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INTRODUCCION

1) Generalidades,

La gran mayorfa de los organismos vivientes obtienen el ni-
trdgeno en forma combinada como amonio, nitritos, nitratos y ain
compuestos m&s complejos como 1o son los aminofcidos (1), excepto
algunos microorganismos como las bacterias fijadoras de nitrdgeno
molecular de la atmdsfera.

Existen dos procesnsimportantes en el metabolismo nitrogena
do.

a) La asimilacOn de este elemento a partir de los compuestos dis
ponibles en el medio en donde 1a forma de esta asimilacidn depen
de del organismo y

b) La utilizacibn de este nitr&geno en la biosfntesis de los com
puestos necesarifos para la supervivencia del organismo.

Los amino&cidos glutamato y glutamina son fundamentales en
la asimilaci6n y biosfntesis de Tos compuestos nitrogenados ya
que estos actdan como donadores de nitrlgeno en reacciones bio-
sintéticas.

E1 glutamato es donador primario del grupo amino para la
biosfntesis de aminodcidos principalmente por la vfa de transami
nacidn.

La glutamina puede donar su grupo amido para 1a biosfntesis
de aminofcidos, purinas, pirimidinas, amonoazucares asf como o-

tros compuestos.

Tanto la formacifn de aminolicidos asf como la distribucidn
del nitrbgeno en 1a célula se ha estudiado profundamente en pro
cariotes y aquf trataremos esencialmente sobre la formacién de
glutamato y glutamina en enterobacterias en general,

Se sabe que las enterobacterias utilizan glucosa como fuen
te de carbono y amonio como fuente de nitrdgeno, para crecer en
un medio mfnimo, en estas condiciones el metabolismo intermedia
rio funciona principaimente con los grupos nitrogenados que pro
vienen de glutamato y glutamina.



E1 glutamato se produce por tres vfas dependiendo de la o
las disponibilidades de nitrfgeno orgénico que se encuentren en
el medio, teniendo asf las vfas que utilizan 2-oxoglutarato en
veacciones como son:

a) Reaccifn catalizada por la enzima deshidrogenasa glutémica
(L-glutamato: NADP* oxidoreductasa: E(1.4,1.4) (GDH).

NADPH+H*  NADP*!

2-oxoglutarato + NHg* __ N\ _L-Glutamato + Hz0

b) Reaccifn catalfizada por l1a enzima glutamato sintasa (L-glu-
tamato: NADP* oxidoreductasa E(1.4.13) (GOGAT) que funciona en
forma acoplada con 1a reaccidn dependiente de ATP que es cata-
1izada por la enzima glutamino sintetasa.

NADPH+H* NADPY

2-oxoglutarato + L-glutamina N ‘/2 L-Glutamato + H0

c¢) La vfa run utiliza 2-oxoglutarato y los grupos amino de otros
aminofcidos por transaminacidn teniendo 1a reaccidn general:

: transaminacién
aminofcido + 2-oxoglutarato L-Glutamato + cetodcido

La formacidn de glutamina se realiza por una sola vfa me-
diante 1a reaccibn catalizada por 1a enzima glutamino sintetasa
(L-glutamato: amonio-ligasa E (6.3.1.2) (GS).

Esta enzima esta sujeta a varias formas de regulacidn tanto
en su concentraciSn como en su actividad (2).

ATP ADP + PH

L-glutamato + NH,* N L-glutamina




En estos microorganismos se han observado reacciones cata-
1izadas por deshidrogenasas glutémicas pero que utilizan NADH
y estas parecen estar involucradas en procesos catabdlicos como
1a desaminacién oxidativa, mientras que las deshidrogenasas glu
t&micas dependientes de NADPH realizan principalmente 1a fun -
cién biosintética (aminacifn reductiva) del glutamato. En las

enterobacterfas se ha descrito solamente la GDH biosintética.

2 R

2-axoglutarato+NH$ 2-axoglutarato +L-glutoming 2-oxoglutarato + ominodcidos
s
L-GLUTAMATO - L-GLUTAMINA
Donador de grupos Amino Donador de grupos Amido
F16 1

En Ja figura 1 se esquematizan las formas de incorporacién
del amonio a moleculas orgénicas y las tres principales vfas de
formacidn del glutamato para 1legar a 7a biosfntesis de gluta -

mina.




GLUTAMINA

AP / \ NADPHHH*
Formacidn de mados

GOGAT
GS y 0tros compuesios niroganados
ADP+P; NADP

NH: 2-oxoglutarato

F16 2
Puede observarse que la asimilacién de amonio y su utili-
2aciOn para Ya formacibn de glutamato en Jas enterobacterias
estd controlada por las tres enzimas antes mencionadas: GDH,
GOGAT, GS y 1a relacidn entre ellas se esquematiza en la figu-
ra 2. '
De las enzimas mencionadas trataremos en particuhr de la

glutamato sintasa (GOGAT).




Se ha descrito que el mecanismo primario para la sfntesis
de amino&cidos a partir de amonio y metabolitos intermedios es
realizado por la enzima GDH; o bien, en aquellos organismos que
carecen de esta enzima, por algunas deshidrogenasas de aminoc -
&cidos analogas como 1a alanino deshidrogenasa. Sin embargo, Te
mpest y colaboradores (3), realizaron observaciones que apunta-
ban hacia una vfa alternativa de la asimilacién del amonio en
las bacterias. Estas observaciones son las siguientes:

a) Mutantes de Bacillus subtilis que habfan perdido tanto la a-

lanino deshidrogenasa como la deshidrogenasa glut&mica eran adn
capaces de crecer en medio minimo.

b) La sfntesis de deshidrogenasa glutdmica en Klebsiella aero -

genes podfa ser reprimida casf totalmente sin afectar la capaci
dad de estos microorganismos de asimilar amonio y crecer en un
medio mfnimo. Una investigacibn detallada de este hecho reveld
la existencia de una enzima que utilizaba glutamina para sinte-
tizar glutamato y que era desconocida hasta entonces,

Se estableciS claramente que la sfntesis de glutamato en
cultivos de Klebsiella aerogenes limitados en amonio podfa efec
tuarse por un proceso que fnvolucra dos etapas: Primeramente 12
s{ntesis de giutamina donde se utiliza una molécula de ATP, y
posteriormente 1a transferencia reductiva del grupo amido a la
posicién 2 del 2-oxoglutarato formandose asf dos moléculas de
glutamato consumiéndose en esta Gltima reaccién NADPH, teniendo

como resultado la siguiente reaccidn,




+
NHg" + L-glutamato + ATP _ GS ,L-glutamina + ADP + Pi

L-glutamina + 2-oxoglutarato + NADPH + H*GOGA;L-qutamato+ Napp*

NHj + 2- oxoglutarato + ATP + NADPH + H*____ L-glutamato + NADPH'
+ ADP + P9

FiG 3

Tempest y colaboradores (3) realizaron un estudio del con-
tenido y distribucién de GOGAT y de GDH en varias especies de
bacterias y levaduras encontrando que GDH estaba ampliamente
distribuida, no siendo el caso de GOGAT.

Este estudio incluye a organismos fijadores de nitrdgeno,
varias especies de algas azul-verdes, algunos anaerobios, bac-
terias termofflicas y criofflicas.

Por otro lado recientemente se ha descrito actividad de
GOGAT en ciertos organismos eucariotes tales como Schizosaccha-

romyces y Neurospora crassa (4).




Respecto a las plantas se sabe que las dos enzimas importan
tes para la sfntesis de glutamina asf como para la transferencia
de su nitrSgeno amido a otros aminofcidos son 1a glutamino sin -
tetasa (GS) y la glutamato sintasa (GOGAT) respectivamente.

Estas dos enzimas se han aislado, encontr&ndose a Ja gluta-
mino sintetasa tanto en el citosol como en los pldstidos, a di -
ferencia de la glutamato sintasa que s6lo esta presente en los
pléstidos (5).

Por 1o mencionado anteriormente es claro que la enzima glu-
tamato sintasa (GOGAT) Jjuega un papel muy importante en el meta-
bolismo nitrogenado de los organismos.

2) Caracterfsticas de la enzima Glutamato Sintasa (GOGAT).

EY nombre de la enzima se debe a que ésta cataliza la sin-
tesis de glutamato pero no utiliza ATP, las siglas GOGAT provie
nen de "Glutamino (amido): 2-oxoglutarato amino transferasa (oxi
do reductasa NADP)"* nombre sugerido inicialmente por Tempest (3).

GOGAT es una flavoprotefna que contiene 7.8 moles de flavi
na,38.4 moles de hierro 30.4 moles de azufre por mol de prote -
fna.

Su coeficfente de sedimentaciOn es de 20 S, Su peso'nole -
cular es de 800,000 d por equilibrio de sedimentacidn y filtra-
c16n en gel. Los tres espectros de absorcifn maxima que posee
Ta enzima son a 278, 380 y 440 nm, Por espectros de absorcion
y de resonancia electrdnica paramagnética del NADPH reducido se
sugiere 1a formacidn de un intermedfario flavina semiquinona es
table,

La protefna pura migra como banda Gnica en electroforests
en geles de poliacrilamida a pH 7.2 y 8.5 y cuando se trata es-
ta enzima con S.0.5 urea o guanidina, aparecen dos polipéptidos
de 135,000 y 53,000 de peso molecular en E.coli, y de 51,000 y
175,000 d en Klebsiella aerogenes.

Las constantes de Hichaolis Henten (km' s) son Tas s!guien-

tes: .




Para NADPH 7.7 mmol, 2-oxoglutarato 7.3 mmol y para L-glu-
tamina 250 mmol,

SegGin Miller (6) se puede mantener la enzima pura a B80°C
en presencia de 2-oxoglutarato y EDTA por més de un afo conser-
vando su actividad total. E1 pH Gptimo es 7.6 y entre los mis
potentes inhibidores de la actividad de la enzima estdn L-aspar
tato, L-metionina, D-glutamato y NADP*, En la subunidad pesada
es donde se une la glutamina, para la formacibn de glutamato, y
esta actividad es dependiente de flavinas y del Fe-S -contenidos
en esta subunidad, se determino también actividad de glutamina-
sa en esta misma (7,8).

En cuanto a la subunidad Vigera, se obserys que también po
dfa formar glutamato a partir de amonio, en reaccion similar a
1a de GDH. ‘

Pudiera pensarse que 1a GDH y 1a subunidad ligera de GOGAT
son 1a misma protefna pero esta posibilidad queda descartada an
te 1a falta de reaccifn cruzada entre 1os antfcuerpos anti-GDH
y la subunidad ligera de GOGAT (7).

Poco se conoce sobre 12 regulacifn de la formacifn de la
enzima GOGAT (2). En trabajos realizados con Klebsiella aeroge-
-nes se observan algunas contradicciones ya que algunos trabajos
- reportan altos niveles de la enzima en cultives limitados de
amonfo (9). En contraste, al utilizar otra cepa diferente de K.
aerogenes se encontraron que 1os niveles de GOGAT eran mfs ba -
Jos al crecer Vas células en Vlas mismas condiciones limitantes
de amonio o glutamina (10),

Brenchiey y col. (11) reportaron en un extenso estudio con
S.typhimurium 1a existencia de altos niveles de GOGAT en célu -
las silvestres crecidas en medio mfnimo con glucosa y exceso de
~amonio a pesar de la presencia de glutamato y glutamina. Sin em
bargo se encontrdé una actividad baja en cultivos crecidos con
caldo nutritivo o en medio de glucosa y amonio suplementados con
aspartato o una combinacién de aminofcidos que inhiben la acti-
vidad de GS (glutamino sintetasa). 0 crecidos en condiciones 11
mitantes suplementados con glutamato y glutamina.




En suma, células crecidas con glutamato como Gnica fuente

de nitrégeno dan por resultado una muy baja actividad de GOGAT.

La Pointe (12), reporta un incremento de cino veces en el
nivel de GOGAT en cepas de £.coli, con una mutacién termosensi
ble de 1a glutamil-tRNA sintetasa, cuando se crecen a una tem-
peratura parcialmente restrictiva y donde la velocidad de cre-
cimfento se vefa reducida. €n este caso los niveles de GS se
incrementaron 50 veces 1o cual podfa alterar el nivel intrace-
lular de glutamina.

Aunque no es posible establecer ain un panorama definiti-
vo acerca de la regulacién de GOGAT, es claro que la sfntesis
de esta enzima estd regulada.

Sobre la genética de 1a formacidn de GOGAT se han descri-
to cepas mutantes en K.pneumoniae, K.aerogenes, E.coli y S.ty-
phimurium, que son incapaces de crecer en medio mfnimo con glu
cosa contenfendo una baja concentracién de amonfo o una varie-
dad de compuestos nitrogenados como dnica fuente de nitrégeno,
Estas cepas fueron descritas como Asm~ o negativas para la asi
milacibn de amonto (13).

EY locus genético involucrado en la biosfntesis de GOGAT
denominado gitB , se reportd originalmente unido al locus mal
P,Q, sin embargo, Pahel y col. (14) han relocalizado este 10 -
cus (gitB) en la cercanfa del gene argG en el cromosoma de
E.coli. Tyler ha propuesio (2) que el fenotipo Asm~ podfa re -
sultar de mutaciones de cualquiera de los genes estructurales
ya que 1a enzima GOGAT estf formada por dos subunidades dife -
rentes, 0 bien que este fenotipo podfa resultar también de al-
teraciones en una o més protefnas regulatorias.

Sin embargo aun no se ha reportado cepas Asm~ que pierdan

la actividad de GOGAT por una mutacién no ligada a argG lo que

sugiere que los genes para ambas subunidades estén cercanos a
argG.



ANTECEDENTES Y«OBJETIVOS

‘Ante 1a cantidad de datos obtenidos por cepas mutantes se
ha pensado en estudiar los genes de esta enzima desde un punto
de vista mfs directo y una alternativa interesante para estu -
diar a estos genes se ha presentado con el aislamiento de plés
midos que complementan mutaciones presentes en el cromosoma de
E.coli K-12 (185).

Estos pldsmidos se han aislado a partir de un banco de ge
nes de E.coli (16). Esto ha abierto la posibilidad de estudiar
la organizacidn f{sfica, transcripcién en multicopia y regula -
cién de estos genes.

Los pl&smidos aislados son pACRl que complementa la muta-
ci6n gInA20 de Ta cepa MX705 aux8trofa para glutamina, con es-
te plésmido se presenta actividad de glutamino sintetasa (GS).
Los pl&smidos pRSPY1 y pRSP20 que complementan las mutacfiones
gdh-1 y g1t-B31 respectivamente de la cepa PA-340. Células de
esta cepa contenfendo estos dos plésmidos por separado, pier -
den ahora 1a auxotroffa por glutamato. En el caso de la cepa
MX729 (pRSP1/PA340) se detects actividad de GDH pero no de la
enzima GOGAT y en el caso de 1a cepa MX730 (pRSP20/PA340) se
tiene ahora actividad de GOGAT pero no de GDH (15),

Actuaimente sabemos que el plésmido pRSP20 contiene los ge
nes que codifican para las dos subunidades de Ta enzima GOGAT,
Esto se ha demostrado por medio de experimentos de complemen -
tacion, inmunoprecipitaci6n y minicélulas conteniendo el pl&s-
mido pRSP20 en donde se observa Ya produccidn de dos polipép -
tidos de 135,000 y 53,000 d de peso molecular en electrofore -
sis de acrilamida-SPDS.

De este pli&smido pRSP20 se han obtenido derivados, que
por medio de técnicas como e) sistema de minic€lulas, se ha de
mostrado que contienen cada una de las subunidades de la enzi-
ma GOGAT(19).

10




1

Es de gran interés entonces tener la caracterizaci6n de es-
tos genes de GOGAT y tratar de entender la regulacidn de los mis
mos. Para esto se ha pensado en dos estrategfas; por un lado la
determinacidn de la secuencia nucleotfdica de estos genes para
1o que es conveniente tener un mapeo fino de Jos sitios recono -
cidos por diversas endonucleasas de restriccidn en las regiones
de DNA cromosomal contenidos en los plismidos derivados del pRSP
20, Y por otro lado purificar las dos subunidades de la enzima
GOGAT para determinar la secuencia de amino&cidos tratando asf
de definir las regiones regulatorias y estructurales de los ge -
nes de la enzima GOGAT,

Los objetiéos especfficos de esta tesis son : por un lado
realizar un mapeo fino de Yos sitios para enzimas de restriccién
en algunos derivados del pRSP20 dentro de los genes de GOGAT y,
por otro lado Ya purificacifn de las subupidades de esta enzima
por separado. '
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MATERIALES Y METODOS

1) Cepas.

Cepa CS520 - Genotipo - Hfr, trp A58, metBl, glyV50, sunF58
relAl (16).

Cepa P678-54 Genotipo - F~, thr, leu, thi-1, supE, lac Vv,
tonA, gal, mal, xyl, ara, mtl, min
(20).

2) Medios de cultivo,

2.1

2.2

2.3

Los in6culos se hicieron en caldo Luria (LB), el cual con-
tiene:

Bacto-Triptona (Difqo) al 1%, extracto de Yevadura (Difco)
al 0.5%, NaCl al 1% y NaOH 2.5 mol. Para aislar cepas se
us6 agar Luria, el cual contiene: agar (Difco) al 2% y am-
ptcilina (100 mg/1), tetraciclina y cloranfenicol (30 mg/1)
cuando fué necesario,

E1 medio mfnimo M-9 para 1a purificacién de pldsmido, estd
constituido por; 20 ml de glucosa al 20%, 4g de casamino -
fcidos (Difco), 10 ml de MgSO, 0.1 mol, 10 m} (aClp 0.01
mol, 100 m! de sales 10X ( diez veces concentrada) compues
tas por: 132 g de quHP04~7H20. 30 g de KHpPO,, 5 g de Na(Cl
10 g de NH4CI. todos los requerimientos de la cepa P678-54
son: 4 m)] de prolina al 4%, leucina al 1%, histidina al 1%
treontna al 2%, y 0.2 ml1 de vitamina Bl al 1%, Los amino -
§cidos fueron esterilizados por filtracidn y la glucosa y
sales 10X esterilizados por separado en autoclave ( 120°C,
15 1b, 20 min).

E1 medio empleado para cultivar la cepa CS520 de la cual

se parte para llevar a cabo la purificacidn de la enzima

~ glutamato sintasa GOGAT fué el siguiente: 150 ml de NN10X

(por litro KH,P0, 136 g, K 50, 26.1 g, FeS0,°7H,0 {0.5 mg)
KOH 10 mol 100 m1), mfs 15 m! de cada uno de los sigufentes
componentes: Clclz 0.031 mol, glucosa 20%, MgSO4 0.1 mol,
NH4CI 8%, triptofano 0.5%, metionina 0.7% y aforar a 35 1.
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con agua destilada estéril,
3) Mapeo de sitios reconocidos por endonucleasas de restriccidn.

Las endonucleasas de restriccién son enzimas que reconocen
secuencias especfficas dentro de la doble hélice de DNA y han
sido divididas en tres grupos. Las endonucleasas clase dos son
Tas mfs dtiles ya que reconocen regiones especfficas de 4, 5, 6,
7, u 8 pares de bases.

denominacion
corte moléculas resultantes de los extremos

—A-OH ®O-AATTT g
@ _JTT AAST°® | Ho- A 5 salientes

s‘
. -apE-n  ®o-TTT -
D | tfipem  wghhA- | 1Os08

| -AAATT ON 'P-O-T? Vo
@ -T-0-0 m—,ITAAA-— 3 salientes

Fig4

. En la figura &4 se esquematizan las tres formas de cortes
efectados .por endonuclelsas de restriccidn y los extremos que
gencra



14

Cuando un DNA es hidrolizado con una endonucleasa de restric
cifn, éste es roto en varios fragmentos los cuales al ser separa-
dos en geles de agarosa o poliacrilamida, segdn su peso molecular
forman una serie de bandas (patrén de restriccién), el cual es ca
racterfstico de cada DNA tratado con esa endonucleasa. De esta ma
nera se pueden localizar sitios para endonucleasas de restriccidn
Y poder tener un mapeo ffsico de un DNA (21).

Con excepcidn de Pvul (P.L.Biochemicals) las otras enzimas
de restriccidén usadas en este trabajo fueron purificadas de acuer
do al procedimiento de Green (22). Se adiciond a la mezcla de reac
cién 1/10 del volumen de amortiguador 10X de la enzima usada, Las
reacciones con endonucleasas fueron incubadas a 37°C (a excepcifn
de taql que fué incubada a 60°C) durante el tiempo requerido de
acuerdo con 1a actividad de cada enzima, y posteriormente se de-
tuvo la actividad mediante calentamiento a 65°C durante 10 min, 6
adicionando 1/3-1/5 del volumen de reaccidn de la siguiente mez -
cla (urea 10 mol, cianol de xileno 0.05%, azul de bromofenol 0,05%
en agua). Cuando fué necesario, las mezclas fueron extraidas con
un volumen de fenol saturado y un volumen de cloroformo (este tra
tamiento elimina la protefna adicionada) y precinftadas con dos
volumenes de etanol frio y 1/25 de NaCl 5 mol.

4) Electroforesis en geles de agarosa y acrilamida y acrilamida-
SDS.

La electroforesis se 1levé a cabo en placas conforme las con
diciones descritas por Bolivar et.al,(23). Aqaross (Bio-Rad) al
1% disuelta por calor en amortiguador Tris-Boratos-EDTA (Trizma
Base (Sigma) 90 mo), EDTA 2.5 mol, H480, 90 mol. pH 8.2). Las
muestras, con un contenido de 0.5-2.5 .9 de DNA, se colocaron en
los carriles en un volumen de 10-40 .1 cada una. La electrofore-
sis se 1lev6 a cabo a 1500 V y a temperatura ambiente durante 1
~hora, este tipo de ge! fué usado cuando se tratd de fragmentos
de peso molecular alto (1-4 Md) (Megadalton).

Los geles de polfacrilamida al 7,5% se prepararon mezctan-
do 3 m1 de amortiguador Tris-Boratos “DTA 10X, 7.5 m] de solv -
ci6n acrilamida-bisacrilamida (Bio-Rad) al 28% y 0.6% respecti-
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vamente, 150 ,1 de NH45208 (Persulfato de amonio). Después de des-
gasificar al vacfo se adicionaron 15 ul de TEMED (N,N,N',N' tetra-
metiletilendiamina) (Bio-Rad) y se vaci6 esta mezcla a la placa.
Estos geles se usaron para fragmentos de DNA de tamafo pequefio de
0.015-1 Md.

Después de terminada la electroforesis, los geles se sumergie
ron en una solucién de bromuro de etidio (0.4 mg/ml Stock se toma
una dilucién de 1:1000 para tefiir los geles) (Calbiochem) y se 1lu
minaron con una lampara U.V. de onda corta (254-257) (Products,San
Gabriel Cal, U.S.A).

Para fotografiar los geles se uso un filtro de gelatina amari
11a No.9 Kodak Wratten y pelfcula TriX-Pan Kodak con una cémara MP
5 Polaroid y con una exposici6n de 5-10 min.

Los geles de po11acrilamid| al 11% en presencia de (SDS) do -
decil sulfato de sodio, fueron preparados de acuerdo al método de
Laemmli (24).

Ge)l inferior (gel separador).- 8.25 ml de Acril-Bis (29.2%
acrilamida, 0.8% bisacrilamida) 4.5 ml de Tris 2mol pH 8.8, 0.113
ml de SDS a) 10%, 0.3 ml de persuifato de amonio (10 mg/ml) 15 1
de TEMED y 8.93 m) de uzo. desgasificar al vacfo, Esta mezcla se
vacfa entre las placas de vidrio de Ya cémara de electroforesis.
Una vez polimerizado el gel se procede a preparar el siguiente gel,

Gel superfor (gel empacador).- 1.75 ml de Acril-Bis, 0.325 m)
de Tris 2 mol pH 6.8, 0.05 m] de SDS al 10%, 5.75 m] de H,0, 0.1m
de persulfato de amonio (10mg/ml) y 5 ul de TEMED. Esta mezcla se
vacia sobre el gel separador (inferior) hasta polimerizacidn,

La muestra se debe tratar con el amortiguador de disolucibn
de protefnas el cual contiene 10 siguente: 0.1 g de SDS, 100 ,i de
B-mercaptoetano?,0.0074 g de EDTA, 1 m1 de glicerol, afadir ésto a
10 m1 de Tris pH 6.8 y un poco de azul de bromnfenol. Adicionar de
esta mezcla aproximadamente 1/3 del volumen de 1a muestra y hervir
por 5 min, Colocar las muestras ya frfas en los carriles,

La electroforesis se 1levé a cabo a 10 mA/qgel cuando la mues-
tra estf en el gel superior, y a 20 mA/gel cuando pasa al gel in -
ferior,

Buffer de corrida (12 g de Tris. 57.6 g de glicina, Ylevar a
un litro , ‘pH B, 4)
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Tomar 200 m] de la.solucidn stock, adadir 8 ml de SDS al
10% y 1levar a un litro.

Terminada 1a electroforesis sumergir el gel en tincién de
Azu) de Coomasie R-250 (bio-Rad) (30 m) metanol, 10 m) de &ci-
do acético, 0.06% Azul de Coomasie 100 ml de HZO)' por 15 min.
3 65°C con agitacién lenta, destefir el gel con &cido acético
al 10%, 15 min a 65°C (11evar a cabo tantos cambios como sea ne
cesarijo).

Secar el gel sobre papel filtro Whattman 3MM con vacfo y
calor por una hora.

5) Cuantificacién de protefnas por el método de Bradford.

Reactivos.
1) Etanol al 95% (50 m1).
2) H3P04 al 85% (100 m1).
3) Disolver 100 mg de Azul de Coomasie G-250 en 50 ml de etanol
) al 95%.

4) Agregar 100 m) de H4P0, al 85%.
5) Diluir la soluci6n hasta 1 litro con H,0 bidestilada,
6) Filtrar en papel Whattman 3MM.
Ensayo: (25)
a) Se ajusta la muestra de protefna con solucifn salina 0.15 mol
NaCl o amortiguador adecuado hasta 100 1
b) Agregar 5 ml de reactivo de Bradford y mezclar.
c) Medir a 595 nm {nmediatamente.

Se hace una curva estandar con albimina de la siguiente
manera:
Soluci6n stock de Albimina de suero bovino (BSA) (lmg/ml)

solucidn de NaCl (0.15 mol).
Tubo 1.- 100 1 de NaCl.
Tubo 2.- 95 u) de NaCl, 05 1 de BSA,
Tubo 3.- 90 u1 de NaCl, 10 u1 de BSA,
Tubo 4.- 80 u) de NaCl, 20 »1 de BSA.
Tubo 5.- 70 u1 de NaCl, 30 u1 de BSA.
Tubo 6.« 60 .1 de NaCl, 40 .1 de BSA,
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. Afadir 5 ml de reactivo de Bradford a cada uno de los tubos.
Mezclar y leer a 595 nm.

6) Microensayo del DNA de pl&smido.

Este método consiste en la semipurificacifn de pequefias can
tidades del DNA de pldsmido con el fin de caracterjzarlo parcial
mente, 1levado a cabo por el método de Maniatis (21). Los pasos
son son los siguientes:

1.- Cultivar 5 m1 de células toda la noche en caldo Luria.

2.- Transferir 1.5 ml del cultivo a un tubo de 1.5 m) de plesti-
co (Eppendorf) y centrifugar un minuto a 12000 rpm (revolu -
ciones por minuto).

3.- Decantar y agregar al paquete celular 100 ul de la solucidn
1 (50 mmol glucosa, 10 mmol EDTA, 25 mmol Tris pH 8, &4 mg/ml
1isozima (Sigma) agitar mecdnicamente {vortex) y mantenerlo
5 min a temperatura ambiente.

4.- ARadir 200 4! de solucién Il (0.2 N NaOH, SDS 1%) frfo y mez
clar por inversién, colocar en hielo por 5 min,

5.- Agregar 150 ul de solucifn III (Acetato de sodio 5 mol, 1.15
ml de ac.acético glacial, 2.85 ml de H,0, pH 4.8) agitar me-
cdnicamente en vortex por 10 segundos y mantenerlio 5 min a O
°C.

6.- Centrifugar por 5 min a 12000 rpm.

7.- Decantar y tomar el sobrenadante para agregarle a éste, un
volumen de fenol, agitar y agregar inmediatamente un volumen
de cloroformo y agitar por dos minutos.

8.~ Tomar fase acuosa (superior) y agregar dos voldmenes de eta-
nol absoluto, agitar y mantener dos min a temperatura ambien
te. .\

9.- Centrifugar 5 min a 12000 rpm y decantar,

10.- Lavar el precipitado con 1 m} de etanol al 70%, y agitar.

11.- Centrifugar § min a 12000 rpm.

12,- Decantar y secar el paquete celular en vacio (Savant).

13.- Resuspender el DNA en 50 ul de amortiguador TE (1 m! de Tris
1 mol pH 3, 0.4 m1 EOTA 0.25 mol a 100 ml) + 2 .1 de Ridbonu
cleasa-A (tipo 1-A Sigma) (10 mg/ml1).
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14.- Tomar 10,1 y digerir con endonucleasas de restriccién por
1-2 horas segin actividad de 1a enzima.

15.- Llevar a cabo la electroforesis de agarosa o acrilamida se-
gin el caso.

7) Preparaci6n de DNA de pl&smido.

E) DNA de pl&smido se prepars mediante la amplificacidn de
cultivos (incremento del nimero de copias del pl&smido) (26).

Ahadiéndose 200 mg/1 de cloranfenicol, 6 300 mg/1 de espec
tomicina segdn el sigupnte protocolo.

1.~ Inocular medio Luria con la cepa correspondiente toda la no
che (P678-54).

2.- Agregar 0,04 ml de este cultivo de toda 1a noche a 100 ml
del siguiente medio:

CaClz 10 mmol 1 m1, sales M-9 10X 10 ml, medio de Luria 10
ml, glucosa 50% 0.5 ml, Mgso4 0.1 mol 1 ml, CAS aminodcidos
20% 0.5 m1, requerimientos de 1a cepa en el volumen necesa-
rio, uzo destilada 76 ml. Crecer en agitacién (180 rpm) a
37°C hasta una densidad 6ptica D.0=1 a una longitud de onda
de 660 nm.

3.- AMadir 1 m! de glucosa 50%, 0.5 m) de CAS3laminodcidos y 10
ml de medio de Luria.

4.- Dejar en agitacién 30 min a 37°C.

5.- Amplificar con el antibi6tico correspondiente e incubar 16h
a 37°C con agitacién con el fin de incrementar el ndmero de
copias.

6.- Se centrifugan las cé&lulas en el rotor GSA (Sorvall) a una
velocidad de 5000 rpm por 5 min,

7.- Suspender bien las células en 150 ml de NaCl 10 mol y cen -
trifugar a 5000 rpm por 5 min,

8.- Suspender en 2 m} de 1a solucién I (Tris 25 mmo} pH 8, EDTA
10 mmol, glucosa 50 mmol, lisozima 2 mg/ml) y colocar en hie
1o por 45 min,

9.- ANadir & m) de la soluci6n Il (NaOH 0.2 N, SDS 1%) mezclar
por inversi6n y colocar en hielo por. 15 min.
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Afiadir 1.3 ml de solucidn III (acetato de sodio 3 mol pH 4.8)
mezclar por inversifn y colocar en hielo por 60 min,
Centrifugar a 17000 rpm en rotor SS-34 (Sorvall).

Decantar el sobrenadante y afadirle a este 0.1 m1 de RNasa
(10 mg/m1) y dejar reposar a temperatura ambiente por 15 min,
Agregar un volumen (con respecto al total) de fenol saturado
(fenol saturado en amortiguador Tris-HC1 50 mmol, NaCl 100 m-
mol pH 7.5, equilibrar 16 h con agitacidén a 4°C) mezclar y a-
gregar un volumen de cloroformo igual al de fenol y agitar.
Centrifugar a 5000 rpm por 15 min en rotor de columpio HS-4
(Sorvall),

Remover la fase superior (acuosa) y pasarla a otro recipiente

(evitar la pelfcula de protefna desnaturalizada de Ja interfa

se).

Agregar 2.5 volumenes de etanol a -20 °C y 1/25 parte del vo-

Tumen total NaCl 5 mol, dejar precipitando toda la noche.

Centrifugar 45 min a 8000 rpm en rotor HS-4.

Decantar y resuspender el precipitado en 0.5 ml de solucidn

IV (acetato de sodio 0.3 mol pH 8).

Precipitar con 1.25 ml de etanol a ~20°C y centrifugar a 12 -

000 rpm por 5 min. '

Resuspender en amortiguador TE y afladir 50 ul de RNasa para

{ncubar por -2 horas a 37°C,

Determinar la concentracién de DNA a una longitud de onda

de 260 nm.

Gradiente isopfcnico a equilibrio en cloruro de cesio/ioduro

de propidio.

Preparacién del gradiente.

Agregar en tubos de 5 ml de nitrato de celulosa (1/72%%2"),

por tubo: ‘

a) 2.2 g deCsCl (s611do).

b) 2.1 m1 de ONA en amortiguador TE (1os tubos no deben conte
ner mfs de 500 .9 de DNA c/u). EV trabajo debe ser hecho a
partir de este momento.en la oscuridad. (E! {oduro de pro-
pidio reacciona con 1a luz visible).

¢) Aﬁldir 150 11 de una solucidn de 2 ngln! de foduro de pro-

pidio
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d) Cubrir con 2.3 ml de aceite mineral. Se balancean los tu-
bos dentro de las camisas con aceite mineral,
Centrifugar en rotor SW 50.1 (Beckman) a 38000 rpm 20 h a 20
°C.
E1 ONA en el gradiente serf visible con luz ultravioleta U,V
ya que el foduro de propidio fluoresce, (E1 foduro de propi-
dio se intercala en el DNA de doble cadema),
EV complejo ONA ioduro de propidio es menos denso en el caso
del DNA lineal (cromosoma roto) que el del plismido Superen
rotlado , entonces las formas l1ineales adquieren una densi -
dad m&s baja relativa al DNA del pldsmido covalentemente ce
rrado (superenmllado ) en presencia del compuesto. Se obser
varan dos bandas: la superior, formada por DNA cromosomal
bacteriano y plismido roto; y la inferior, formada por el
pldsmido superenrmllado (los intermediarios de replicacién
del pldsmido producen un barrido tenue entre las dos bandas).
En Ya obscuridad y bajo tuz U.V picar el fondo de los tubos
y colectar lentamente el DNA (plfsmido) en un tubo de pl&sti
co.
Usar una columna de intercambio i6ntco (Dowex 50W-X8, Bio-Rad
almacenada en Tris-HCY 0.1 mol, NaCl 0.5 mol pH 8), para
eliminar el foduro de propidio. Colocar 2.3 ml de resina en
una pequefa columpa y se equilfibra con 10 m! de amortigquador
(Tris-HCY 50 mol pH 8, NaCl 1 mol, EDTA 1 mol) por cada m!

“de resina.

Colocar 1a muestra diluida 1:1 con amortiguador Dowex, en la
obscuridad y eluir lentamente.‘lnadir por lo menos un volu -
men de columna de amortiguador para lavar el DNA remanente.
Revisar con luz U.V si todo e) joduro de propidio se ha eli-
minado, de no ser el caso se debe correr el elufdo a través
de otra columna.

Dializar el DNA contra 2-4 1 de Tris-HC1 10 mmol, EDTA 1 mmo
pH 8.

Sacar el DNA de la bolsa de dialisis y precipitar afiadiendo

~ 1/25 del volumen de NaC! 5 mo! y dos volimenes de etano!
absoluto frfo y dejar por dos horas a “20°C.
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29.- Centrifugar en rotor HS-4 (Sorvall) a 6500 rpm, por 60 min
a “5°C.

30.- Resuspender en 0.5-1 ml de amortiguador TE. Medir la densi
dad 6ptica a 260 nm para determinar concentracién de DNA (
generalmente de 0.5-1 mg/m)) tomando en cuenta que 1D.0 a
260 nm> 50 ug de DNA.

31.- Almacenar a "20°C.

B8) Técnica Ouchterloni Inmunodifusién,

Las placas sobre las que se va hacer la inmunodifusifn se
lavan con SDS al 10% y después se lavan varias veces con agua
destilada. Colocar agarosa sobre la placa al 1% disuelta en a-
mortiguador PBS (1072 mo! Na,HPO, pH 7.5, 50 mmol NaCl) (La aga
rosa se debe calentar a 60°C para hacer una solucién homogénea)
esperar a que 1a agarosa solidifique y formar los pozos con un
molde. Llenar los pozos con las muestras correspondientes (co-
locar primero en el pozo central el antfgeno. {(protefna) y en
los periféricos diluciones del anticuerpo) el volumen varia de
3-20 yul. '

Guardar la placa formada en una caja (102-104 mm), conte-
niendo en el fondo un papel filtro Whattman 3MM humedecido con
amortiguador PBS,

Se incuba toda ta noche a temperatura ambiente y se obser
va la precipitacibfn del complejo Antfgeno-Anticuerpo. Secar el
gel con aire y posteriormente tefiirlo con una solucién de Ami-
do Negro al 1% en fcido acético al 10% por 5 min. Destefir en
en una solucibn de fcido acético al 10% y glicerol al 11%. Se-
car a temperatura ambiente.

9) Puriftcacién de 1a enzima Glutamato Sintasa (GOGAT).

La purificaci6n de 1a enzima se 11evé a cabo por el méto
do descrito por Sakamoto et.al. (27). EV procedimiento fué el
sigufente: :

1.« Incubar 3.5 m1 de cultivo de la cepa €5520 en NNc (com -
pleto), toda la noche. '
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Tomar 10 1 de este cultivo e inocular los siguientes tubos:
¢ ml de medio NN completo.

2 m! de medio NN sin triptofano.

2 ml de medio NN sin metionina,

Esto se 1leva a cabo con el objeto de revisar auxotroffas pa
ra estos aminofcidos y tener as{ la seguridad de trabajar la
cepa correcta.

Inocular 50 m1 de medio NNc con la cepa, y dejar crecer de 8
-10 horas a 37°C con una agitacién de 200 rpm.

Inocular en matraces con 1.5 1 de este medio NNc con 7.5 m)
de cultivo e incubar de 12-14 h con una agitacifn de 200 rpm
a 37°c.

Centrifugar en rotor GSA (Sorvall) a 8000 rpm por 10 min.
Suspender las células en una solucidn isotdnica de NaCl (0.8
5%) para lavarlas y centrifugar a 1000 rpm en rotor GSA por
5 min. :

Decantar y suspender en amortiguador A (KHP04 10 mmol. EDTA
1 mmol, g-mercaptoetanol 10 mmol pH 7.2), Desintegrar célu-
las por ultrasonido (Soniprep 150),en tres intervalos, cada
uno de tres minutos a 20 u y a temperatura de 12°C.
Centrifugar en rotor $5-34 (Sorvall) a 15000 rpm por 30 min.
Tomar el sobrenadante y dializar contra amortiguador A.
Tomar el dializado y precipitar el DNA con sulfato de estrep
tomicina(1:10 en amortiguador de fosfatos pH 7.2), y dejar a
gitando en hielo por una hora.

Centrifugar a 15000 rpm por 30 min en rotor S$5-34,

Tomar el sobrenadante y dializar contra amortiquador A.
Precipitar protefnas de) dializado a 32.5% de saturacifn con
solucion de sulfato de amonio concentrado (135 g de sulfato
de amonio y afiadir 162 ml de KHP04 0.1 mol, pH 7.2).

Dejar en agitando en hielo por una hora y centrifugar a una
velocidad de 15000 rpm por 30 min en rotor S$5-34,

Decantar y tomar el sobrenadante para precipitar la enzima
1levando a 52.5% de saturacibn con sulfato de amonio.

Dejar agitando en hielo por una hora y centrifugar a 15000

~rpm por 30 min. en rotor $5-34.

Decantar y resuspender el precipitado (donde se encuentra
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‘1a enzima GOGAT) en amortiguador B (KHPO4 26 mmol, KCY 100

mmol, 2-cetoglutarato 2 mmol. EDTA 1 mmol, 5 -mercaptoetanol
10 mmol pH 7.2).

Dijalizar contra amortiguador B y pasar este dializado por
una columna de DEAE-Sephadex A-50 equilibrada previamente
con amortiguador 8.

Ya aplicada la muestra en la columna lavar ésta con 200 m)
de amortiguador B con un flujo de 15 ml/h.

Eluir la enzima aplicando un gradiente de KC1 ( 0.1 mol de
KC1 a 0.7 mol) en amortiguador B. Colectar fracciones de 5.5
ml cada una.

Monitorear la enzima en los tubos colectados una vez termi-
nado el gradiente. Esto se 1levé a cabo determinando activi
dad enzimitica en estos tubos colectados. Actividades enzi-
maticas fueron determinadas espectrofotometricamente por la
medicifn de la velocidad de oxidaciGn del NADPH a 340 nm.
E! método descrito por Meers et. al. (28) fué el siguiente:
Preparar una mezcla (0.1 m1 de glutamina 0.05 g/m1 , 0.167
ml de 2-cetoglutarato 0.034 g/m1, 1.5 m)! Tris-HC! 0.1 mol
pH 7.6, y 1.4 ml de uzo. Se usaron dos controles; el coctel
sin2- cetoglutarato, y el coctel completo sin glutamina,
Mezclar en las celdas del espectrofotémetro (Beckman DU-8
Spectrophotometer) 0.45 ml1 de mezcla, 0.45 ml de uzo. 0.05
m) del extracto problema, y 0.05 ml de NADPH 0.006 g/ml en
Tris-HC) 0.1 mol).

Agitar inmediatamente y tomar la primera medicién; poste -
riormente tomar la segunda medicid6n a Yos 5 min,

Tomar el (A) de absorcifn. Una unidad de actividad de glu
tamato sintasa fué& definida como la actividad de enzima que
oxida 1 um0ol de NADPH por min.

Colectar los tubos que contengan la enzima y afadir la can
tidad de sulfato de amonio necesaria para tener una solu -
cién al 37.5% de saturacién.

Agitar una hora en hielo y centrifugar a 15000 rpm por 30
min.

Decantar y agregar al sobrenadante la cantidad de sulfato
de amonio necesaria para tener una solucifn al 47.5% de sa
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turacidn.,

25.- Agitar una hora en hielo y centrifugar a 15000 rpm por 30, min.

26.- Decantar y tomar el precipitado que es donde se encuentra la
enzima y resuspender en amortiguador C (NaPO4 20 mmol pH 7.2
2-cetoglutarato 2 mmol, EDTA 1 mmol, x -mercaptoetanol 10 mmol.

27.- Calentar la muestra 10 min a 60°C.

28.- Centrifugar a 11000 rpm por 1§ min.

29.- Decantar, tomar el sobrenadante y pasarlo por una columna de
Sepharosa 6-B equilibrada previamente con amortiguador C.

30.- Elufr protefnas con amortiguador B con un flujo de 3.5 mi/h
y colectar fracciones de 2.7 ml cada una.

31.- Colectar las fracciones que presenten actividad de glutamato
sintasa y concentrar todas estas fracciones en una celda de
Amicon Diaflo equipada con una membrana PM-10, y conservar la
enzima a 4°C.

10) Purificacibn de la enzima GOGAT por columna de Anticuerpos-an
t1- N0GAT-Protefna A-Sepharosa.

El procedimiento es el siguiente (29).

1.- Agregar a 5 m! (1.5 g) de Protefna A-Sepharosa 48 (Pharma-
cia), 2.5 mg (5 m1) de anticuerpos anti-GOGAT (18) e incu-
bar por una hora a 4°C con agitactén lenta y constante.

‘2. Dejar sedimentar el gel y retirar la fraccifn no retenida
(para estimacifn de tftulo).

3.- Suspender en 2 ml de amortiguador PBS (150 mmol NaCl, 10-2
mol de NagHPO4 pH 7.5), y montar el gel en la columna.

4,- Pasar 3 ml de extracto bacteriano, conteniendo 1a enzima
con un flujo de 2 mi/h.

.~ Lavar dos veces con amortiguador PBS.

6.- Eluir 12 enzima con 3 m1 de amortiguador PBS (1.2 mol NaCl).

7.- Colectar la enzima eluida en fracciones de 0.5 ml,

8.- Volver a equilibrar 1a resina con amortiguador P8S (150 mmol
NaCl ) (3 volumenes).

9.- Mantener la columna a 4°C.
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11) Separacifn de las subunidades de l1a enzima GOGAT.

Las subunidades grande y chica de la enzima glutamato sin-
tasa GOGAT de E.coli fueron separadas por el método de MiEntsala
(7) y se detalla a continuacibn,

1.- Equilibrar tanto la muestra como la columna Sephacril S5-300
con el amortiguador que contiene 0.1 mol Tris-acetato, pH
7.7, 0.3% de SDS, 10 mmol 2-cetoglutarato, 10 mmol de glu-
tamina, y 10 mmol de s-mercaptoetanol.

2.- Calentar a ebullicifn la muestra antes de aplicarlia a la
columna por 5 min.

3.- Aplicar la muestra a l1a columna (Sephacril $-300) y eluir
con el mismo amortiguador a temperatura ambiente.

4.~ Colectar fracciones de 2 ml c/u y localizar las subunida-
des por medio de la medicién de protefna a 280 nm con un
graficador LKB adaptado al UVICORD S11 LKB.

5.- Por medio de geles de protefnas (acrilamida -SDS desnatu -
ralizante al 11%) comprobar la presencia de las subunida -
des 1levando a cabo la electroforesis.

12) Electroelucifn de las subunidades de 1a enzima GOGAT.

La electroelucidn de las subunidades de 1a enzima glutama
to sintasa se 1levé a cabo por el método de Gerton et.al.(30)
y consiste en 10 sfguiente.

a) Por medio de electroforesis en un gel de Acrilamida-SDS a)
11% preparativo se separarcn las bandas pertenecietes a ca-
da una de las subunidades.

b) Terminada 12 electroforesis, tefiir 1igeramente el gel con

" Azul de Coomasie,

c) Identificadas 1las bandas correspondientes cortarlas cuida-
dosamante con una navaja o bisturf,

d) Colocar estas bandas por separado en cémaras de electroelu-
cién (en fragmentos pequefos), y se cubren con amortiguador
que contiene 1o siguiente: 0.48 mol ngcini. 6 mmol Tris,
0.1% de SOS, pH 8.3, ‘
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e) Establecer un puente de corrimte eléctrica entre los dos com-
partimentos de la cdmara utilizando el mismo amortiguador.

f) La electroeluci6n se 1leva a cabo a un voltaje constante de
100 V durante toda la noche a 4°C.

g) La protefna electroelufda se recupera directamente de la cd -
mara, soluble en el amortiguador.

h) Dializar contra Ho0 bidestilada estéril.

i) Determinar cantidad de protefna recuperada por medio del mé -
todo de Bradford.

13) Andlisis de amino&cidos.

La composicién de las subunidades de las subunidades de la
enzima GOGAT fué determinada de acuerdo a la técnica de Moore (31)
emplendo hidrélisis fcida,

La separacidn de los aminofcidos dentro del analizador es 11e
vada a cabo por medio de una resina de intercambio i6nico {(catié-
nico) y su deteccidn se 1leva a cabo colorimétricamente después
de reaccionar con ninhidrina dentro del mismoc. E) método es el si
guiente: Se hidrolizan de 20-30 yg de la muestra en tubos lavados
con fcido (HN03/HC1 1:1) en presencia de HC) 6 N (Pierce) con 0.5
% de fenol, sellar a presidn 20 uHg, esta hidrélisis se 1leva a
cabo por 20 h a 110°C. Posterformente evaporar el HC1, y el resi-
duo se disuelve en 60 u! de amortiguador de aplicacién (citrato
de sodio 0.2 N pH 2.2).

Centrifugar en una microfuga B (Beckman) por 5 min. Aplicar
50 ul al analizador de aminofcidos Durrum D-500 Markl (Dionex Cor
poration) calibrado previamente.
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RESULTADOS
a,- Mapa ffsico de los pl&smidos bGOL3 y pGOL7,

La estrategia que se utilizd para elaborar el mapa ffisico de
los plasmidos pGOL3 y pGOL7 los cuales estan formados por el vehf
culo pBR327 y un fragmento de DNA cromosomal del pl&smido pRSP20,
correspondiente a la subunidad chica de la enzima GOGAT (32), se
basé en la comparacisn de Tos patrones generados por varias enzi-
mas de restriccién en estos pl&smidos con los generados por el
vector pGR327.

En carriles paralelos de un gel de agarosa o acrfilamida se
colocaron los productos de digestidn de los pl&smidos pGOL3, y
pGOL? asf como del vehfculo pBR327 con una enzima de restriccidn
empleada y se )levé a cabo la electroforesis. Terminada ésta, se
observaron los patrones y se pudo inferir a partir de ellos los
tamafios de los fragmentos resyltantes para cada una de las enzi-
mas usadas.

Cada patrén de restricciGn del pGOL3 y pGOL7 estd constitui
.do por una serie de bandas correspondientes al vehfculo pBR327 (
menos una banda de DNA que fué alterada por la insercién) y una
serie de bandas nuevas que corresponden a los fragmentos de DNA
que forman parte del inserto. Se observaron también patrones de
las dobles digestiones (éstas se 1levan a cabo en forma sucesiva
primero una enzima, y posteriormente otra distinta teniendo cui-
dado de ajustar 1a concentracifn de sales de los amortiguadores
adecuados para cada enzima), asf se localizan los sitios recono-
cidos por endonuclieasas de restriccidn teniendo asf un mapeo de
los sitios en los pl&smidos. Figuras 5 y 6
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Figura SA plésmido pBR327, figura 5B pl&smido pRSP20. A
partir de los cuﬂesv se obtuvieron los derivados pGOL3 y pGOL7.
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En la figura 6A y 68 se muestran los sitios encontrados para
Jas distintas endonucleasas de restriccién, Figura 6C 'ocalizacidn

de los fragmentos con respecto al pl&smido pRSP20.
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b,- Purificacidn de la enzima GOGAT.

1.- Por cromatograffa de afinidad Anticuerpos-Anti-GOGAT-Protefna
A-Sepharosa.

En el laboratorio se contaba con un lote de anticuerpos anti
GOGAT (18). Primero se les determinS e) contenido de protefna por
el método de Bradford, dando como resultado una estimacidn de 0.5
mg/ml. Posterformente se realizé la técnica de Ouchterloni (Inmu-
nodifusi6n) para observar la reaccién Ag-Ac Figura 7.

-

- | g S T

Figura 7 Inmunodufusién, 20,1 del lote de amticuerpos anti-
GOGAT sin diluir (pozo 1), 20, ) anticuerpos anti-GOGAT diluidos
1:2, 1:4, 1:8, y 1:6 (pozos 2, 3, 4, y 5 respectivamente), 20 u ]
del control negativo (suero de conejo sin inmunizar) (pozo 6). -
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Por otro lado se hidrataron 300 mg de gel Sepharosa 4B-Prote-
fna A en 1 ml de amortiguador PBS y se agregaron 5 mi (2.5 mg) de
anticuerpos anti-GOGAT, ce incubaron por una hora a 4°C con agita-
ci6n lenta para facilitar Ya union de los anticuerpos al gel,

Se montd el gel tratado a una columna pequefia (0.6*10.5 cm)

y se lavo con amortiguador PBS, Se pas§ entonces un extracto bacte
riano (3m1) a la columna a un flujo de 2 m1/h. Se lavé la columna
con smortiguador PBS y posteriormente se eluyé la muestra con amor
tiguador PBS (1.2 mol NaCl). Se colectaron fracciones de 0.5 ml y
se les determind la absorcidn a 280 nm, colectindose los tubos que
presentaban mayor absorcifn; los cuales se dializaron contra amor-
tiguador PBS (150 mmol NaCl) se concentr8 la muestra en una celda
Amicon hasta 1 ml de volumen final y se determin6 la concentracién
de protefna por el método de Bradford dando como resultado 0.06 mg
/m1, Se realizf una electroforesis en gel de acrilamida-S0S al 11%
tomando 33 4V (2 ug) y 50 u) (3 ug), observéndose una banda de pro
“tefna no correspondiente a ninguna de las dos subunidades de la en
z2ima GOGAT.

2.- Purificacién de Ya enzima GOGAT por el método de Sakamoto(27).

a) Se obtuvieron 97.9 g de peso hdmedo de células partiendo de 36
1 de cultivo de la cepa (5520, Las cuales se desintegraron. por
ultrasonido en 200 m1 de amortiguador A (en tres intervalos de
3 min cada uno), se centrifugé a 15000 rpm por 30 min.

~ b) E1 sobrenadante color amarillento (250 m1) se dializ6 contra
amortiguador A, |

c) E1 dialtzado (290 m1) se tratd con 29 m) de solucién de sulfa-
to de estreptomicina y se centrifugé a 15000 rpm por 30 mnin el

‘sobrenadante se dializ6 contra amortiguador A.

d) €1 dializado se tratd con 58.22 g de sulfato de amonio, para
dar 32.5% de saturacifn, esta muestra se centrifugé a 15000 rp
m por 30 min,

e) Al sobrenadante se le agregaron 40.37 g de sulfato de amonio
para 1levar la soluctén a una saturacifn de 52.5%, se centri -
fugé a 15000 rpm por 30 min, '
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f) E) precipitado se resuspendié en 3 ml de amortiguador B y se
dializ6 contra este.

9) Se midi8 conductividad al dializado (45 m1) asf como al amor
tiguador de 1a colimna para comprobar que estaban en equili-
brio dando los dos una conductividad {conduct{metro tipo CDM
2d) de 7 mmhos,

h) La muestra (45 m1) se pas6é por Ya columna DEAf-Sephadex A-50
y €sti se lavé con 200 m)! de amortiguador B.

1) Se aplicS un gradiente de XKC1 y se colectaron fracciones de
3.5 ml/tubo.

J) Se midieron actividades enzimfticas de GOH y GOGAT de los tu
bos colectddos, tomando 50 ul! por tubo més 0.45 ml de mezcla
0.45 m1 de Hp0 y 50 ut de NADPH. Se calculd el cambio de ab-
séﬁcl%nzgzﬁ_nnidad de tiempo (AE/min) fiqura 8.

QO75¢

A ABS /5 min

oosot

AN

20 040 60 80 0 0

FRACCION No Fia 8

. Figura 8 fracciones eluidas de la columna de intercambio
16nfco DEAE-Sephadex-A-50. L
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Como se puede observar en la figura 8, se obtienen dos picos
el primero perteneciente a la enzima GOGAT y el segundo a la
enzima GDH.

Para corroborar la actividad se efectuaron mediciones enzimd
ticas.

Al primer pico se le valor§ la actividad enzimatica con mez
cla completa, mezcla sin 2-cetoglutarato y por ultimo la mez
cla sin glutamina, al segundo pico se le determiné la activi
dad enzimética con las sfiguientes mezclas por separado:
coctel completo para GDH (25 m)! Tris-HC) 0.1 mol pH 7.6, 1
ml NH,C1 1 mol, 1.5 ml 2-cetoglutarato 0.2 mol pH 7.6) con -
tra mezcla sin NH4CI y por d1timo mezcla sin 2-cetoglutarato
usando en todos los casos las mismas relaciones en voldmenes,
Una‘vez comprobado que la actividad presentada correspondfa
a las dos enzimas que se buscaron se colectaron las fraccio-
nes correspondientes (65-90) dando un volumen final de 130
ml.

Se ahadieron 29.11 g de sulfato de amonio para tener uma so-
Tucién al 37.5% de saturacién, se centrifugé a 15000 rpm por
30 min. Al sobrenadante se le afladieron 8.9 ¢ de sulfato de
amonio para dar 47.5% de saturacibn, sc centrifugb a 15000
rpm por 30 min, ;

E1 precipitado resultante se resuspendil en 6 ml de amorti -
guador C, se calentd a 60°C por 10 min y se centrifugé a 11-

000 rpm por 15 min. Este extracto se pasé por una columna de

exclusi6n molecular Sepharosa 6-8 con un flujo de 3.5 mi/h.
Midiendo previamente 1a actividad enzimftica que di6 como re
sultado en AAbs 340 nm = 0.2014 de 5 ,1 de extracto. ’
Se colectaron 90 fracciones de 2.7 m! cada una, a las cuales
se les determiné actividad enzimética. Figura 9.

Se tomaron fracciones de 1a ndmero 44 a 58, dando un volumen
final de 40 m). Los cuales se concentraron en una celda Ami-
con (membrana PM-10) hasta un volumen final de 9 ml.

Los rendimientos se muestran en la tabla I.
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Figura 9 fracciones colectadas de la columna de exclusién
molecular Sepharosa 6-B.

~ MUESTRA ' - CONCENTRACION TOTAL
: ' (mg de protefna)
Antes de aplicar a la . 234.9
cotumna de DEAE.
Antes de aplicar a la 49.55
columna Sepharosa 6-B. ‘
Mustra semipura.

8.131

TABLA I




Figura 10 gel desnaturalizante Acrilamida-SDS al 11% .
10 u! de extracto antes de pasar columna DEAE, carril 1), 50
de extracto el elufdo por columna DEAE, carril 2), 10} de ex-
tracto pasado por columna Sepharosa 6-8, carril 3). En todos
los casos se usaron 30 .1 de amortiguador de disolucibn de pro-

tefnas BDP.

36
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c,~Separacién de las dos subunidades de la enzima Glutamato
Sintasa. '

1.- Por electroforesis en Acrilamida-SDS y electroelucién de las
subunidades.

Se tom6 una alfcuota de la enzima purificada (0.5 mg/0.5 ml)
y se 1levé a cabo una electroforesis en gel de Acrilamida-SDS pre
parativo; una vez terminada l1a electroforesis y detectadas las
bandas por tincién con azul de Coomasie, se cortaron éstas en pe-
quefios fragmentos de 0.5 * 0.5 cm aproximadamente. Y se electro -
eluyeron toda la noche a 4°C (ver materiales y métodos). Se colec
td el amortiguador de la cémara donde se encontraban los fragmen-
tos de acrilamida y se determind 1a concentracién de proteina. No
se detectd ésta en el amortiguador por 10 que se tifieron los tro-
z0s de gel para comprobar que en éstos sf se encontraba la prote-
fna, por lo que se repitid la electroelucidén y al termino de ésta
se detectl en el amortiguador muy poca cantidad de proteina(apro-
ximadamente 70 ug).

2.- Separacifn de las subunidades de la enzima GOGAT por el mé -
todo de Mantsala.

Se aplichd la muestra de la enzima (8.131 mg totales) previa-
mente equilibrada con el amortiguador de la columna, con un flu -
jo de 15 min/tubo colectindose 2 m1/tubo. Figura 11.

Por medio de electroforesis en geles desnaturalizantes-SDS
al 11% para proteinas se observaron las subunidades de la enzima
glutamato sintasa, figura l2.

Se colectaron por separado cada una de tas subunidades per -
tenecientes a 1a subunidad grande y a la subunidad chica. Se rea-
1128 una electroforesis con cada una de estas subunidades junto
con marcadores de peso molecular Albdmina de suern bovina (66 -

000) 8 -qalactosidasa (130000), y ovoalbdmina (45000).Figura 13,
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Figura 11 separacidn cromatogréfica por columna de exclu-
sidn molecular Sephacril-5300.
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Fig12

Figura 12. Ge! desnaturalizante Acrulamida-SODS a1 11%.
Muestra antes de aplicar a la columna Sephacri) $-300 carril 1)
fracciones # 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, carriles; 2, 3, 4. 5,
6, 7, y 8) pertenecientes a 1a subunidad grande de la enzima GO
gat. Fracciones 27, 28, 29, y 30, carriles 9, 10, 11, y 1¢. subd
unidad chica de 1a enzima MGAT. 2 ug 6-galactosidasa (Sigma),
carril 13). '



40

it ; f? ""!iu.l<ﬂ

* «=Sub ch

| Fig. 13

Figura 13. Electroforesis cel de Acrilamida-SDS-11¥%.
p-galactosidasa (130000 d) (2 un) carril a), ovoalbimina (45000)
(2 ug) carril b), albimina de syero bovino (66000) (2 ) carril
¢), subunidad grande de 1a enzima GOGAT (135000) (53 , ), carril
e). Se aplicaron todas las muestras junto con los marcadores de
peso molecular (Sigma) con 15 u1 de BODP.
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d.- Anflisis de aminodcidos.

Se dializaron por separado cada una de las subunidades con-
tra acetato de amonio 5 mmol llevando a cabo varios cambios de
amortiguador. Se concentr§ la muestra en una celda Amicon. Se hi
drolizaron alfcuotas conteniendo aproximadamente 30 ug/124 ul pa
ra la subunidad grande, y 30 ug/115 u) para la subunidad chica (
ver materiales y métodos). Se aplicaron 55 ul de los 60 ul tota-
les de cada una de las muestras al analizador de aminodcidos Du-
rrum D-50 (33), previamente calibrado con tres estdndares {10 n-
moles) de protefnas (Beckman) (AA Std Mixture 2.5 umoles de cada
aminofcido/m) diluido 1:5, por lo que se aplican 20 u1). El pro-
medio de estos tres estandires dados en cuentas analégicas digi-
tales (area bajo la curva) por una computadora digital PDPBa, se
muestra en la tabla II.

AMINOACIDO SIMBOLO DE SIMBOLO DE FACTOR
TRES LETRAS UNA LETRA PROMEDIO
Asn + Asp Asx 8 21918
Treonina Tre T 22993
~ Serina Ser S 23769
Gin + Gl Glx 4 23897
Prolina Pro P 49886
Glicina G611 G 24082
Alanina ~Ala A 24487
Valina Yal ] 26128
Metionina - Met (] 17409
Isoleucina e 1 19707
Leucina Leu L 19623
Tirosina Tir Y 21101
Fenilalanina Fen F 18639
Histidina . His ‘N 20560
Lisina o Lis K 23493
Arginina. Arg R 19091

 TABLA 11
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Una vez obtenidos los datos anteriores se prosiguid al cal-
culo de nanomolas.

Como primer paso se 1levd a cabo el cidlculo de 12 cantidad
de nanomolas tomando en cuenta la siguiente relacidn:

nanomolas recalculadas = Area / Factor
Donde:
Area = representada en la grifica

Factor = promedio del area de los esténdares {(tabla I1).

Por otro lado se sabe que es necesario corregir la cantidad
de nanomolas de los aminolicidos serina y treonina afadiendo un
102 y 5% respectivamente por deaminacidn ocurrida en el lapso
de 20-24 h de la hidrblisis (34).

Estos datos se procesaron con un programa de computadora (
Apple 2 plus) para obtener el nimero de aminofcidos (residuos).
Tabla II1, ‘

Una vez obtenidos los resultados se calculé la concentra -
cibn real real de cada una de las subunidades de la enzima GOGAT
obteniendose 1o sigufente:

Al sumar el total de nanomolas obtenidos por el anflisis (
ver tabla Ill)., Se obtuvieron 13,6 nmol en 55 ;1 de muestra por
1o tanto en 60 ,1 de volumen total de reaccidn se tienen 14.8 n
mol, teniendo en cuenta que el peso molecular pfomedio de un a-
minofcido es de 110 d. Podemos calcular el nimero de residuos &
aminoficidos de la subunidad grande donde su peso molecular es
de 135000 d, teniendo un resultado de aproximadamente 1227 re -
siduos o aminolcidos promedio 1o que representa el total de 1la
subunidad grande. Al dividir 1a cantidad de nanomolas obtenidas
entre el nimero de aminofcidos nos da un valor.de 12 pmol de la
“proteina de la subunidad grande contenidos en 1la alfcuota orf -
gimal (124 1) que & su vez ésta fué tomada de la muestra total
de 15.7 m1 por lo tanto se tienen 1.51 nmoles totales de 1a sub
" unidad grande. Los chlculos para 1a subunidad chica fueron lle-
vados a cabo de 1a misma manera.
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COMPOSICION DE AMINGACIDOS DE  uUTIL LZANDD FEN
COMO 14 RESIDID: POR MOLECULA
REALIZADO EL POR LETICIA

Sub ch
NUMERD DE ANALISIS DE AMINOACIDOS & 2180
NMOLES RES 1 OUOS ENTEROS
ASxs 1,917 857 -1}
TREs 1,023 .1 24
ER= 1,369 45,5t 4%
Gla: 2,153 .7, 12
PROs o Y v
OLY= 2,479 82.63 [ =]
ALA= (.877 £2.57 63
VAL: . 3%1 28,37 L
MET= 404 13,47 13
, ILE= , %7 19.57 20
Subunidad chtca=3.429 nmoles LEP 1.00¢ 33,93 24
= ()

=0.1869 mg de ;Sr- (.u ?Q ?4
protefna. HiS= ,22) 7.77 )
LIS= (492 16a4 16
MRG= , 492 23.07 23

Cls= NO ND

TAP= ND N

PESD MOLECULAR APROXIMADD = %1035.28
PESO MOLECULAR IMTEGRAL APROX= S1ia3

COMPOSICION DE AMINOACIDOG DE UTILIZANDO MET

Subunidad grandes1.51 nmoles éﬁz&'ﬁsm"&s L’g,;‘%‘w

=0.2038 mg de Sudb g
protefns. NUMERO DE ANALISIS DE AMINCACIDOS 1 2179
NOLES RESLOUDS ENTEROS
ASK= 1.697 163.5% 164
TAE= 979 94,93 9
SER= 1,173 114.23 114
oLy= 1,707 165.53 166
PRO= ¥ 4]
le 2,08 198.4 198
ALAT 1, 192 192
VAbs . 796 17.1%9 n”
MEYs . 169 1) 16
HE= . 500 49.36 [
LEU= 1,048 101.62 192
TiR= .2 19.39 19
FEN= .2 19,39 19
Hise .228 .08 23 .
Liss .44 42,47 43
ARGs , 433 41, 9% Y
Cis= ND ND
™"P= Nl ND

PESO MOLECULAR APROXIMADG = 132612, 06
PESO MOLECULAR INTEORAL APROXs 13283
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DISCUSION

1,- Caracterizacién de los plésmidos pGOL3 y pGOL7 por medio
de endonucleasas de restriccién.

Una de las estrategias utilizadas para el estudio de la re-
gulacidn de un gen consiste en la clonacién de) mismo, asf como
su caracterizacifn fisica. Utilizando el mapa se pueden llevar a
cabo varios tipos de experimentos, como la subclonacibn de frag-
mentos de DNA para su estudio directo (expresibn), y por otro la
do, el disefio de estrategias para obtener la secuencia nucleot{-
dica de los mismos. En este caso se caracterizaron dos pl&smidos
derivados del pRSP20 (ver figura 6 A, B, y C) los cuales como se
menciond contienen un fragmento de DNA cromosomal correspondien-
te 2 la subunidad chica de la enzima GOGAT,

La importancia de la caracterizacién de estos derivados es
comprobar la existencia de un promotor que como se puede obser -
var en la figura 6B es probable encontrarlo cercano a los sitios
mapeados Pst I y Pvu 1] (19).

Se tenfa evidencia que el plésmido pGOL3, aunque no codifi-
caba para la subunidad chica completa (por no contar con la can-
tidad suficiente de nuclebtidos), sf codificaba para un fragmen-
to de este péptido (26000 d) (700 pares de bases) por lo que es-
te fragmento de DNA podria contener algin promotor. En el caso
del plésmido pGOL7 se quiso restringir a cantidad de DNA, para
de esta forma delimitar el promotor, pero por medio de la técni-
ca de minficélulas (datos no publicados) no se detects ninguna
protefna 1o cual nos podfa sugerir que en este fragmento de DNA
contenido en el pléismido pGOL? no existfa ningun promotor, y & -
poyaba la evidencia que este promotor posidblemente se podria en-
contrar muy cercano al sitio de Pvu Il (el cual no estaba conte-
nido en el plésmido pGOL7).

' Con estos datos una estrategia interesante podria ser el
clonar fragmentos cercanos al sitfo Pvu Il ya mapeados como son
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los sfguientes fragmentos:
de Hae 111 (510 pb) - Pvu 11 (670 pb)

Pvu Il (670 pb) - Hae III (1670 pb)
Hinf I (350 pb) - Hinf 1 (800 pb)

Con estos datos se pueden diseflar varios experimentos; ob-
tener la secuencia nucleotfdica, asf como el clonar estratégi -
camente fragementos en los vehfculos probadores de promotores
(35). Por otro lado con el mapeo se pueden llevar a cabo expe -
rimentos de fusiones de genes y deleciones de los fragmentos de
interés.

2.- Columna Protefna A-Sepharosa.

~ Alin cuando en la técnica de doble inmunodifusibn (36), se
observaron bandas de precipitacién en los pozos 1 y 2; en el mo
mento que estos anticuerpos se adsorbieron por la regibn Fc 2
la columna Proteina A-Sepharosa (esto se comprobd 1levando a ca
bo 1a determinacién del tftulo de anticuerpos de 1a fraccién no
retenida) estos anticuerpos no tuvieron la capacidad de retener
a 1a enzima GOGAT, Hay que tomar en cuenta que estos anticuerpos
se mantuvieron congelados durante 4 afios por lo que su activi -
dad debe haber disminuido grandemente, y por 1o tanto 1a concen
tracifn de anticuerpos con capacidad de retener 1a enzima debid
haber sido muy baja, por 10 mismo la concentracién de protefna
no pudo ser detectada por el método empleado, En cuanto a 1a
banda observada, esta pudo haberse debido a una poblacibn de an
~ ticuerpos contaminantes que tuvieron la capacidad de retener es
ta fraccién (37).

3.- Purificacidn de Ya enzima GOGAT por el método Sakamoto.

Cabe mencionar que aGn cuando se montaron las mismas con -
~diciones no se lograron obtener los mismos rendimientos repor -
tados (1.21 mg/30 g de células). En este caso las pérdidas se
“obtuvieron bisicamente en los pasos de precipitacibn con sulfa-
to de amonio saturado, por otro Jado éstas fueron necesarias pa




ra evitar contaminaciones con otras protefnas dentro de la puri
ficacién. Ademfs fué necesario repetir la técnica para obtener
la cantidad suficiente de enzima y posteriormente separar las
subunidades,

Para 1a obtencién de grandes cantidades de la enzima es ne
cesario el escalamiento del método. En este caso no se optd el
escalamiento ya que como se menciond anteriormente el objetivo
de 1a purificacién de 1a enzima era el poder realizar la separa
¢ién de las subunidades para asf{ 1levar a cabo andlisis de ami-
no&cidos y en un momento dado 1a secuencia de los fragmentos ma
peados para su posterfor comparacidn con la secuencia de amino-
§cidos.

4.- Electroelucién de las subunidades de 1a enzima GOGAT.

A pesar de que se han descrito en la literatura una recu -
peracién de hasta el 85% para diferentes protefnas (30) (8-ga -
lactosidasa, albGmina de suero bovino. lactato deshidrogenasa)
en la metodologfa usada en este trabajo, la recuperacibn fué
muy baja (14%). La razén de ésto podrfa ser porque aunque se u-
saron condiciones muy similares, e) aparato de electroelucibn
no fué el mismo, ya que el reportado en la literaturs se reci -
claba el amortiguador de electroelucién y &ste puede ser un pa-
rémetro importante para la recuperacién de 1a protefna. Ademis
como se tif6 con azul de Coomaste y éste estd disuelto en &cido
acético y metanol, este G1timo precipita las protefnas y de es-
ta forma se puede atrapar en la malla de) ge! la protefna evi -
tando asf una buena recuperacidn. Existen otros factores impor-
tantes a tomar en cuenta, como el peso molecular , ya que entre
mis grande sea la protefna més difici) su electroelucidn tenien
do reprtados rendimientos més altos para las protefnas mis pe -
quefas y los bajos para las grandes. Por lo tanto este método
es bastante eficiente si se toman en cuenta toda clase de facto
res, as{ como el contar con una clmara para reciclar o agitar
e) amortiguador, y por otro lado Vlevar a cabo la visualizacién
de las protefnas con acetato de sodio 4 mol ya que este método
de visualizacién es mls sensible que e) método de Coomasie.
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5.- Separacién de las subunidades de GOGAT por cromatograffa.

La metodologfa uasada para separar las subunidades (7) es
té disefada para 400-500 g de células sin embargo en este tra-
bajo el total de células que se Vlegl a obtener fué de 200 g
lo cual fué suficiente para obtener una cantidad adecuada de la
enzima oligomérica para la separacién posterior en sus respec-
tivas subunidades. Desafortumadamente no se puede estimar un
rendimiento comparativo con la metodologfa reportada ya que es
ta no uncluye rendimientos.

6.- Anblisis de aminodcidos.

Fué importante 1levar a cabo el anflisis de aminofcidos
de las dos subunidades de la enzima GOGAT, no sélo como ani
Tisis previo para en un fyuturo determinar la secuencia de ami
noficidos, sino también para obtener una estimacibn real de la
cantidad de protefna obtenida, y calcular la recuperacién pa-
ra as{ saber con cuanto se va a contar para la secuenciacién
de aminofcidos. Y para ésto hay que tomar en cuenta varios
factores importantes como los siguientes: '

No se detecta comunmente 1a cistefna ya que los grupos
sulfhidrilo de ésta son inestadles y tienden a oxidarse, La
determinacidn de la cistefna se puede llevar a cabo oxidando
esta a Bcido cistfco con &cido perférmico (39). La prolina no
absorbe a 570 nm como los demfs aminodcidos por ser una imina
(color amarillo con ninhidrina) por 1o que se debe leer a 440
nm. E) triptofano se destruye por el tratamiento con HCl y el
calor, entonces se puede detectar con hidrblisis fcida usando
mercaptoetano sulfdnico 3 N (40), se pierde algo de serina y
treonina por esta misma razén, las cuales como se menciond an
teriormente se deben corregir aumentando un 10% y 5% respecti
vamente.
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También hay que tomar en cuenta que el grupo amino de 1a as
paragina y de la glutamina se degrada, dando écido aspértico y
glutémico por 1o que se reportan juntos como Asx y Glx respecti-
vamente. Tomando en cuenta todos estos factores, esta informa --
cién es muy importante ya que df el nimero y tipo de aminolicidos
que son esperados durante la secuencia,
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CONCLUSIONES

A partir del hallazgo de la enzima GOGAT y del papel impor-
tante que juega ésta en el metabolismo nitrogenado, se han lle -
vado a cabo varfos estudios para tratar de entender su regula --
cibn asf como su relacién con la enzima glutamino sintetasa (GS)
(41), glutamato deshidrogenasa (GDH), y aln con otras enzimas
como por ejemplo con la enzima Fumarato reductasa de E.coli (42)
1a cual también esté constitufda por dos subunidades, as{ como
por Fierro-azufre. En el caso de esta enzima Fumarato reductasa
(1a cual se relaciona tambidn con la flavoenzima succinato des -
hidrogenasa), se han 1levado a cabo estudios similares a los rea
1{zados con Ta enzima GOGAT (estudios en plésmidos derivados, ex
presifn en minfcélulas, secuencia nucleotfdica, secuencia de ami
“nofcidos, etc.) y se encontrd que la subunidad ligera de la en -
zima Fumarato reductasa se comenzaba a transcribir a partir del
final de 1a secuencia de 1a subunidad grande, y en la misma dif -
reccibn, bor-lo que estas dos sudbunidades estén sobrelapadas (el
codén de terminacién usado para la subunidad grande es un compo-
nente del sitio de unidn de ribosoma para la subunidad ligera.
Este hallazgo puede reflejar un intento de la célula de mantener
poco genoma, una situacién que conduce a un crecimiento répido
~‘del microorganismo en un medfo , dando ventaja sobre otros micro
~organismos cuando se encontraran en un ambiente competitivo o
- 'una forma de regular estos genes, Este pudiera ser el mismo caso
de Ya enzima GOGAT donde la subunidad Vigera pudiera estar tras-
Tapada con 1a subunidad grande.

~ Ast pues con los datos obtenidos en esta tesis se pueden di
sefar experimentos encaminados a tratar de encontrar regiones re
~gulatorfas, fases abiertas de transcripcién, codones de termina-
cidn, y sobre todo dbuscar el promotor de 1a subunidad ligera ya
que los estudfos realizados hasta ¢l momento apuntan hacia el he
cho de que cada una de las subunidades de 1a enzima GOGAT conten

-ga su-propfo promotor, ys que como se menciond se cuenta con

“plismidos independientes que codifican tanto pars 1o sudbunided
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grande como para la subunidad chica de la enzima GOGAT,

Todo esto podr& ser descifrado determinando la secuencia nu
deotfdica de los fragmentos mapeados en este trabajo y la compa-
racién de €sta con la secuencia de aminodcidos.

Cabe mencionar que también es importante el estudio de esta
enzima en otros organismos como por ejemplo en eucariotes como
en el caso de los estudios realizados en Neurospora crassa (4).
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