeno.

Como podemos ver en la Figura 5, el nivel de la transcripcion del gen
asnB varia segun la calidad y cantidad de la fuente -de nitrégeno en el medio
de cultivo. Exceso de amonio (carril 4) es la condicién en la que es posible
detectar una mayor cantidad de transcrito, mientras que en las condiciones de
glutamato (carril 1) y limitacion de amonio (carril 3) hay una ligera, pero
reproducible; disminucion del mismo, es importante hacer notar que no hay
diferencia significativa en la cantidad de transcrito entre estas dos ultimas
condiciones. ' o I
En el caso de asparagina (carril 2) no se observa transcrito alguno lo que

nos indica la represion que dicho aminoacido ejerce sobre este gen.
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Analisis tipo Southern Blot de las cepas MX614 y MX4003.

Para poder detectar la transcripcion de asnB por otro método, se decidio

hacer una fusion transcripcional de asnB con el gen reportero lacZ.

Para esto, se remplazo en el laboratorio, en la cepa JF448 (asnA3/
asnB32) (Felton, et al, 1980), el alelo asnB32 por el alelo silvestre proveniente
de la cepa CAGI12077. Esto se fealizé r:nediante la propagacion del
bacteriofago P1virA en esta dltima cepa, la cual es protétrofa de asparagina y

portadora de un Tnl0 en el minuto 15.75, y la posterior infeccién de JF448.
Las transductantes fueron seleccionadas como Tc® protétrofas de asparagina,

una de ellas fue purificada y denominada JF448-P (asn43/ asnB’ TcR).

La cepa JF448-P  fue utilizada para ser infectada con un lisado dél
bacteriéfago MudI1734 el cual tiene un cassette de resistencia a Kanamicina.
El total de la poblacion fue seleccionada en LKanTc. El bacteriéfago P1 fue
propagado a partir de una colonia auxétrofa de asparagina, seleccionada a
partir de la poblacién celular Tc*Kan®, Ambos marcadores de resistencia
fueron transducidos a fondo genético silvestre (cepa MX614). Una de las
transductantes Tc*Kan® se purificé. Se crecié esta cepa en medio sélido con
X-Gal, 1a cepa presentaba fenotipo azul, lo cual indicaba que si habia
transcripcion de lacZ en estas células. Utilizamos esta cepa para determinar si
tenia la fusién de lacZ con asnB por medio de un enéayo de hibridacién ADN-
ADN tipo Southern Blot el cual revelamos con una sonda especifica para asnB
obtenida por PCR (ngura 6).
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En la Figura 6 podemos observar que hay diferencia en la movilidad de
las bandas entre ambos carriles. El gen asnB tiene un peso de 1662pb
aproximadamente. En la cepa silvestre MX614 se espera ver, al digerir el
ADN total con la enzima de restriccion Bg/// una banda de 2.5Kb, la cual
contendria gran parte del gen asnB (Scotfiel, et al, 1990). |

54— =6 Kb

Figura 6. Hibridacion ADN-ADN tipo Southern Blot, revelado con una sonda
especifica para asnB obtenida por PCR. El ADN total se obtuvo de la cepa MX614 (carril
1) y MX4003 (carril 2) crecidas en medio Luria. El ADN se digirié con la enzima Bgill y

se corri6 en todos los carriles aproximadamente la misma cantidad de la digestion.

En el carril 1 (MX614) vemos una banda de aproximadamente 2.5Kb y
en el carril de la cepa MX4003 (carril 2) hay una diferencia en la movilidad de
aprox1madamente 3.5Kb mas (6Kb aprox1rnadamente) Se hicieron dos
ensayos mas del mismo tlpo pero se digiri6 en una ocasiéon con Puvil y en otra
con Hinfl, también en estos dos experimentos se pudo observar la diferencia
en la movilidad de las bandas dando en la cepa MX4003 un aumento de
aproximadamente 3.5Kb en total (datos no mostrados). Este resultado aunado
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a la presencia de marcadores de resistencia a Tc y Kan, asi como el fenotipo
lacZ", nos da cuenta de que el gen asnB de la cepa MX4003 lleva la insercién
de Mudll1734.

Determinacion de auxotrofia de la cepa MX4003 y fenotipo Aut
de la misma. | |

Durante el transcurso de los experimentos para determinar el fenotipo
Aut de la cepa MX4003, se observo que el crecimiento de dicha cepa en medio
minimo no era adecuado, independientemente de la fuente de.nitrégeno. Sin
embargo dado que la cepa crecia bien tanto en medio rico (medio luria), como
en medio minimo suplementado con casaminoacidos, hecho que concordaba
con todos los reportes anteriores (Felton, et al, 1980), se consideré que la
razén del mal crecimiento de esta cepa, podria deberse, a que la mutacién en
asnB causara el mal funcionamiento de la sintesis o asimilacion de algﬁ,n

requerimiento diferente de asparagina.

Se decidi6é realizar una prueba de auxotrofia con el propdsito de
. determinar la razén por la cual el crecimiento de esta cepa no era normal -para
evitar asi el uso de casaminodcidos- por la necesidad de nuestros
experimentos (medir la actividad de las enzimas GS, GDH y GOGAT, asi
como la transcnipcion de asnd y asnB en diferentes condiciones de nitrégeno
en el medio) de tener un medio definido, en el cual las células no tomaran el

nitrégeno de ninguna otra fuente, salvo la que le proporcionaramos.

Se hicieron pfuebas de auxotrofia y una vez que se probaron todos ios

requerimientos del medio (ver material y métodos), el resultado indic6 que la
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cepa necesitaba cisteina (cys) para tener un crecimiento normal. Como se
observa en la Figura 7 el crecimiento de la cepa mutante (MX4003) con
exceso de amonio (15mM) y cisteina (36pug/ml) en el medio, es analogo al

crecimiento de la cepa silvestre en exceso de amonio.

Curva de Crecimiento de las cepas MXG614 y MX4003.
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Unidades Klent
2
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tiempo (hrs)

——-Mx4003 (NH4 alto, cys 0.036 mg/ml) —&— MX614 (NH4 alto)

Figura 7. Curva de crecimiento de la cepa MX614 en exceso de amonio y la cepa MX4003 ¢n exceso

de amonio mas cisteina.

La concentracion minima de cisteina para el crecimiento normal, fue
determinada por curvas de crecimiento de la cepa MX4003 en medio minimo

NN-glucosa, con las distintas fuentes de nitrogeno, afiadiendo cisteina a
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distintas diluciones que fueron 36pug/ml, (concentracién que se utilizd para la

prueba de auxotrofia segun el protocolo) 18ug/ml, 3.6pug/ml, hasta 1.8ug/ml.

Curva de crecimiento de la cepa MX4003 a diferentes
concentraciones de cisteina en el medio y con diferentes fuentes
de nitrégeno

Unidades Klett

Tiempo (horas)
—h— Mx4003(NH4 alto,cys0.036mg/ml) —8—Mx4003 (NH4 alto, cys0.0018mg/mi)
—¢ MX4003 (NH4 bajo, cys0.036mg/ml) —%— MX4003 (NH4 bajo, cys0.0018mg/ml)
—B—-MX4003 (gin, cys0.036mg/ml) —— MX4003 (gin, cys0.0018mg/ml)
—&— MX4003 (asn, cys0.036mg/ml) —+— MX4003 (asn, cys0.0018mg/ml)

Figura 8. Curva de crecimiento de la cepa MX4003 en las diferentes fuentes de

nitrégeno y con dos concentraciones distintas de cisteina.

En adélante las células se crecieron a una concentracién de 1.8pg/ml ya
que como se muestra en la Figura 8, el crecimiento a esta concentracion era

lento pero si lograba llegar a niveles adecuados en la fase estacionaria. Este
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experimento permitid observar, que el creéimiento de la cepa MX4003 era
dependiente de la concentracién de cisteina en el medio es decir: a mayor
concentracion de cisteina mejor crecimiento, es importante hacer notar que la
cisteina sola no funciona como fuente de nitrégeno ya que la cepa MX4003 no
crece con cisteina (36pg/mi)como fuente unica de nitrégeno en el medio (Dato
no mostrado). Se puede observar, si comparamos los datos de la Figuras 8 y 9,
que el crecimiento de la cepa mutante en contraste con el de la silvestre es
mucho mas lento, sobre todo en las condiciones de limitacidon de nitrégeno
(limitacion de amonio y asparagina). La expe.riencia al trabajar con la cepa
mostré que si inoculdbamos con un mayor numero de células, sobre todo en
las condiciones de limitacion de nitrégeno, la cepa MX4003 crecia mucho
mejor pero no llegaba a crecer como la cepa silvestre en ninguna de las

- condiciones.

Se hicieron también algunas curvas de crecimiento con €l proposito de
detectar si la cepa tenia la capacidad de utilizar aminoacidos como fuente de
nitrogeno, los cuales son considerados fuentes limitantes de nitrogeno (Figura
9). Esta prueba nos da cuenta de la capacidad de las bacterias para utilizar
fuentes alternativas de nitrégeno como en este caso el aminodcido arginina,
este fenotipo que se encuentra relacionado con la capacidad de inducir la
repuesta Ntr. Las curvas de crecimiento se realizaron creciendo a las cepas
MX614 y MX4003 en medio minimo NN-glucosa con cisteina, utilizando

exceso de amonio (15mM) y arginina (0.1mg/ml) como fuentes de nitrégeno.

Como se observa en la Figura 9 la cepa mutante fue incapaz de crecer
en un medio con arginina como Unica fuente de nitrégeno, lo cual correlaciona

con los resultados obtenidos por el grupo de Reitzer, L.J. (1982) en Klebsiella
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aerogenes. También se puede observar, en 14 Figura 9, que la adicién de
asparagina en una concentraciéon de 8.9 mg/ml, al medio con arginina como

fuente de nitrogeno sélo restablece un poco el crecimiento en la cepa
MX4003.

Curva de crecimiento para determinar del fenotipo Aur de la cepa
MX4003.
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—t]
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—e— MX614 (NH4 alto,cys0.036mg/ml) —H—MX614 (arg, cys0.036mg/ml)
——Mx4003 (NH4 alto, cys0.0018mg/ml)  ——MX4003 (arg, cys0.036mg/ml)

—&— MX4003(arg,asn8.9mg/ml)

Unidades Klett

Figura 9. Curva de crecimiento para determinar ¢l fenotipo Aut de la
cepa MX4003

Analisis de la transcripcion del gen asnA de la cepa MX4003 por
medio de un ensayo de hibridacion ARN-ADN tipo Northern
Blot.

Con ¢l objeto de analizar la transcripcion del gen asnA cuando asnB no

estaba presente, se decidié hacer una analisis de hibridacién ARN-ADN tipo
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Northern Blot de la cepa MX4003 y MX614 crecida en exceso de amonio
(15mM), limitacién de amonio (0.5mM), glutamina (6.8mM) y asparagina
(1.9mM) como diferentes fuentes de nitrogeno y revelado con una sonda

especifica para asnA obtenida por PCR (Figura 10).

En la Figura 10 se muestra, que la falta de asnB provoca un aumento

dramatico en la expresion de asnd cuando se utiliza glutamina como fuente de

nitrégeno.

= 2170pb =P | e

Figura 10. Andlisis del nivel de la transcripcion de asnd en la cepa MX4003.
Hibridacion ARN-ADN tipo Northern Blot, revelado con una sonda especifica para asnd
obtenida por PCR. El ARN total se obtuvo de la cepa MX614 y MX4003 crecidas en medio

minimo NN-glucosa, mas 15mM NH4+ (carril 1), 0.5mM NH4+ {(carril 2), 6.8mM

glutamina (carril3) , 1.9mM asparagina {carril 4), 15mM NH4+ (carril 5), 0.5mM I\H-Lq,+

(carril 6), 6.8mM glutamina (carril 7) y 1.9mM asparagina (carril 8)como fuentes de

nitrégeno.

Las concentraciones de ARN total por carril son aproximadamente

similares (dato no mostrado). La concentracion del transcritoc de asnd en
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exceso de amonio en la cepa MX614 es similar a la observada para la cepa
MX4003 en esta misma condicién, también' se puede observar un ligero
aumento en el nivel de la transcripcién de asnB en la condicion de limitacién
de amonio. Finalmente, se muestra que la represion por asparagina, de la cual

es objeto asnAd, se mantiene inalterada en la cepa MX4003.

Determinacion de la actividad de -galactosidasa de la cepa
MX4003

Dado que la cepa MX4003 tenia Ia fusién transcripcional de asnB con
lacZ, se midio la actividad de B-galactosidasa de esta cepa en medio minimo
NN-glucosa suplementado con cuatro fuentes de nitrégeno distintas: exceso de
amonio (15mM), limitacion de amonio (0.5mM), glutamina (6.8mM) y
asparagina (1.9mM). La siguiente Tabla muestra los promedios de los datos
obtenidos de 21 experimentos independientes y por duplicado. La cepa
MX614 no tiene gen para [-galactosidasa por lo que las actividades de esta

enzima en esta cepa son menores a 1.

Actividad de B-galactosidasa en la cepa' MX4003.

NH4+(15mM) NH4+(0.5mM) GIn(6.8mM) Asn(1.3mM)
MX4003aerobica 392.229+97 146.21 +42 410.203 =101 98.9 £28
MX4003anaerobica 41.32 £11 19.129 +6 13.995 +7 3.113 1

Tabla . Las fuentes de nitrégeno fueron agregadas al medio minimo NN-glucosa
para aerobiosis y anaerobiosis respectivamente. Las actividades estan reportadas en pmoles
de ONPG hidrolizado /min. / mg de proteina. :
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Como se puede ver en la Tabla I, La actividad de B-galactosidasa en
glutamina y exceso de amonio es aproximadamente cuatro veces mayor que

actividad en limitacion de amonio o asparagina.

Determinacioén de las actividades especificas de las enzimas GS,
GDH y GOGAT de las cepas MX4003 y MX614,

Con la intencidén de ver si existia una relacion entre el sistema Ntr y la
ausencia del gen asnB se midio la actividad de las principales enzimas de este

sistema en la cepa MX4003, en comparacion con la cepa silvestre MX614.

Los ensayos para determinar la actividad especifica de la enzima GDH,
tanto para la cepa silvestre (MX614) como para la cepa MX4003, se hicieron
en medio minimo NN-gluéosa suplementado con exceso de amonio (15mM),
limitaciéon de amonio (0.5mM), glutamina (6.8mM), y asparagina (1.9mM)
(Tabla II}. Los datos que se muestran son promedios de 6 experimentos

independientes por duplicado.

Actividad de GDH en las cepas MX614 y MX4003.

NH4(15mM) NH4(0.5mM)  GIn(6.8mM) Asn(1.3mM)

MX614 553.77 £177 269.09 £100 587.47£153  77.82 +24

MX4003 317.58 +98 290.61 +84 494.94 +84 126.26 +38

Tabla II. Las fuentes de nitrégeno fueron afiadidas al medio minimo NN-glucosa.
Las actividades estan reportadas en nmoles de NADPH oxidado /min. /mg de proteina.
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Como se muestra en la Tabla II, no hay una diferencia importante entre
las actividades que encontramos para la cepa MX614 en comparacioén con la
cepa MX4003.

Posteriormente se midi6 la actividad especifica de la enzima GOGAT
en las mismas condiciones que la GDH. En la Tabla III se muestran los

promedios de 5 experimentos independientes y por duplicado.

En la Tabla III se puede observar que en la actividad de GOGAT existe
una variacion significativa en las condiciones de exceso de amonio y
glutamina. La actividad de la enzima, en estas condiciones, en la cepa mutante
(MX4003) es aproximadamente unas 4 veces menor con respecto a la

-silvestre.

Lo anterior puede deberse a la existencia de una regulacién por la
ausencia de asnB, que induce la represion de GOGAT, aunque también podria
ser que esta variacion se debiese a la respuesta estricta provocada por la falta

de suficiente asparagina para crecer adecuadamente

Actividad de GOGAT en las cepas MX614 y MX4003.

NH4(15mM)  NH4(0.5mM)  GIn(6.8mM) Asn(l.3mM)

MX614 135.32 £11 48.33 +20 174.36 £70 31.32 +18

MX4003 19.36 9 37.74 +15 40.64 +£20 19.22 +10

Tabla III. Las fuentes de nitrégeno fueron afiadidas al medio minimo NN-glucosa.
Las actividades estan reportadas en nmoles de NADPH oxidado /min. / mg de proteina.
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Se decidié también medir la actividad de GS, que es una de las enzimas
de mas importancia para el sistema Ntr, en las cepas MX614 y MX4003 en
medio minimo NN-glucosa suplementado con diferentes fuentes de nitrogeno
como son: exceso de amonio (15mM), limitacion de amonio (0.5mM),
glutamina (6.8mM) y asparagina (1.9mM). En la Tabla IV se muestran los

promedios de 6 experimentos independientes y por duplicado.

Como muestra la Tabla IV las actividades de GS se vieron afectadas por
la ausencia de asnB ya que se redujo un 50% la actividad de GS en las
condiciones donde esta se encuentra mdas activa que es en limitacion de

amonio, glutamina y asparagina.

Actividad de GS en las cepas MX614 y MX4003.

NH4(15mM) NH4(0.5mM) GIn(6.8mM)  Asn(1.3mM)

MX614aerdbica (.14 +£0.044 1.294 £0.342 1.561 +0.44 1.069 £0.278

MX4003aerébica 0.101+0.014 0.74 £0.122 0.606:0.14 0.796 £0.097
MX614anaerdbica 0.165 £0.073  0.716 £0.192 - ND 0.485 £0.075
MX4003anaerdbica 0.138+0.031 0.591 £0.091 ND 0.433 =0.181

Tabla IV. Las fuentes de nitrogeno fueron afiadidas al medio minimo NN-glucosa
para aerobiosis y anaerobiosis respectivamente. Las actividades estan reportadas en mmoles
de y-glutamilhidroxamato /min. /mg de proteina. ND, no determinada.

Estos datos sugieren que asnB esta relacionado directa o indirectamente

con la regulacion de GS.
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Determinacién de sintesis de B-galactosidasa en la cepa MX4003

en anaerobiosis.

Al constatar que la cepa MX4003, como ya habiamos dicho antes, no crecia
adecuadamente en algunas condiciones y una vez que se determind que se
requeria la presencia de cisteina en el medio para poder crecer, encontramos
que existian algunas cepas en E. coli que eran braditrofas (caracteristica que
indica una aparente auxotrofia, que desaparece en condiciones especificas) de
cisteina y esta caracteristica se perdia cuando la cepa se crecia en algunas
condiciones especificas de crecimiento, como lo es la anaerobiosis (Imlay, et.
al., 1991), por lo tanto este requerimiento era s6lo para poder disminuir el

estado de estrés oxidativo en el que se encontraban estas células.

Basandonos en esos resultados se decidi0 hacer mediciones de p-
galactosidasa, pero en condiciones de anaerobiosis, que seria otra forma (en
lugar de la cisteina) de reducir el supuesto estrés oxidativo al que estarian

expuestas las células.

A diferencia de las condiciones de crecimiento aerdbicas, donde la cepa
MX4003 requeria de cisteina para tener un buen crecimiento en medio
minimo, en condiciones anaerdbicas crecio- perfectamente bien sin este

requerimiento.

Se midi6 la D.O. de los cultivos de ambas cepas (MX614 y MX4003)
en las distintas condiciones de crecimiento (exceso y limitacion de amonio,
glutamina y asparagina), a las 12 y 18 hrs después de haber inoculado, con el

mismo nimero de células, e incubado a 37°C. Las lecturas tanto para la cepa
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MX614 y como para la cepa MX4003 fueron .iguales (datos no mbstrados).
Por esta razon podemos decir que la cepa MX4003 ya no necesita cisteina
para crecer. Es decir: alin en medio minimo suplementado con limitacion de
amonio (0.5mM) o asparagina, la cepa tiene un crecimiento anlogo al de la

cepa silvestre.

Se midié la actividad de pB-galactosidasa en medio minimo
suplementado con: exceso de amonio (15mM), limitacion de amonio
(0.5mM), glutamina (6.8mM) y asparagina (1.9mM) como diferentes fuentes
de nitrogeno. Los resultados que se muestran en la Tabla I son los i)romedios

de 6 experimentos independientes y por duplicado.

Como se puede ver la actividad de B-gallactosidasa de la cepa MX4003
en anaerobiosis es muy baja en todas las condiciones de crecimiento y al
compararla con las actividades de B-galactosidasa en condiciones aerobias
(Tabla I), se observa que hay una disminucién de mas de 10 veces en la
actividad en anaerobiosis que en aerobiosis. Estos datos sugieren que la

expresién de asnB esta regulada por la disponibilidad de oxigeno.

Actividad especifica de 1a enzima GS en las cepas MX4003 y

MX614 en anaerobiosis

Debido a los resultados de la actividad de [P-galactosidasa de la cepa
mutante en anaerobiosis, se decidid analizar la actividad especifica de GS en
esas mismas condiciones y asi ver si se seguia manteniendo el efecto

observado en aerobiosis.
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Se realizaron experimentos con las cepas MX614 y MX4003 crecidas
en anaerobiosis en medio minimo NN-glucosa, mas exceso de amonio
(15mM), limitacion de amonio (0.5mM) y asparagina (1.9mM). Los
resultados que se muestran en la Tabla IV son los promedios de 6

experimentos independientes y por duplicado.

Como se muestra en la Tabla IV no hay diferencia alguna entre las dos

cepas en cualquiera de las condiciones de crecimiento probadas.

La comparacion de los datos de la cepa silvestre MX614 de la Tabla [V
con los de la misma cepa en aerobiosis (Tabla [V}, nos muestra que hay una
disminucién de 50% de las actividades de la enzima GS en las condiciones en

las que se encuentra mas activa como son limitacién de amonio y asparagina.
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Tabla de Resumen de Resuitados

Figura {Analiza Cepa NH4 15mN|({NH4 0.5SmM| gln | asn | glt | arg | insercidn [Explicacién
3 lasnA MX614 + - - - transcripcion dependiente de fuente de nitrégeno
4  |asnA MX902 + ++ ++ - des-regulacion por ausencia de ginG
5 asnB MX614 ++ + - + transcripcion dependiente de fuente de nitrégeno
6 |asnB::Mudl1734 |MX4003 + inserto presente
7 crecimiento MX614 +++ requerimiento por cys
MX4003 : +4+ .
8 [cys] MX4003 [36mg/ml ++ +H -+ |+t relacion [cys] vs. Crecimiento
1.8mg/ml +++ ++ +++ ] ++
% (At MX614 -+ +HH+t fenotipo Aut-
MX4003 {cys 36mg/ml -
cys 1.8mg/ml +++ .
10 |4snAd MXo614 + - - - asnA trata de suplir a asnB
MX4003 + + ++ -
Tablal |B-galactosidasa [MX4003 |aerobica et + | + Transcripcién dependiente de fuente de nitrégeno
) anaerdbica + + o+ - y de [de oxigeno]
Tabla II (GDH MXe614 ' -+ + |+ No hay efecto
MX4003 4 ++ ++H| +
Tabla [T |GOGAT IMX614 -t e Disminucién en MX4003
MX4003 + + + +
Tabla IV|GS MX614 |aerdbica + ++ [ Disminucién en MX4003 en aerobiosis,
anaerdbica + ++ + | ++ MX614 y MX4003 disminuyen en aerobiosis.
MX4003 {aerdbica + ++ +H | ++
anaerdbica + ++ ++ ] ++
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DISCUSION

En la cepa silvestre de Escherichia coli MX614 se encontr6é por medio
de un ensayo de hibridacion ARN-ADN tipo Northern que asnd sblo se
transcribe a niveles detectables en la condicién de exceso de amonio (Figura
3) vy no asi en las condiciones de limitacion de nitrogeno (glutamina,

limitacién de amonio) y asparagina.

Dado que se habia reportado con anterioridad la existencia de una
posible regulacion entre el producto de g/nG y la sintesis de asparagina en K.
aerogenes (Reitzer, et. al.,, 1982); se plante6 la hipoétesis de que dicho
fendomeno podria observarse de igual manera en E. coli. Al analizar la
transcripcion del gen asnA en una cepa ginG™ d¢ E. coli, observamos que habia
una des-regulaciéon de la transcripcion del gen asnd en ausencia de ginG
(Figura 4). La transcripcion de asnd en exceso de amonio se mantiene; sin
embargo, a diferencia de lo observado en la cepa silvestre, se encontrd
transcrito en las condiciones de glutamina y limitacion de amonio; lo que
permite sugerir que de alguna forma el producto del gen g/inG esta
reprimiendo la expresion de asnA. Debemos mencionar, de manera
sobresaliente, que los transcritos observados en las condiciones de glutamina y
limitacion de amonio (Figura 4, carril 1) son mas abundantes en comparécic’m
a la cantidad encontrada en la cepa silvestre. .Este resultado sugiere, que la
ausencia de NR; no sélo podria estar desreprimiendo la transcripcion de asnA
en limitacion de amonio y glutamina, sino que su ausencia probablemente

activa de alguna manera la transcripcion del mismo.
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Sin embargo, se sabe que en la region promotora del gen asnAd de E. coli
no se encuentra ninguna secuencia consenso para la unién de NR; (producto
de glnG); lo cual nos hace pensar que probablemente la regulacion que ejerce
NR; sobre ésnA podria ser de forma indirecta, tal vez actuando sobre ia
transcripcidén de asnC, y este ultimo sobre asnA. Por otro lado, en la secuencia
del promotor de asnC tampoco se encuentra un'sitio de unién para NR;, por lo
que el efecto observado sobre asnd por la mutacién en ginG tiene que estar
dado por otra proteina relacionada con NR,. Para tal efecto la proteina Nac que
se transcribe o activa gracias a la presencia de NR;, podria estar involucrada
en este fenomeno, dado que es una proteina que activa y reprime la
transcripcion de genes involucrados con la asimilacién y metabolismo de
algunos compuestos nitrogenados. El andlisis .de la secuencia de la region
reguladora de asnd-asnC mostré una secuencia que se parece a la secuencia

consenso para la union de Nac (Figura 11). Para saber si en realidad este

ultimo es directamente el responsable, podriamos en una mutante nac™ ver el
fenotipo presente en esta cepa con respecto a asnd. Estos son experimentos

que no hemos realizado pero que est4n contemplados en un futuro cercano.

Se usé la cepa asnB::Mudl, la cual fusiona lacZ al promotor de asnB, la
cual se denominé MX4003 (Figura 6). Con esta se realizé un ensayo tipo
Northern revelado para asnA (Figura 10). Podemos ver en dicha figura el
aumento evidente de la transcripcidn en la condicidn de glutamina, situacion
en la que normalmente no hay ningin transcrito. Esto nos dice que la falta de
asnB esta siendo compensada por ashA, aﬁndue el dato que tenemos no es
cuantitativo, el aumento en la densidad de la banda en glutamina aparenta ser

aproximadamente dos veces mayor que la banda de exceso de amonio. La
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activacion de asnA en ausencia de asnB puede ser mediada simplemente por la

concentracion de asparagina intracelular.

?
asnA ATT-N8-TAT— asnC

< > t €3
T e ur <. e i
ranscripcién de asnA Transcripcién de asnC & =
e 5

o
Figura 11.- Probable sitio de unién a NAC en el promotor de asnC . B

3/
SALR £

El nivel de transcripcion del gen asnB se midi6 por medio del gen
reportero /acZ en la cepa MX4003. Se encontré (Tabla I), que asnB se
transcribia tanto en exceso de amonio como en glutamina. Sorprendentemente
los resultados obtenidos en exceso de amonio contrastan con lo previamente
reportado tanto en E. coli como en K. aerogenes (Reitzer, et. al., 1982, Felton,
et. al., 1980); donde se establecio que en dicha condicion, la enzima activa era
exclusivamente la AsnA. Una posibilidad para explicar la discrepancia en los
resultados en la condicion de exceso de amonio, podria ser la existencia de
una fuerte demanda de asparagina para la sintesis de proteinas que AsnA no
pudiera subvencionar, por lo que AsnB tendria que actuar en esta misma

condicién. Esto llevaria a una mayor activacion de asnB. Seria interesante por
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lo tanto medir las pozas de asparagina en diferentes fuentes de cultivo y en

diferentes fondos genéticos.

Una explicacion alternativa puede estar.dada por la regulaéic’m de la
poza de glutamina intracelular, es decir, la elevada transcfipcién de asnB en
exceso de amonio puede ser una forma de regular la concentracion de
glutamina dentro de la célula, ya q'ue' en exceso de amonio la relacion
glutamina/a-cetoglutarato favorece a glutamina, pdr lo tanto la actividad de
asnB puede ser importante para mantener la poza de este aminoacido a niveles
adecuados. El aumento de la transcripcion en exceso de amonio se corrobord
por medio de un ensayo Northern Blot de la cepa silvestre revelado con una

sonda especifica para asnB (Figura 5, carril 4).

Con respecto a la regulacion de las enzimas GS, GDH y GOGAT en la

cepa mutante asnB  observamos que la actividad de GDH, no presentd
variacion alguna con respecto a la cepa silvestre bajo ninguna de las

condiciones de crecimiento ensayadas (Tabla II).

En cuanto a GOGAT, su actividad disminuye aproximadamente cuatro
veces en las condiciones de exceso de amonio y glutamina (Tabla III),
condiciones en las que la cepa silvestre presenta una actividad elevada de
GOGAT. La razén por la cual existe una des-regulaciéon de la enzima
GOGAT, pudiese ser, debido a que AsnB incide -de alguna forma- en la
actividad de GOGAT. Otra opcion seria que la ausencia de AsnB provocara
una disminucién de asparagina (que hipotéticamente asnd no podria
compensar) y por lo tanto desencadenara la respuesta estricta, induciendo una

disminucion en la actividad de GOGAT.
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En cuanto a la actividad de GS, se observé una disminucion de
aproximadamente la mitad de la actividad en limitacién de amonio, glutamina
y asparagina (Tabla IV); todas ellas en condiciones en las cuales GS se
encuentra mﬁy activa, normalmente. Esto nos dice que la ausencia de asn'B
afecta la actividad de GS en las condiciones de limitacion de nitrégeno
aerdbicas. La razon por la cual la actividad de GS ese encuentra baja en estas
condiciones, puede deberse a la baja actividad de GOGAT de esta misma
cepa, tal vez debida -como ya habiamos dicho- a la activacién de la respuesta
estricta. En este sentido seria interesante elucidar si la expresion de gltD y gitF
en la cepa MX4003 permiten la induccién de GS, tal y como ocurre en las

cepas gltB225::Q/gltD"F* (MX3002/pPRSP24) (Castaflo, et al., 1992).

La cepa MX4003 presenta fenotipo Aut- (Figura 9) lo cual concuerda
con lo encontrado por Reitzer para K. aerogenes (1982). Ademas esta cepa
presenta braditrofia por cisteina. Se ve en la Figura 8 la dependencia de la
cepa por cisteina para crecer, ademas de que la rapidez de crecimiento del
cultivo depende de la concentraciéon de cisteina en el medio. Estas
caracteristicas desaparecen cuando la ceﬁ;a mutante es crecida en condiciones
anaerobicas donde sin ningiin requerimiento adicional crece igual que la cepa

silvestre.

Ludmil, B. Et. al., (1996) reportaron que la braditrofia por cisteina
estaba relacionada con la ausencia de uno o de ambos genes sodA4 y sodB, los
cuales codifican para las proteinas superoxido dismutasa dependiente de Mn y
la superdxido dismutasa dependiente de Fe. Se ha visto, que el aparente

requerimiento por cisteina puede deberse a que los radicales del oxigeno
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debilitan la pared de la bacteria, impidiendo la acumulacién intracetular de

acidos sulfénicos a-hidroxilados que son necesarios para la sintesis de cisteina
(Ludmil, et. al., 1997).

Por otro lado, también se ha visto que en condiciones de oxigeno
hiperbarico la ausencia de algunos aminoacidos -tales como asparagina-, en el
medio provocan un alto estado de estrés oxidativo (Draczynska-Lusiak, et. al.,
1994). Por otro lado sabemos que la cisteina asi como el glutation, tienen el
poder de reducir el estado de 6xido reduccion de las células expuestas al
mismo (Grant, et. al,, 1995). Con estos antecedentes podemos plantear la
hipdtesis de que como la mutante asnB es incapaz de sintetizar suficiente
asparagina, se encuentra en un estado de oxidacion elevado, que resulta toxico
para las células. Por esta razon al agregar nosotros cisteina al medio estamos
ayudando a contrarrestar dicho estado, y por lo tanto favoreciendo su

crecimiento. Esta hipdtesis explicaria el hecho de que en anaerobiosis la cepa

asnB” no requiere cisteina para crecer. Sabemos que la insercion de la
‘mutacion de asnB por la insercion del Mudil734 no es el que causa este efecto
ya que la mutacion puntual de este gen también suprime la capacidad de

crecer sin cisteina en esta cepa.

Se midié la actividad de P-galactosidasa en la cepa MX4003 en
anaerobiosis. En dicho experimento se observd una severa reduccion de la
actividad de esta enzima en cualquiera de las f‘uenfes de nitrégeno probadaé,
estableciendo que asnB es transcrito a niveles muy bajos en estas condiciones
(Tabla I). Con este resultado podemos decir, que la sintesis de asparagina via
asparagino sintetasa-dependiente de glutamina " es dependiente de la

concentracion de oxigeno en el medio. Es probable que en condiciones
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anaerobicas asnd sea la enzima encargada de proveer a la célula con
asparagina. Alternativamente, el bajo nivel de asnB, detectado por el ensayo,

podria ser suficiente para sustentar el crecimiento celular en esta condicidn.

Esta wiltima hipétesis podria dilucidarse obteniendo una cepa asnd” y viendo

su capacidad o incapacidad de crecer en anaerobiosis.

Finalmente, cabe resaltar que la actividad de GS en anaerobiosis
siempre es baja como vemos en el experimento de la Tabla IV; es decir, la
actividad de GS en condiciones anaerdbicas es iguail de baja tanto en la cepa
silvestre como en la cepa mutante (Tabla I'V). Es importante hacer notar que la
actividad que muestran las dos cepas se parece mucho a las actividades de la
cepa MX4003 en aerobiosis (Tabla IV, segundo renglon), por lo que
podriamos considerar que el efecto descrito para la actividad de GS en la cepa
MX4003 en aerobiosis, es causado por la ausencia de asnB, ya que cuando se
elimina de forma natural la expresién de asnB (cultivo en anaerobiosis de la
cepa silvestre), se ve exactamente ¢l mismo fenotipo para GS que en la cepa
MX4003. No descartamos la posibilidad, de qﬁe lo que estemos viendo en el
caso de la anaerobiosis fuera la actividad normal de GS adaptada a estas

condiciones de crecimiento y que nada tenga que ver con asnB.
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CONCLUSIONES

La transcripcion de asnAd y asnB de Escherichia coli varia segun la calidad

y cantidad de la fuente de nitrégeno.

La falta del gen ginG produce en Escherichia coli 1a des-regulacion del gen

asnA en fuentes limitantes de nitrogeno.

La ausencia de asnB en Escherichia coli provoca un aumento en la
expresion de asnAd en las condiciones de crecimiento de limitacion de

nitrogeno.

La ausencia del gen asnB da como resultado un fenotipo Aut” y braditrofia.

por cisteina.

La ausencia de asnB no tiene ningﬁﬁ efecto sobre la actividad de la enzima
GDH, pero si sobre la actividad de la enzima GS y de GOGAT
disminuyendo su actividad. En el caso de GS la actividad disminuye en un
50% y en el caso de GOGAT su actividad disminuye 10 veces, con

respecto a la cepa silvestre (MX614).

El nivel de expresion de asnB es afectado por la presencia o ausencia de

oxigeno en el medio.
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