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INTRODUCCION 

1) Generalidades. 

La gran mayorfa de los organ~smos vivientes obtienen el ni
tr6geno en forma combinada como amonio, nitritos, nitratos y aún 
compuestos m!s complejos como lo son los amfnolcidos (1), excepto 
algunos microorganismos como las bacterias fijadoras de nf trdgeno 
molecular de la atru~sfera. 

Existen dos procesnsfmportantes en el metabolismo nftrogen! 
do. 
a) La asimf lac6n de este elemento a partir de los compuestos di! 
ponibles en el medio en donde 11 forma de esta asimflactdn depen 
de del organismo y 
b) La utilizactdn de este nttrdgeno en la btosfntes1s de los com 
puestos necesarios para la supervivencia del organismo. 

Los amtnofcfdos glutamato y glutamina son fundamentales en 
la asfmflact6n y biosfntests de los compuestos nitrogenados ya 
que estos actdan como donadores de nttr6geno en reacciones bio
sintfttcas. 

El glutamato es donador prt••rio dtl grupo a•ino para 11 
biosfntesis dt a•f nolcidos prfncf palm1nte por la vfa de transa•! 
nacidn. 

La glutamina puede donar su grupo amido para la bfosfntesfs 
de aminoacidos, purinas, pirfmidinas, amonoazucares asf como o

tros compuestos. 
Tanto la formacidn de aminoactdos asf como la dtstrfbucidn 

del nttrdgtno tn la cflula st ha estudiado profundamente en pro 
cartotes y aquf trataremos esencfal•entt sobre la formacfdn dt 
glutamato y gluta•tna en enterobacttrfas en general. 

Se sabe que las enterobacterfas utilizan glucosa como fue~ 

te de carbono y amonto como fuente de nttrdgeno, para crecer en 
un medio mfnfmo, en estas condtcfones el metabolismo 1ntermed1! 
rfo funciona principalmente con los grupos nitrogenados que pr! 
vienen de glutamato y glutamtn1. 



El glutamato se produce por tres vfas dependiendo de la o 
las disponibilidades de n1tr6geno org4nfco que se encuentren en 
el medio. teniendo asf las vfas que utilizan 2-oxoglutarato en 
reacciones como son: 
a) Reaccf4n catalizada por la enzima deshidrogenasa glut&mica 
(L-glutamato: NADP+ oxidoreductasa: E(l.4.1.4) (GDH). 

NADPH.¡.H+ NADP+ 

2-oxoglutarato + NH4+ ~ ../L-Glutamato + H20 

b) Reacci6n catalfzada por la enzima glutamato sintasa (L-glu
tamato: NADP+ oxidoreductasa E(l.4.13) (GOGAT) que funciona en 
for•a acoplada con la reacc14n dependiente de ATP que es cata-
11zada por la enzima glutamfno sfntetasa. 

NADPH+H+ NAop+ 

2·oxoglutarato + L-glutamina \_ ) L-Glutamato 

e) La vfa ~u~ utflfza 2-oxoglutarato y los grupos amino de otros 
a•inofcfdos por tr1ns1m1nacf4n teniendo la reaccf6n general: 

transamfnacf4n 
1mfnolc1do + 2-oxoglutarato L-Glutamato + ceto4cfdo 

La for1111cf6n de glutam1na se realiza por una sola vfa me
d11nte la reaccfOn catalfzada por la enzima glutamfno sintetasa 
(L-glut1•1to: a•onfo-lfgasa E (6.3.1.2) (GS). 

Esta enzima esta sujeta a varias formas de regulacfdn tanto 
en su concentracf6n como en su actividad (2). 

ATP ADP + Pf 

L-glut1•1to + NH4+ ~ ~ L-glut1min1 



En estos microorganismos se han observado reacciones cata· 

lizadas por deshidrogenasas glutamtcas pero que utilizan NADH 

y estas parecen estar involucradas en procesos catabólicos como 

la desamfnaci6n oxidativa. mientras que las deshtdrogenasas gl~ 

tim1cas dependientes de NADPH realizan principalmente la fun • 

c16n biosintética (aminac16n reductfva) del glutamato. En las 

enterobacterias se ha descrito solamente la GDH biostntfttca. 
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J J 
Donador de ~""°' Amino lbMldor de grupos Amida 

FIG 1 

En la figura 1 se esquematizan las formas de f ncorporac16n 

del amonio a moleculas org,nicas y las tres principales vfas de 

fQrmac16n del glutam1to para llegar a 11 b1osfntes1s degluta • 

11in1. 



FIG 2 

Puede observarse que la 1s1~11ac16n de amonio y su ut111-

zac10n para la for•ac16n de glutamato en las enterobacterias 

esta controlada por las tres enzimas antes •enc1onadas: GDH, 

GOGAT, GS y la relac10n entre ellas se esquematiza en la figu

ra 2. 

De las enz11as mencionadas tratareMos en particular de la 

gluta•ato stnt1s1 (GOüAT). 
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Se ha descrito que el mecanismo primario para la sfntesis 

de amino4cidos 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 amino -

4cidos analogas como la alanino deshidrogenasa. Sin embargo, Te 

mpest y colaboradores (3), realizaron observaciones que apunta· 

ban hacia una vfa alternativa de la asimilacidn 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 glut4mica eran aún 

capaces de crecer en medio mfn1mo. 

b) La sfntesis de desh1drogenasa glut4mica en K1ebsie11a aero • 

genes podfa ser reprimida casf totalmente sin afectar la capacJ 

dad de estos microorganismos de asimilar amonio y crecer en un 

medio mfnimo. Una investigactdn detallada de este hecho reve16 

la existencia de una enzima que utilizaba glutamina para sinte· 

tizar glutamato y que era desconocida hasta entonces. 

Se establecid claramente que la sfntests de gluta•ato en 

cultivos de Klebstella aerogenes limitados en amonio podfa efe~ 

tuarse por un proceso que involucra dos etapas: Primera~ente 11 

sfntesis de glutamina donde se utiliza una molfcula de ATP, y 

posteriormente la transferencia reductfva del grupo amido a la 

postctdn 2 del 2-oxoglutarato form¡ndose asf dos moltculas de 

glutamato consumiéndose en esta última reaccfdn NADPH, teniendo 

como resultado la siguiente reaccidn. 
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NH4+ + L-glutamato + ATP GS )L-glutamina + AOP + P1 

L-glutamina + 2-oxoglutarato + NADPH + H+GOGA')L-glutamato+ NADP+ 

NH~ + 2· oxoglutarato + ATP + NADPH + H+~--~L-glutamato + NADPH+ 

+ ADP + Pi 

FIG 3 

Tempest y colaboradores (3) realizaron un estudio del con

tenido y dfstribucidn de GOGAT y de GDH en varias especies de 

bacterias y levaduras encontrando que GDH estaba ampliamente 

Jistribuida, no siendo el caso de GOGAT. 

Este estudio incluye a organismos fijadores de nitr6geno, 

varias especies de algas 1zul-verdes, algunos anaerobios, bac

terias termofflfcas y crtofflicas. 

Por otro lado recientemente se ha descrito actividad de 

GOGAT en ciertos organismos f>t1r.ariotes tales como grr~~h.a.

ro~yces y Neurospora f.~~ (4J. 



Respecto a las plantas se sabe que las dos enzimas importan 
tes para la sfntesis de glutamina asf como para la transferencia 
de su nf tr6geno amfdo a otros amino4c1dos son la g1utamino sin -
tetasa {GS) y 1a glutamato sfntasa (GOGAT) respectivamente. 

Estas dos enzimas se han aislado. encontr&ndose a la gluta
Mino sintetasa tanto en el cttosol como ~n los pllstidos. a di -
ferencta de la glutamato sintasa que s61o esta presente en los 
pUstidos (5). 

Por lo mencionado anteriormente es claro que la enzima glu
tamato sintasa (GOGAT) Juega un papel muy importante en el meta
bolismo nitrogenado de 1os organismos. 

2) C1r1cterfst1cas de 11 enzfm1 Glut1111ato Sintasa {GOGAT). 
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El nombre de 11 enzfm1 se debe a que fsta cat1liza la sfn
tests de glutamato pero no utf1fza ATP, las sfgl1s GOGAT provf! 
nen de •Gtut1mtno (amfdo): 2-oxoglutarato a•tno tr1nsferas1 (oxf 
do reductasa NADP)M no•bre sugerido fnfcfalmtnte por Tempest (3). 

GOGAT es una flavoprotefna que contiene 7.8 moles de flav! 
na,38.4 moles de hierro 30.4 iaoles de azufre por •ol dt prote -
fna. 

Su coeff.c tente de sedh1.entacHSn es dt 20 S. Su peso .ole -
cular es dt 800,000 d por equflfbrto de s1dt•ent1ctdn y ffltra
ctdn en gel. Los tres espectros de 1bsorcfdn max1ma que posee 
la 1nzf•1 son 1 278, 380 y 440 n•. Por espectros de absorcfOn 
1 de reson1ncf1 electrOnfca paraMagnfttca del NAOPH reducido se 
sugiere 11 fo.rmact~n de un fntermedfarto flavfna semtqutnona •! 
table. 

La protefna pura mtgra como banda Gnfc1 en electroforesis 
en geles de polt1crfl1mtda a pH 7.2 y 8.5 y cuando se trata es
ta enztma con S,D.S urea o guanfdfn1, aparecen dos polipfptfdos 
de 135 ,000 y 53 .ooo de peso molecular en !.&!!· .Y de 51,000 y 
175,000 d en Klebsf!l1• 11ro1en1s. 

Las constantes de Mfch111fs-Menten (k•'s) son las st9ufen· 
tes: 



• 

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

SegGn Mtller (6) se puede mantener la enzima pura a 80ºC 

en presencia de 2-oxoglutarato y EDTA por mas de un ano conser
vando su actividad total. El pH 6ptfmo es 7.6 y entre los m4s 
potentes tnhf btdores de la actividad de la enzima est4n L-aspar 
tato. L-met1on1na, D-glutamato y NADP+. En la subunidad pesada 
es donde se une la glutam1na, para la formaci6n de glutamato, y 

esta actividad es dependiente de flavinas y del Fe-s ·contenidos 
en esta subunfdad; se determino tambffn actividad de glutamina
s1 en esta mfs111a· (7,8). 

En cuanto a la subunidad ligera. se observd que tambifn p~ 
d,a fO.rmar glutamato a partir de a111onto, en reaccfdn similar a 
h de GDH. 

Pudiera pensar~e que la GDH y la subunfdad ligera de GOGAT 
son la misma protefna pero esta pos1bt11dad queda descartada a~ 

te la falta de reacct6n cruzada entre los anticuerpos anti-GDH 
y la subun1dad ltgera de GOGAT (7), 

Poco se conoce sobre 1a regu1aci6n de la formaci6n de la 
enzh11 GOGAT (2). En trabajos realizados con Klebste]L! !.!ro9e
!!! se observan algunas contradfcctones ya que algunos trabajos 
reportan altos niveles de la enzima en cultivos limitados de 
u1on10 (9). En contraste, al ut111zar otra cepa diferente de!~. 
aeroge.!!.!! se encontraron que los niveles de GOGAT eran mas ba -
jos al crecer 1u cflulu en hs 111i111as cond1ctones l11111tantes 
dt 1111on10 o 9luta111fn1 (10). 

Brenchley y col. (11) reportaron e~ un extenso estudio con 
S.t1phi111ur1um la existencia de altos niveles de GOGAT en cflu • 
las silvestres crecidas en medio mfnimo con glucosa y exceso de 
a111on1o a pesar de la presencia de gluta•ato y glutam1na. Sin em 
bargo se encontr6 una actividad baja en cultivos crecidos con 
caldo nutr1t1vo o en medio de glucosa y a•on1o suplementados con 
•sp1rt1to o una co•binac16n de-~m1no•cidos que inhiben la acti
vidad de GS (glutamino s1ntetasa), O crecidos en condiciones lj 

•1tantes suplt•entados con glutamato y glutamina. 
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En suma, células crecidas con glutamato como única fuente 
de nitr6geno 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 E.co11. con una mutaci6n termosens1 
ble de la glutamil-tRNA sfntetasa, cuando se crecen a una tem
peratura parcialmente restrictiva y donde la velocidad de cre
cimiento se vefa reducida. En este caso los niveles de GS se 
incrementaron 50 veces 1o cua1 podfa alterar el nivel intrace
lular de g1utam1na. 

Aunque no es posible establecer aan un panorama definiti
vo acerca de la regulac16n de GOGAT, es claro que la sfntesis 
de esta enzima está regulada. 

Sobre la genftfca de la formaci6n de GOGAT se han descri
to cepas mutantes en K.pneumonhe 1 K.aerogenes. E.coli y h!.l· 
phimurium. que son incapaces de crecer en medio mfnimo con gl~ 
cosa conteniendo una baja concentraci6n de a•onio o una varie
dad de compuestos nitrogenados como dnica fuente de nttr6geno. 
Estas cepas fueron descritas co10 Asm· o negativas para la as! 
1tlaci6n de amonto (13). 

El locus genfttco involucrado en 11 bfosfntests de GOGAT 
denominado gltB , se report6 orfgfnalmente unido al locus mal 
P.Q. sin e1b1rgo. Pahel y col. (14) han re1oca1tzado este lo -
cus (gltB) en 11 cercanfa del gene argG en el cro1oso1a de 
E.colt. Tyler ha propuesto (2) que el fenotipo As•· podfa re • 
sultar de mutaciones de cualquiera de los genes estructurales 
ya que la enztma GOGAT est• formada por dos subunidades dtfe -
rentes, o b1en que este fenotipo podfa resultar tambtfn de al
teraciones en una o mas protefnas regulatorias. 

Sin embargo aun no se ha reportado cepas Asm· que pierdan 
la acttvtdad dt GOGAT por una mutac16n no ligada a argG lo que 
sugttrt que los genes para ambas subunid1des estin cercanos a 
argG. 
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ANTECEDENTES Y OBJETIVOS 

Ante la cantidad de datos obtenidos por cepas mutantes se 
ha pensado en estudiar los genes de esta enzima desde un punto 
de vtsta mis directo y una alternativa interesante para estu -
d1ar a estos genes se ha presentado con el ais1am1ento de p14~ 

mtdos que co•plementan mutaciones presentes en el cromosoma de 
E;co11 K-12 (15}. 

Estos p14sm1dos se han aislado a partir de un banco de 9! 
nes de E.colt (16). Esto h• a~1erto la postb111dad de estudiar 
la organizactdn ff.s1ca, transcrtpctdn en multicopia y regula -
ctdn de estos genes. 

Los pl4smtdos aislados son pACRl que complementa la muta
c16n glnA20 de la cep1 MX705 auxdtrofa para glut1mtn1. con es
te plasmtdo se pres1nt1 actividad de glutamino s1ntetasa (GS). 
Los plfsmtdos pRSPl y pRSP20 que co•plt•tntan las mutaciones 
gdh-1 y g1t-B31 resptcttvamente de la cepa PA-340. Cflulas de 
esta cepa conteniendo estos dos plfs•tdos por separado, pier -
den ahora la auxotroffa por gluta•ato. En el caso de 11 cepa 
MX729 (pRSP1/PA340) se detectd actividad de GDH pero no de la 
enzima GOGAT y en el caso de la cepa MX730 (pRSP20/PA340) se 
tiene ahora acttvtdad de GOGAT pero no de GDH (is). 

Actualmente sabemos que el plasmtdo pRSP20 contiene los 9! 
nts que codifican para 1as dos subuntd1des de la enzfma GOGAT. 
Esto se ha demostrado por medto de expert•entos de complemen -
t1ct6n. tnmunoprec1pttactdn y mintcflulas conteniendo el plls
mtdo pRSP20 en donde se observa la pro~ucctdn de dos polipfp -
ttdos de 135,000 y 53,000 d de peso molecular en e1ectrofore -
sis de acrtlamtda·SDS. 

De este plfs•tdo pRSP20 se han obtenido derivados, que 
por •td1o de tfcntcas como el sistema de mfntcflulas, se ha d! 
Mostrado gue contienen cada una de las subunidades de la enzf
•a GOGAT(19). 

10 
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Es de gran f nterés entonces tener la caracterizaci6n de es
tos genes de GOGAT y tratar de entender la regulaci6n de los mi! 
mos. Para esto se ha pensado en dos estrategias; por un lado la 
determinacidn de la secuencia nucleotfdf ca de estos genes para 
lo que es conveniente tener un mapeo fino de los sitios recono -
cfdos por diversas endonucleasas de restricci6n en las regiones 
de DNA cromosomal contenidos en los pllsmfdos derivados del pRSf 
20. Y por otro lado purificar las dos subunidades de la enzima 
GOGAT para determinar la secuencia de aminolcidos tratando asf 
de definir las regiones regulatorfas y estructurales de los ge -
nes de la enzima GOGAT. 

los objetivos especfftcos de esta tesis son : por un lado 
realizar un mapeo ftno de los s1t1os para enzimas de restr1ccfdn 
en algunos derivados del pRSP20 dentro de los genes de GOGAT y. 
por otro lado 11 pur1ftcacf6n de las subunfdades de esta enzima 
por separado. 
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MATERIALES Y METODOS 

1) Cepas. 

Cepa CS520 - Genotipo - Hfr, trp A58. metBl, glyVSO, su~F58 

re1A1 (16). 

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

2) Medios de cultivo. 

2.1 Lo~ 1n0culos se h1cteron en caldo Lurte (LB), el cual con
tiene: 
Bacto-Tr1pton1 (Dffc.o) al IS, extracto de levadura (Dtfco) 
al O.SS, NaCl 11 11 y NaOH 2,5 mol. Para aislar cepas se 
uso ag1r Lur11, el cual contiene: agar (Dffco) al 2% y am
p1ctltn1 (100 Mg/1), tetracfcltna y cloranfentcol (30 mg/1) 
cu1ndo ful neces1r10. 

2.2 El medio mfntmo M-9 para la purtffcactOn de plismido, est4 
const1tufdo por• 20 ml de glucosa 11 201, 4g de casamfno -
ac1dos (Difco), 10 ml de Mgso4 0,1 mol, 10 ml CaCl2 0.01 
mol. 100 ml de sales lOX ( diez veces concentrada) compue~ 

tas por: 132 g de Na2HP04•7H20, 30 g de KH 2Po4• 5 g de NaCl 
10 g de NH4Cl. todos los re~uerimtentos de la cepa P678-54 
son: 4 1111 de prolfna al 41, leucina al U, h1stidfna al J'.l'. 

treontna al 21, y 0,2 1111 de vitamin1 81 al 1%. Los amfno · 
actdos fueron esterilizados por filtractOn y la glucosa y 
sales lOX esterf11zados por separ1do en autoclave ( 120ºC, 
15 lb. 20 mtn). 

2.3 El medio empleado para cultivar la cepa CS520 de la cual 
se parte para llevar a cabo la purificacf6n de la enzfma 
glutamato sfntasa GOGAT ful el siguiente: 150 ml de NNlOX 
(por litro KH2Po4 136 g, K2so4 26,1 g, FeS04•7H20 (0.5 mg) 
KOH 10 mol 100 ml), mis 15 ml de cada uno de los siguientes 
componentes: cac1 2 0,01 11101, glucosa 20%, MgS04 0.1 mol. 
NH4Cl 81, trfptofano 0.51, metfonfna 0.7% y aforar a 15 1 • 
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con agua destilada esUril. 

3) Mapeo de sitios reconocidos por endonucle1s1s de restricci6n. 

La¡ endonucleasas de restricci6n son enzimas que reconocen 
secuencias especfficas dentro de la doble hélice de DNA y han 
sido divididas en tres grupos. Las endonucle1sas clase dos son 
las mas Qtiles ya que reconocen regiones especfficas de 4. 5, 6, 
7. u 8 pares de bases. 

denominación 
cor te mol~ cu las resultantes de los extremos 

5
1 

3
1 

CD -A·OH ® o-lATTT- 5
1 

salientes 1 • 

-¡11 AA5,o~ HO-A 

s' s' 
·1) -AAA-OH C~o- TTT -

1 • ' • 1 • rasos - T T T .. -o {'.) HO¡.AAA -

s' 
~-o-T-@ -AAATT·OH 3

1 
salientes • te-/TAAA--T-o-® 

F1g~ 

En 1• ftgur1 4 se esquem1tiz1n las tres formas de cortes 
efect1dos.por endonu~leas~s de restr1cct6n y los ext~emos que 
genera. 
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Cuando un ONA es hfdrolizado con una endonucleasa de restric 
cidn. dste es roto en varios fragmentos los cuales al ser separa
dos en gele~ de agarosa o poliacrilamida, segan su peso molecular 
forman una serte de b1ndas (patrdn de restricción). el cual es C! 
racterfstico de cada DNA tratado con esa endonucleasa. De esta m! 
nera se pueden loc111zar sitios para endonucleasas de restricción 
Y poder tener un mapeo ffsico de un DNA (21). 

Con excepcidn de PvuI (P.L.Biochemfcals) las otras enzimas 
de restriccidn usadas en este trabajo fueron purificadas de acuer 
do al procedimiento de Green (22). Se adicion~ a la mezcla de rea~ 

cfdn 1/10 del volumen de amortiguador lOX de la enzima usada. Las 
reacciones con endonucleasas fueron incubadas a 37ºC (a excepción 
de taql que fuf incubada a 60ºC) durante el tiempo requerido de 
acuerdo con.la actfvfdad de cada enzima. y posteriormente se de
tuvo la actividad mediante ca1entamiento a 65ºC durante JO mfn. 6 
adicionando 1/3-1/5 del volumen de reacción de la siguiente mez -
cla (urea 10 11101, etanol de xf hno O. 05%, uu1 de bro"'ofenol O .05% 
en agua). Cuando fuf necesario, tas mezclas fueron extraidas con 
un volu111en de fenol saturado y un volumen de cloroformo (este tr! 
taMtento elfmfna lt protefna tdfcfonada) y precf~fta~as con dos 
volu111enes de etanol frfo y 1/25 de NaCl 5 mol. 

4) Electroforesis en geles de agtrosa y 1crtla•fd1 y 1crf l1111td1-
SDS. 

La electroforesis se llevd a cabo en placas confor111e las con 
dfcfonts descrft1s por Bolivar tt.al.(23). Agarosa (Bfo-Rad) al 
11 disuelta por calor en a111ortiguador Trts-Boratos-EDTA (Trtzma 
Bast (Sigma) 90 mol. EDTA 2.5 11101, H3eo3 90 11101. pH 8.21. las 
Muestras, con un contenido de 0.5-2.5 u1 de DNA. se coloc1ron en 
los carriles en un volu111en de 10-40 .. 1 cada un1. La electrofore
sis se llevo 1 cabo a 1500 V y a temperatura ambiente durante 1 
hora, este tipo de gel fuf usado cuando se tratd de fragmentos 
de peso molecular alto (1-4 Md) (Megadalton). 

Los geles de polfacr11am1d1 11 7,51 11 prepararon mezcl1n· 
do 3 ml de amort1quador Tris-Boratos ~DTA lOX, 7,5 1111 de so1u • 
cidn acrilam1da-btsacr11am1da (81o-Rad) al 281 1 0,6, respectt-
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vamente, 150 ul de NH4s2o8 (Persulfato de amonio). Despufs de des
gas1f1car al vacfo se adicionaron 15 ul de TEMED (N,N.N'.N' tetra
met11etilendiam1na) (Bio-Rad) y se vació esta mezcla a la placa. 
Estos geles se usaron para fragmentos de DNA de tamano peque"º de 
0.015-1 Md. 

Despufs de terminada la electroforesis, los geles se sumergi! 
ron en una soluci6n de bromuro de etid1o (0.4 mg/ml Stock se toma 
una d11uc16n de 1:1000 para teftir los geles) (Calbfochem) y se 11~ 

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 
lla No.9 Kodak Wrctten y pelfcula TriX-Pan Kodak con una clmara MP 
5 Polarof d y con una exposf ci6n de 5-10 min. 

Los geles de poliacrilamida al 11% en presencia de (SOS) do • 
dec11 sulfato de sodfo, fueron preparados de acuerdo al método de 
LaeMmli (24). 

Gel fnferior (gel separador).- 8.25 ml de Acril-Bis (29.2S 
acrf lamida. o.es bisacrf lamida) 4.5 ml de Tris 2mol pH 8.8, 0.113 
•1 de SDS al 101. 0.3 •1 de persulfato de amonio (10 mg/Ml) 15 ul 
de TEMED y 8.93 ml de H2o, desgasificar al vacfo, Esta mezcla se 
vacfa entre las placas de vidrio de la cl•ara de electroforesis. 
Una vez polimerizado el ge1 se procede a preparar el sfgufente gel. 

Gel superior (gel empacador).· 1.75 •1 de Acri1-81s, 0.325 •1 
de Trts 2 •ol pH 6.8, o.os •1 de SDS al 101, 5.75 ml de H2o. 0.1•1 
de persulfato de amonio (lO•g/•1) y 5 ul de TEMED. Esta mezcla se 
vacfa sobre el gel separador (inferior) hasta poltmerfzaci6n. 

La •uestra se debe tratar con el a•ortiguador de df so1uci6n 
de protefnas el cual contiene lo stg&ante: 0.1 g de SOS, 100 ui de 
8-mercaptoetanol ,0.0074 g de EDTA, 1 ml de glicerol. aftadir fsto a 
10 •1 de Tris pH 6.8 y un poco de azul de bromnfenol. Adicionar de 
.esta •ezcla aproximadamente 1/3 del volu•en de la muestra y hervir 
por 5 mfn. Colocar las muestras ya frfas en los carriles. 

La electroforesis se 11evd a cabo a 10 mA/qel cuando la mues
tra estl en e1 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, llevar a 
un litro , pH 8.4). 
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Tomar 200 ml de la soluci6~ stock, aftadir a ml de sos al 
10% y llevar a un litro. 

Terminad1 la electroforesis sumergir el gel en tinci6n de 
Azul de Coomasie R-250 (bio-Rad) (30 ml metanol, 10 ml de lei
do acftico, 0.06% Azul de Coomasie 100 ml de H20), por 15 m1n. 
a 65ºC con agftacidn lenta, desteftfr el gel con fcido acético 
11 101, 15 min a 65ºC (llevar a cabo tantos cambios como sea n~ 

cesarfo). 
Secar el gel sobre papel filtro Whattman 3MM con vacfo y 

calor por una hora. 

5) Cuantificac16n de protefnas por el método de Bradford. 

Rea et hos. 
1) Etanol al 95% (50 ml). 
2) H3Po4 al 851 (100 ml). 
3) Disolver 100 mg de Azul de Coomasie G-250 en 50 ml de etanol 

al 951. 
4) Agregar 100 ml de H3Po4 al 85%. 
5) Diluir 11 soluc16n hasta 1 litro con H2o btdest11ada, 
6) Filtrar en p1pel Wh1tt•1n 3MM. 
Enuyo: (25) 
1) Se ajusta la muestra de protefna con solucidn salina 0.15 mol 
NaCl o 1mortigu1dor adecuado hasta 100 µl 
b) Agregar 5 ml de reactivo de Bradford y mezclar. 
e) Medir a 595 nm 1nmed1at1mente. 

Se hace una curva estandar con albQmfna de la siguiente 
111anera: 

Solucfdn stock de Albúmina de suero bnvino (BSA) (lmg/ml) 
solucidn de NaCl (0.15 mol). 
Tubo 1.- 100 \Jl de NaCl. 
Tubo 2.- 95 µ 1 de NaCl, 05 pl de BSA. 
Tubo 3.- 90 \J 1 de "aCl, 10 µ 1 de BSA. 
Tubo 4.- 80 µl dt NaCl, 20 ;il de BSA. 
Tubo 5.- 70 µl de NaCl, 30 µl de BSA. 
Tubo 6.- 60 \J 1 de NaCl, 40 µl de 8SA. 
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Aftadir 5 ml de reactivo de Bradford a cada uno de los tubos. 
Mezclar y leer a 595 nm. 

6) Microensayo del DNA de pllsmfdo. 

Este método consiste en la semipuriffcacf6n de pequenas ca~ 

tidades del DNA de pllsmido con el fin de caracterizarlo parcia! 
mente, llevado a cabo por el método de Maniatis (21). Los pasos 
son son los siguientes: 
1.- Cultivar 5 ml de células toda la noche en caldo luria. 
2.- Transferir 1.5 ml del cultivo a un tubo de 1.5 ml de pllstf

co (Eppendorf) y centrifugar un minuto a 12000 rpm (revolu -
ciones por ·minuto)~ 

3.- Decantar y agregar al paquete celular 100 µl de la soluci6n 
I (50 mmol glucosa, 10 mmol EDTA, 25 mmol Tris pH 8, 4 mg/ml 
lisozi•a (Sigma) agitar mecln1camente (vortex) y mantenerlo 
5 min a temperatura ambiente. 

4.- Aftadir 200 µl de solucidn II (0.2 N NaOH, SDS 11) frfo y me! 
clar por inversidn, colocar en hielo por~ •in. 

5.- Agregar 150 ul de solucidn III (Acetato de sodio 5 mol, 1.15 
ml de ac.acltfco glacial, 2.85 ml de H20, pH 4.8) agitar me
cínJcamente en vortex por 10 segundos y ••ntenerlo 5 min a O 
ºC. 

6.- Centrifugar por 5 min a 12000 rpm. 
1.- Decantar y tomar el sobrenadante para agregarle a éste, un 

volumen de fenol, agitar y 1gregar inmediatamente un volumen 
de cloroformo y 1git1r por dos •fnutos. 

8.- Tomar fase acuosa (superior) y agregar dos volGmenes de eta
nol absoluto, agitar y mantener dos mtn a temperatura ambien 

\ 

te. 
9.- Centrifugar 5 min 1 12000 rpm y dec1ntar. 

10.- Lavar el precipitado con 1 ml de etanol al 70f., y agitar. 
11.- Centrifugar 5 mfn 1 12000 rpm. 
12.- Decantar y secar el paquete celular en vacfo (5avant). 
13.- Resuspender el DNA en 50 ul de amortiguador TE (1 ~1 de Trts 

1 mol pH a, 0.4 ml EOTA 0.25 mol 1 100 ml) + 2 ~1 de Rtbon! 
cle1sa-A (tipo 1-A Stgma) (10 mg/ml). 



14.- To111ar 10µ1 y digerir con endonucleasas de restriccidn por 
1-2 horas según actividad de la enzima. 

15.- Llevar a ca~o la electroforesis de agarosa o atrilamida se
gún e 1 caso. 

7) Preparactdn de DNA de pl4smido. 

El DNA de pl•smido se prepard mediante la ampltficacidn de 
cultivos (incremento del número de coptas del p14smido) (26). 

Aftadténdose 200 mg/1 de cloranfentcol. 6 300 mq/l de espef 
tomicina según el stgut!nte protocolo. 

1.- Inocular medio luria con la cepa correspondiente toda la n! 
che (P678-54). 

2.- Agregar 0.04 1111 de este cultivo de toda la noche a 100 ml 
del siguiente 11dio: 
CaC1 2 10 11111101 1 1111. sales M-9 lOX 10 ml. medio de Luria 10 
1111. glucosa SOS 0.5 1111. MgS04 0.1 mol 1 ml, CAS amtno•ctdos 
2010.51111, requerimientos de la cepa en el volumen necesa
rio, H2o destilada 76 1111. Crecer en agitacidn (180 rpm) a 
37ºC hasta una densidad dptica D.O•l a una longitud de onda 
de 660 n111. 

3.- Aftadir 1 ml de glucosa sos. 0.5 ml de CAS\am1no4ctdos y 10 
1111 de medio de Lurfa. 

4.- Dejar en agttactdn 30 mtn a 37°C. 
5.- A111pltffcar con el anttbtGttco correspondiente e incubar lfih 

a 37ºC con ag1tact6n con el fin de incrementar el número de 
coptas. 

6.- Se centrifugan las cflulas en el rotor GSA (Sorvall) a una 
velocidad de 5000 rp111 por 5 mfn. 

7.- Suspender bien las cflulas en 150 ml de NaCl 10 mol y cen -
trtfugar a 5000 rp111 por 5 mtn. 

18 

8.- Suspender en 2 1111 de la soluciGn I (Tris 25 mmol pH 8, EDTA 
10 11111101, glucosa 50 m111ol, ltsoztma 2 mg/ml) y colocar en hi! 
lo por 45 mtn. 

9.- Afl1d1r 4 1111 de la soluciGn 11 (NaOH 0.2 N, SOS l•.) mezclar 
por tnverstdn y colocar en hielo por 15 mtn. 
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10.- Anadir 1.3 ml de solución III (acetato de sodio 3 mol pH 4.8) 
mezclar por inversi6n y colocar en hie1o por 60 min. 

11.- Centrifugar a 17000 rpm en rotor SS-34 (Sorvall). 
12.· Decantar el sobrenadante y aftadirle a este 0.1 ml de RNasa 

(10 mg/ml) y dejar reposar a temperatura ambiente por 15 min. 
13.- Agregar un volumen (con respecto al total) de fenol saturado 

(fenol saturado en amortiguador Tris-HCl 50 mmol. NaCl 100 m
mol pH 7.5. equilibrar 16 h con agitaci~n a 4ºC) 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). 

14.- Remover la fase superior (acuosa) y pasarla a otro recipiente 
(evitar la pelfcula de protefna desnaturalizada de la interf! 
se). 

15.- Agregar 2.5 volumenes de etanol a -20 ºC y 1/25 parte del vo
lumen total NaCl 5 mol. dejar precipitando toda la noche. 

16.- Centrifugar 45 min a 8000 rpm en rotor HS-4. 
17.- Decantar y resuspender el precipitado en 0.5 ml de solucidn 

IV (acetato de sodio 0.3 mol pH 8). 
18.· Precipitar con 1.25 ml de etano1 a ·20°c y centrifugar a 12 -

000 rpm por 5 m1n. 
19.- Resuspender en amortiguador TE 1 aftadir 50 ul de RN11a para 

incubar por 2 horas a 37°C. 
20.- Determinar la concentrac1dn de DNA a una longitud de onda 

de 260 n•. 
21.- Gradiente isopfcnico a equ111br1o en cloruro de ces1o/1oduro 

de propid1o. 
Preparacidn del gradiente. 
Agregar en tubos de 5 ml de nitrato de celulosa (1/2*.2"). 
por tubo: 
a) 2.2 g deCsCl (s61ido). 
b) 2.1 ml de DNA en amortiguador TE (los tubos no deben cont! 

ner mfs de 500 ~q de ONA c/u). El trabajo debe ser hecho 1 

partir de este momento en la oscuridad. (El ioduro de pro
p1d1o reacciona con 11 luz v1s1blt). 

e) Aftad1r 150 ~1 dt una solucfOn dt 2 •9/•1 de ioduro de pro· 
pfdfo. 
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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. 

22.- Centrifugar en rotor SW 50.l (Beckman) a 38000 rpm 20 h a 20 
ºC. 

23.- El DNA en el gradiente serf visible con luz ultravioleta U.V 
ya que el 1oduro de proptdto fluoresce. (El ioduro de propi
dfo se intercala en el D"A de doble cadena). 
El complejo DNA ioduro de propid1o es menos denso en el caso 
del DNA lineal (cromosoma roto) que el del plísmtdo superen 
rollado , entonces las formas lineales adquieren una densi -
dad mfs baja relativa al DNA del pllsmido covalentemente C! 
rrado (superenrol lado ) en presencia del compuesto. Se obse,!' 
varán dos bandas: la superior, formada por DNA cromosomal 
bacteriano y pl•smido roto~ y la inferior, formada por el 
plhmtdci superenml lado (los 1ntermedfar1os de repl tcacidn 
del pllsm1do producen un barrido ténue entre las dos bandas). 

24.- En la obscuridad y bajo luz U.V pfcar el fondo de los tubos 
y colectar lentamente el DNA (pllsmido) en un tubo de pl&st1 
co. 

25.- Usar una columna de 1ntercamb1o 16ntco (Dowex SOW-X8, Bio-Rad 
almacenada en Tris-HCl 0.1 mol, NaCl 0.5 mol pH 8), para 
elfmfnar el ioduro de prop1dfo. Colocar 2.3 ml de resina en 
una pequefta columna y se equ111bra con 10 ml de amortiguador 
(Trts-HCl 50 mol pH 8, NaCl 1 mol, EDTA 1 mol) por cada ml 
de resina. 

26.- Colocar la muestra dtlufda 1:1 con amortiguador Dowex, en la 
obscuridad y eluir lentamente, aftadtr por lo menos un volu -
men de columna de amortiguador para lavar el DNA remanente. 
Revisar con luz U.Y si todo el toduro de proptdio se ha eli
mtn1do, de no ser el caso se debe correr el elufdo a travls 
de otra columna. 

27.-

j 

Dt111zar el D"A contra 2-4 1 de Trts-HCl 10 mmol, EDTA 1 mmol 
pH 8. 

28. • Sacar el DNA de la bolsa de diálisis y precfpitar anadiendo 
yoluMen de NaCl 5 mol y dos volúmenes de etanol 
frfo y dejar por dos horas 1 ·20°c. 

1/25 del 
lbso1uto 



29.- Centrifugar en rotor HS-4 (Sorvall) a 6500 rpm, por 60 mfn 
a ·5°c. 

30.- Resuspender en 0.5-1 ml de amortiguador TE. Medir la dens! 
dad 6ptfca a 260 nm para determinar concentracf6n de DNA ( 
generalmente de 0.5-1 mg/ml) tomando en cuenta que 10.0 a 

260 nm ~ 50 µg de DNA. 
31.- Almacenar a ·20°c. 

8) Tfcnica Ouchterloni Inmunodifusf6n. 

Las placas sobre las que se va hacer la inmunod1fusi6n se 
lavan con SOS al 10% y despufs se lavan varias veces con agua 
destilada. Colocar agarosa sobre la placa al 1% disuelta en a
mortiguador PBS(10· 2 mol Na 2HP04 pH 7.5, 50 mmol NaCl) (La ag! 
rosa se debe calentar a 60°C para hacer una solución ho~ogfnea) 
esperar a que la 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 perf ffricos diluciones del anticuerpo) el volumen varia de 
3-20 111. 

Gu1rdar la placa formada en una caja {102-104 mm), conte
niendo en el fondo un papel filtro Whatt•an 3MM hu•edecido con 
••ortiguador PBS. 

Se incuba toda la noche a te•peratura ambiente y se obser 
va la precipftac16n del complejo Antfgeno-Anticuerpo. Secar el 
gel con aire y posteriormente teftfrlo con una soluci6n de Ami
do Negro al 11 en acido acftico 11 101 por 5 mfn. Desteftir en 
en una soluc16n de 4c1do.acftfco 11 101 y glicerol al 111. Se
car a temperatura ambiente. 

9) Puriftcaci6n de la enzima Gluta•ato Sintasa (GOGAT). 

La purfficac16n de la enzima se 11ev6 a cabo por el mftº 
do descrito por Sakamoto et.11. (27). El procedimiento fut el 
siguiente: 
l.• Incubar 3.5 ml de cultivo de 11 cepa CS520 en NNc (co• • 

pleto), toda 11 noche. 

21 
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2.- Tomar 10µ1 de este cultivo e inocular los siguientes tubos: 
a) l ml de medio NN completo. 
b) 2 ml de medio NN sin triptofano. 
e) 2 ml de medio NN sin metionina. 

Esto se lleva a cabo con el objeto de revisar auxotrof1as p~ 

ra estos aminotcidos y tener asf la seguridad de trabajar la 
cepa correcta. 

3.- Inocular 50 ml de medio NNc con la cepa, y dejar crecer de 8 
-10 horas a 37ºC con una ag1tac16n de 200 rpm. 

4.- Inocular en matraces con 1.5 1 de este medio NNc con 7.5 ml 
de cultivo e incubar de 12-14 h con una agitaci6n de 200 rpm 
a 37°C. 

5.- Centrifugar en rotor GSA (Sorvall) a 8000 rpm por 10 min. 
6.- Suspender las cflulas en una soluci6n 1sot6nica de NaCl (0.8 

SS) para lavarlas y centrifugar a 1000 rpm en rotor GSA por 
5 min. 

7.- Decantar y suspender en amortiguador A (KHP04 10 mmol. EOTA 
1 mmol, a-mercaptoetanol 10 mmol pH 7.2), Desintegrar célu
las por ultrasonido (Soniprep 150),en tres intervalos, cada 
uno de tres minutos 1 20 u y a temperatura de 12ºC. 

8.- Centrifugar en rotor SS-34 (Sorvall) a 15000 rpm por 30 min. 
9.- To•ar el sobrenadante y dializar contra amortiguador A. 

10.· To•ar el dializado y precipitar el DNA con sulfato de estre~ 
tomicina(l:lO en a•ortiguador de fosfatos pH 7.2), y dejar! 
gttando en hielo por una hora. 

11.· Centrifugar a 15000 rpm por 30 mtn en rotor SS-34. 
12.· To•ar el sobrenadante y dializar contra amortiguador A. 
13.· Precipitar protefnas del dializado a 32.5% de saturaci6n con 

soluci6n de sulfato de amonio concentrado (135 g de sulfato 
de a•onto y aftadir 162 ml de KHP04 0.1 mol, pH 7.2). 

14.- Dejar en agitando en hielo por una hora y centrifugar a una 
velocidad de 15000 rpm por 30 min en rotor SS-34, 

15.· Decantar y tomar el sobrtnadante para precipitar la enzima 
llevando a 52.5% de saturaci6n con sulfato de amonio. 

16.· Dejar agitando en hfelo por una hora y centrifugar a 15000 
rpm por 30 mtn en rotor SS-34. 

17.- Decantar y resuspender el precipitado (donde se en~uentra 



la enzima GOGAT) en amortiguador B (KHP04 20 mn:ol, KCl 100 
mmol, i!-cetoglutarato 2 mmol. EDTA 1 mmol, ¡j·mercaptoetanol 
10 mmol pH 7.2). 

18.- Dializar contra amortiguador By pasar este dializado por 
una columna de DEAE-Sephadex A-50 equilibrada previamente 
con amortiguador B. 

19.- Ya aplicada la muestra en la columna lavar ésta con 200 ml 
de amortiguador B con un flujo de 15 ml/h. 
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20.- Eluir la enzima aplicando un gradiente de KCl ( 0.1 mol de 
KCl a 0.7 mol) en amortiguador B. Colectar fracciones de 5.5 
1111 cada una. 

21.- Monitorear la enzima en los tubos colectados una vez termi
nado el gradiente. Esto se llev6 a cabo determinando activ! 
dad enzimática en estos tubos colectados. Actividades enzi
máticas fueron determinadas espectrofotometricamente por la 
medici6n de la velocidad de oxidaci6n del NADPH a 340 nm. 
El mftodo descrito por Meers et. al. (28) fuf el siguiente: 

1) Prep1r1r una 111ezcla (0.1 1111 de glutamina 0.05 g/ml , 0.167 
1111 de 2-cetoglutarato 0.034 g/ml, 1.5 ml Tris-HCl 0.1 mol 
pH 7.6, y 1.4 •1 de H2o. Se usaron dos controles; el coctel 
sin2- cetoglutarato, y el coctel completo sin glutamina. 

b) Mezclar en las celdas del espectrofot6•etro (Beck•an DU-8 
Spectrophotometer) 0.45 ml de mezcla, 0.45 •1 de H2o. O.OS 
ml del extracto problema, y 0.05 ml de NADPH 0.006 g/ml en 
Tris-HCl 0.1 •ol). 

c) Agitar inmediatamente y tomar la primera medici6n9 poste -
riormente tomar 11 segunda •edici6n 1 los 5 min. 

d) Tomar el (A) de absorci6n. Una unidad de actividad de gl~ 

tamato sintasa ful definida como la actividad de enzima que 
oxida 1 1.1 "'101 de NADPH por 1111". 

22.- Colectar los tubos que contengan la enzima y aftadir la ca~ 
tidad de sulfato de amonio necesaria para tener un1 solu -
cf6n al 37.51 de saturacf6n. 

23.- Agitar una hora en hielo y centrifugar a 15000 rpm por 30 
m1n. 

24.- Decantar y agregar al sobren1dante la cantidad de sulfato 
de amonio necesaria para tener una soluct6n al 47.5~ de S! 
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turaci6n. 
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, i' ·mercaptoetanol 10 mmol. 

27.- Calentar la muestra 10 mina 60ºC. 
?.8.- Centrifugar a 11000 rpm por 15 m1n. 
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 J.5 ml/h 

y colectar fracciones de 2.7 ml cada una. 
31.- Colectar las fracciones que presenten actividad de glutamato 

sfntasa y concentrar todas estas fracciones en una celda de 
Amicon Diaflo equipada con una membrana PM-10, y conservar la 
enzima a 4ºC. 

10) Purificaci6n de la enzima GOGAT por columna de Anticuerpos-an 
ti - OOGAT-Protefna A-Sepharosa. 

El procedimiento es el siguiente (29). 
1.- Agregar a 5 ml (1.5 g) de Protefna A-Sepharosa 48 (Pharma

cia). 2.5 mg (5 ml) de anticuerpos anti-GOGAT (18) e incu
bar por una hora a 4°C con ag1tac16n lenta y constante. 

~2.· Dejar sedimentar el gel y retirar la fracc16n no retenida 
(para estimac16n de tftulo). 

3.- Suspender en 2 ml de amortiguador PBS (150 mmol NaCl, lo-2 
mol de Na2HP04 pH 7.5), y montar el gel en la columna. 

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

s.- Lavar dos veces con amortiguador PBS. 
6.- Eluir la enzima con 3 ml de amortiguador PBS (1.2 mol NaCl). 
1.- Colectar la enzima eluida en fracciones de 0.5 ml. 
e.- Volver a equilibrar la resina con amortiguador PBS (150 mmol 

NaCl ) (3 volumenes). 
9.· Mantener la columna a 4ºC. 
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11) Separación de las subunidades de la enzima GOGAT. 

Las subunidades grande y chica de la enzima glutamato sin
tasa GOGAT de E.coli fueron separadas por el mftodo de Hlntsala 
(7) y se detalla a continuaci6n. 

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

2.- Calentar a ebullici6n la muestra antes de aplicarla a la 
columna por 5 min. 

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

4.- Colectar fracciones de 2 ml c/u y localizar las subunida
des por ••dio de la medic1Gn de protefna a 280 nm con un 
graficador LKB adaptado al UVICORD Sll LKB. 

5.- Por medio de geles de protefnas (acrila•ida -sos desnatu -
ralizante al 111) comprobar la presencia de las subunida • 
des llevando a cabo la electroforesis. 

12) Electroeluc16n de las subunidad1s dt la enzima GOGAT. 

La tlectroeluci6n de las subunidades de la enzima gluta•! 
to sintasa se lleve a cabo por el mltodo de Gerton et.al.(30) 
y consiste en lo stgutente. 

a) Por medio de electroforesis en un gel de Acrtlamida-SDS al 
111 preparativo se separar~n las bandas pertenecietes a ca
da una de las subuntdadts. 

b) Ter•inada la electroforesis. teftir ligeramente el gel con 
Azul de Coomasie. 

e) Identificadas las bandas correspondientes cortarlas cuida· 
dosa•ante con una navaja o bisturf, 

d) Colocar estas bandas por separado en c&maras de electroelu· 
ciGn (en fragmentos p1queftos), y se cubren con amortt9uador 
que contiene lo siguiente: 0.48 mol glicina, 6 mmol Tris, 
o.is de sos. pH 8.3. 
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e) Establecer un puente de corri~te eléctrica entre los dos com
partimentos de la camara utilizando el mismo amortiguador. 

f) La electroeluci6n se lleva a cabo a un voltaje constante de 
100 V durante toda 11 noche a 4ºC. 

g) La protefna electroelufda se recupera directamente de la ca -
•ara. soluble en el ••ortfguador. 

h) Dializar contra H2o bidestflada estfril. 
f) Determinar cantidad de protefna recuperada por medio del mé -

todo de Bradford. 

13) Analisfs de amfno&cfdos. 

La compos1cf6n de las subunfdades de las subunidades de la 
enzima GOGAT fuf determinada de acuerdo a la tfcnfca de Moore (31) 
e•plendo hfdr61fsfs actda. 

La separacf6n de los aminoacidos dentro del analizador es 11! 
vida a c1bo por •edio de una resina de intercambio fónico (catió
nico) y su dtteccf6n se lleva a cabo colorimftricamente despufs 
de reaccionar con nfnhidrfna dentro del mismo. El mftodo es el s~ 

gufente: Se hfdrolizan de 20-30 ~g de la muestra en tubos lavados 
con acido (HN03/HC1 1:1) en presencia de HCl 6 N (Pierce) con 0.5 
1 de fenol, sellar a presión 20 uHg~ esta hidr61isis se lleva a 
c1bo por 20 ha llOºC. Posteriormente evaporar el HCl, y el resi
duo se disuelve en 60 µl de amortiguador de aplfcaci6n (citrato 
de sodio 0.2 N pH 2.2). 

Centrifugar en una mfcrofuga B (Beckman) por 5 min. Aplicar 
50 µl 11 analizador de amfnoacfdos Durrum D-500 Markl (Dfonex Cor 
poratfon) calibrado previamente. 
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RESULTADOS 

a.- Mapa ffsfco de los p14smidos pGOL3 y pGOL7. 

La estrategia que se utilfz6 para elaborar el mapa ffsico de 
los p14smfdos pGOLJ y pGOL7 los cuales estan formados por el veh! 
culo pBR327 y un fragmento de ONA cromosomal del p14smido pRSP20. 
correspondiente a la subunfdad chica de la enzfma GOGAT (32). se 
bas6 en la comparaci6n de los patrones generados por varias enzi
mas de restricci6n en estos p14smfdos con los generados por el 
vector pGR327. 

En carriles paralelos de un gel de agarosa o acrflamfda se 
colocaron los productos de dfgestfOn de los p14smidos pGOL3. y 

pGOL7 asf como del vehfculo pBR327 con una enzima de restriccf6n 
empleada y se 11ev6 a cabo la electroforesis. Terminada ista, se 
observaron los patrones y se pudo fnferfr a partir de ellos los 
ta•aftos de los frag•entos resultantes para cada una de las enzf
•as usadas. 

Cada patr6n de restrfcci6n del pGOLJ y pGOL7 esta constitui 
do por un1 serie de bandas correspondientes al vehfculo pBR327 ( 
Menos una banda de DNA que fuf alterada por la fns1rct6n) y una 
serte de bandas nuevas que corresponden a los fragmentos de DNA 
que for•an parte del inserto. Se observaron tambffn patrones de 
las dobles digestiones (fstas se llevan a cabo en forma sucesiva 
prt•ero una enzi•a, y posteriormente otra distinta teniendo cui· 
dado de ajustar la concentrac16n de sales de los amortiguadores 
adecuados para cada enzfMa), asf se localizan los sitios recono· 
cidos por endonucleasas de restriccf6n teniendo asf un mapeo de 
los sitios en los plasmfdos. Figuras 5 y 6 
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p1rt1r de los cuales se obtuvieron los derivados pGOL3 y pGOL7. 
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En la figura 6A y 68 se muestran los sitios encontrado~ µara 
las distintas endonucleasas de restricción. Figura 6C 1or.al1zac16n 
de los fragmentos con respecto al pl&smido pRSP20. 
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b,- Purificación de la enzima GOGAT. 

1.- Por cromatograffa de afinidad Antfcuerpos-Antf-GOGAT-Protefna 
A-Sepharosa. 

En el laboratorio se contaba con un lote de anticuerpos anti 
GOGAT (18). Primero se les determ1n6 el contenido de protefna por 
el mftodo de Bradford, dando como resultado una estimación de 0.5 
mg/ml. Posteriormente se realizó la tfcnfca de Ouchterloni (ln•u
nodifustOn) para observar la reacc16n Ag-Ac Figura 7. 

. ~'t' ~ 2-·~ . . .__..-
, . ;, ~~ ' ' .. 

' J •. 
~,( 

' A 

" ¡ 

Ft9ur1 7 ln111unodufustOn. 20 11 1 del lote de arttcuerpos anti
GOGAT stn dtlufr (pozo 1), 20 11 1 anticuerpos antf-GOGAT diluidos 
1:2, 1:4., 1:8, y 1:6 (pozos 2, J, 41 y 5 respectivamente), 20 u 1 
del control negativo (suero de con1Jo stn 1n•untzar) (pozo 6). 
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Por otro lado se hidrataron 300 mg de gel Sepharosa 48-Prote
fna A en 1 ml de amortiguador PBS y se agregaron 5 ml (2.5 mg) de 
anticuerpos anti-GOGAT, ~e incubaron por una hora a 4ºC con agita
cf6n lenta para facilitar la union d~ los anticuerpos al gel. 

Se montó el gel tratado a una columna pequefta (0.6*10.5 cm) 
y se lavó con amortiguador PBS. Se pas6 entonces un extracto bact! 
rfano (lml) a la columna a un flujo de 2 ml/h. Se lav6 la columna 
con amortiguador PBS y posteriormente se eluy6 la muestra con amor 
tiguador PBS (1.2 mol NaCl). Se colectaron fracciones de 0.5 ml y 
se les determin6 la absorci6n a 280 nm, colectindose los tubos que 
presentaban mayor absorc16n; los cuales se dializaron contra amor
tiguador PBS (150 mmol NaCl) se concentr6 la muestra en una celda 
Amicon hasta 1 ml de volumen final y se determfn6 la concentracf6n 
de protefna por el mftodo de Bradford dando como resultado 0.06 •9 
/ml. Se realizó una electroforesis en gel de acr11amfda-SDS al 11% 
tomando 33 µl (2 µg) y 50 ul (3 µg), observlndose una banda de prQ 

-tefna no correspondiente a ninguna de las dos subunidades de la en 
zt•a GOGAT. 

2.- Purff1caci6n de la enzima GOGAT por el mftodo de Saka•oto(27). 

a) St obtuvieron 97.9 g de peso hd•tdo de cflulas partiendo de 36 
1 de cultivo dt la cepa CS520. Las cuales se des1nt1gr1ron por 
ultrasonido en 200 •1 de a•orttguador A (en tres intervalos de 
3 mfn c1d1 uno), se ctntr1fug6 a 15000 rp• por 30 m1n. 

'b) El sobrenadante color amarillento (250 ml) se dia11z6 contra 
amortiguador A. 

e) El d1111zado (290 ml) se trat6 con 29 ml de solución dt sulfa
to de 1streptomtcfn1 y se centrffug6 a 15000 rpm por 30 mtn el 

·sobrenadante se d1alfz6 contra a•ortfguador A. 
d) El df111z1do se trat6 con 58.22 g de sulfato de amonto, para 

dar 32.51 de s1tur1c16n, esta muestra se centr1fug6 1 15000 rR 
• por 30 mfn. 

e) Al sobrenad1nte se le agreg1ron 40.37 g dt sulfato dt amonio 
para llevar la solucf6n 1 una satur1cf6n dt 52.51, se centrf 
fug6 a 15000 rpm por 30 m1n. 
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f) El precipitado se resuspendiO en 3 ml de amortiguador B y se 
dtaltz6 contri este. 

g) Se mtdfO conductividad al dializado (45 ml) asf como al amo~ 

ttgu1dor de la columna para comprobar que estaban en equili
brio dando los dos un1 conductfvtd1d (conductfmetro tipo CDM 
2d) de 7 11111hos. 

h) L1 •uestr1 (45 ml) se pas6 por la columna OEAE-Sephadex A-50 
y tsti se 1av6 con 200 ml de amortiguador B. 

1) St apltca un gradiente de KCl y se colectaron fracciones de 
3.5 111/tubo. 

J) Se mfdteron actividades enztmftic1s de GOH y GOGAT de los t~ 

bos colect~dos. to11ando 50 ~1 por tubo mis 0.45 ml de mezcla 
0.45 ml de H20 y 50 ~1 de NADPH. Se calculó el cambio de ab
sórctO~ untdad de tt111po (Af/min) ftqura a. 

Q11S 

e: O«> ·-e Q12e 
V) 

' XI q: 0075 
q 

0090 

FRACCION No FiG 8 
F19ur• 8 fracctones e1utd1s dt 11 columna de tntercambto 

10"tco DEAE-Stphtdt•·A·SO. 
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Como se puede observar en lo figura 8, se obtienen dos picos 
el primero perteneciente a la enzima GOGAT y el segundo a la 
enzi•• GDH. 
Para corroborar la actividad se efectuaron mediciones enzim! 
tfcas. 
Al primer pico se le valor6 la actividad enzimitfca con me! 
cl1 completa, mezcla sin 2-cetoglutarito y por ultimo la me! 
cla sin glutamina, al segundo pico se le determin6 la actfvi 
dad enzfm&tica con las siguientes mezclas por separado: 
coctel completo para GDH (25 ml Tris-HCl 0.1 mol pH 7.6, 1 
ml NH 4Cl 1 mol, 1.5 ml 2-cetoglutarato 0.2 mol pH 7.6) con· 
tra •ezcla sin NH 4C1 y por Qltimo •ezcla sin 2-ceto9lutarato 
usando en todos los casos las mismas relaciones en volQmenes. 

k) Un1 vez comprobado que la actividad presentada correspondf1 
a lis dos enzimas que se buscaron se colectaron las fraccio
nes correspondientes (65-90) dando un volumen final de 130 
ml. 

1) Se aftadieron 29.11 g de sulfito de amonto par1 tener una so-
1uc16n al 37.51 de saturact6n, 11 c1ntrifug6 1 15000 rp• por 
30 •in. Al sobrenadantt se lt aftadttron 8.9 g dt sulfato de 
a•onto p~ra dar 47.51 dt saturaci6n, se centrtfug6 1 15000 
rp• por 30 mtn. 

•) El prtctpttado rtsultantt se r11usp1ndt6 tn 6 •1 dt a•orti -
guador e, se caltnt6 a ao•c por 10 •in y st centrtfug6 a 11-
000 rp• por 15 •in. Este extracto se pas6 por una colu•na de 
exclust6n molecular Sepharosa 6·8 con un flujo de 3.5 •1/h. 
Midiendo previa•ente la actividad enzt••tic1 que dt6 co•o rt 
sult1do enAAbs 340 n• • 0.2014 de 5 ~1 de extracto. 

n) Se colectaron 90 fracciones de 2.7 •1 cada una, a 11s cuales 
se les dttermin6 acttvtdad enzi••ttca. Figura t. 

O) Se tomaron fricciones de la nG•ero 44 a 58, dando un volu•en 
final de 40 ml. Los cuales se concentraron en una celda Amt
con (•e•brana PM-10) hasta un volumen ftnal de 9 ml. 
Los rendimientos se muestran en la tabla r. 
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figura 9 fr1ccton1s colect1das de la columna de exclust6n 
•olecul1r Seph1ros1 6-B. 

MUESTRA 

Antes dt apltc1r 1 11 
co lu•na de DEAE. 

Antes de 1pltcar 1 11 
colu•n• Seph1ros1 6-B. 

Mustra se•t pura. 

TABLA J 

CONCENTRACJON TOTAL 
(mg de protefna) 

234,9 

49.55 

8.131 

., 
' 

.1 
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Figura 10 gel desn1tur1li1ante Acrila•ida-SOS al 111 • 
10 µ 1 de extracto antes de pasar colu•na OEAE, carr11 l), 50 111 

de extracto el elu{do por colu•na OEAE, carril 2), 10 .1 de ex· 
tracto pasado por colu•na Sepharosa 6-1, carril 3J. En todos 
los casos se usaron 30 ul de a•orti9uador de d1soluci6n de pro· 

tefnas BDP. 
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c,~Separación de las dos subunidades de la enzima Glutamato 
Sintasa. 
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1.- Por electroforesis en Acrilamida-SDS y electroelucf6n de las 
subunidades. 

Se tom6 una alfcuota de la enzima purificada (0.5 mg/0.5 ml) 
y se 11ev6 a cabo una electroforesis en gel de Acrilamida-SDS pr! 
paratfvo; una vez terminada la electroforesis y detectadas las 
bandas por t1nci6n con azul ~e Coomasf e, se cortaron éstas en pe
quenos fragmentos de 0.5 * 0.5 cm aproximadamente. Y se electro -
eluyeron toda la noche a 4ºC (ver materiales y Métodos). Se colef 
t6 el amortiguador de la c&mara donde se encontraban los fragmen
tos de acrilamfda y se determin6 la concentrac16n de protefna. No 
se detect6 ésta en el amortiguador por lo que se tifteron los tro
zos de gel para comprobar que en fstos sf se encontraba la prote
f na, por lo que se repiti6 la electro1luci6n y al termino de ésta 
se detect6 en el amortiguador muy poca cantidad de prottfna(apro
xf•ada•ente 70 ug). 

2.- Separaci6n de las subunidades de la enzi•a GOGAT por el •é -
todo de Mantsala. 

Se aplic6 la muestra de la tnzf•a (8.131 •9 totales) prevfa
•ente equilibrada con el amortiguador de la colu•na, con un flu • 
jo de 15 •in/tubo colectlndose 2 •l/tubo. Ffgura 11. 

Por 11dfo dt electroforesis en geles desnaturalizantes-SDS 
al 111 para protefnas se observaron las subunfdades de la tnzi•a 
gluta1ato sfntasa, figura 12. 

Se colectaron por separado cada una de las subunf dades per -
tenecientes a la subunidad grande y a la subunidad chica. Se rea-
11z6 una electroforesis con cada una de estas subunidades Junto 
con marcadores de peso •olecular Albú•fna ~e su~ro bovina (66 
000) a -qalactosidasa (130000), y ovoalbOmfna (45000).Ffgura 13. 
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Figura 11 s1p1r1ci6n croM1togrlfic1 por columna de exclu
s16n Molecular Sephacr11-S300. 
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F1g 12 

Figura 12. Gel dtsnaturalizante Acrula•1da-SDS 11 111. 
Muestra antes de aplicar a la colu•na Sephacril S-300 carril 1) 
fracciones I 20, 21, 22, 23 1 24, 25, 26 1 carriles; 2, 3, 4, 5, 
61 7, y 8) pertenecientes a la subuntdad grande de la enzima GQ 
gat. Fracciones 27, 28, 29, y 30, carriles 9, 10, 11, y 1'. su~ 

unidad chica de la enzima •l>GAT. 2 119 a-gatactosidau (Siq1111), 
carril 13). 
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Figura 13, Electroforesis l'el de Acr11am1d1-SDS-lU. 

e-g1lactosid1u (130000 d) (2 :.in) carril 1), ovoalbú1111na (45000) 

(2 ug) carril b), 1lbú11in1 de sufl!ro bovino (66000) (2 ) carril 
e), subun1dad grande de 11 enzi111 GOGAT (135000) (53 ~ ), carril 

e). Se aplicaron todu hs 11uestras junto con los 1urcadores de 

peso 1101tcuhr (S19•1) con 15iil de BDP. 
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d.- Anilisis de aminoácidos. 

Se dializaron por separado cada una de las subunidades con
tra acetato de amonio 5 mmol llevando a cabo varios cambios de 
aMortiguador. Se concentr6 la muestra en una celda A~icon. Se h! 
drolizaron alfcuotas conteniendo aproximadamente JO µg/124 µl P! 
ra la subunidad grande, y 30 µg/115 µl para la subunidad chica ( 
ver materiales y mftodos). Se aplicaron 55 µl de los 60 µl tota
les de cada una de las muestras al analizador de aminoácidos Du
rrum 0-50 (33), previamente calibrado con tres estándares (10 n
moles) de protefnas (Beckman) (AA Std Mixture 2.5 µmoles de cada 
a.ino,cido/ml diluido 1:5, por lo que se aplican 20 µ1). El pro
medio de estos tres estand4res dados en cuentas ana16gicas digi
tales (area bajo la curva) por una co•putadora digital POP8a, se 
muestr1 en la tabla ti. 

AMINOACIDO SIMBOLO DE SIMBOLO DE FACTOR 
TRES LETRAS UNA LETRA PROMEDIO 

Asn + Asp Asx 8 21918 
Treonina Trt T 22H3 
Serina Ser s 23761 
Gln + Glu Glx z 23897 
Proltna Pro p 49886 
Glicint Gl1 G 24082 
Alanin1 Ah A 24487 
Valina Y11 V 26128 
Mtt1on1na Met M 17409 
lsoleucin1 lle 1 19707 
Ltucin1 Ltu L 19623 
Tirosina Ti r y 21101 
Fenilalanina Ftn F 18639 
Hhtidina Hh H 20560 
Lis 1 na Lis K 23493 
Arginina Arg R 19091 

TABLA 11 
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Una vez obtenidos los datos anteriores se prosigui6 al cal
culo de n1nomolas. 

Co•o prt•er paso se 11ev6 1 cabo el cilculo de la cantidad 
de nano•olas to•ando en cuenta la siguiente relaci6n: 

n1no•ol1s recalculadas • Are1 / Factor 
Donde: 
Ar11 • representada en 11 gr,fic1 

Factor • pro•edio del area de los est4ndares (tabla 11). 

Por otro lado se sabe que es necesario corregir 11 cantidad 
de nano•olas de los ••inoicidos serfna y treonina 1ft1diendo un 
101 y 51 respectiva•ente por dea•inaci6n ocurrid• en el lapso 
de 20-24 h de 11 h1dr61ists (34). 

Estos datos se proce11ron con un programa de co•putadora ( 
Apple 2 plus) para obtener el nú•ero de ••fnoicidos (residuos). 
Tabl1 111, 

Una vez obtenidos los resultados se calcu16 11 concentra -
ci6n real real de c1da una de las subunidades de 11 enzi•a GOGAT 
obtentendose lo siguiente: 

Al su•ar el total dt n1no•olas obtenidos por el 1nllfsis ( 
ver tabla 111). Se obtuvieron 13,6 n•ol en 55 µl de muestra por 
lo tanto en 60 µ1 de volu•en total de re1cci6n se tienen 14.8 n 
•ol, teniendo en cuenta que el peso •olecular promedio de un a
•ino,ctdo es de 110 d. Podemos calcular el nú•ero de residuos 6 
a11no,cidos de la subunfdad grande donde su peso molecular es 
de 135000 d, teniendo un resultado de 1proxi•ad1•ente 1227 re -
siduos o a•inoicidos pro1edfo lo que representa el total de la 
subunfdad grande. Al dividir la cantidad de nanomolas obtenidas 
entre el nú•ero dt a•fno,cidos nos da un valor.de 12 p1ol de la 
prote•na de 11 subuntdad grande contenidos en la alfcuota ori -
gtnil (124 µ1) que a su vez fsta fuf to•ada de la muestra total 
de 15.7 •l por lo tanto se tienen 1.51 nmoles totales de la su~ 

unidad grande. Los cllculos para la subunfdad chic1 fueron lle
vados a cabo de 11 •1s•a ••nera. 



Subunidtd chtc1•3.4t9 nll01ts 
•0.1869 •g de 
protefna. 

Subun1cltd 9rand1•1. st n.oln 
•0.2038 ., dt 
protlfft•. 
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DISCUSJON 

J,. Caracterización de los pl,smfdos pGOL3 y pGOL7 por. medio 
de endonucleasas de restricci6n. 
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Una de las estrategias utilizadas para el estudio de la re
gulación de un gen consiste en la clonación del mismo, asf como 
su caracterizac16n ffsica. Utilizando el mapa se pueden llevar a 
cabo varios tipos de experimentos, como la subclonaci6n de frag
mentos de DNA para su estudio directo (expresi6n), y por otro 1!. 
do, el diseno de estrategias para obtener la secuencia nucleotf
dica de los •is•os. En este caso se caracterizaron dos plas•idos 
derivados del pRSP20 (ver figura 6 A, 8, y C) los cuales co•o se 
1encion6 contienen un fragmento de DNA cro1osomal correspondien
te a la subuntdad chica de la enzi•a GOGAT. 

La f1port1ncia de la caracterizaci6n de estos derivados es 
co•probar la existencia de un pro•otor que co•o se puede obstr -
var en la figura 68 es probable encontrarlo cercano a los sitios 
•apeados .Pst I y Pvu II (19). 

Se tenfa evidencia que el plls•tdo pGOLl, aunque no codifi
caba para la subuntdad chica co•pltta (por no contar con la can
tidad suficiente de nucle6ttdos), sf codificaba para un frag•en
to de este pfptido (26000 d) (700 pares de bases) por lo que es
te frag•ento de DNA podrf a contener algún pro•otor. En el caso 
del pl•~•tdo pGOL7 se qutso restringir la cantidad de DNA, para 
de esta for•a delf•ttar el pro•otor, pero por Redto de la tfcni
ca de •intcllulas (datos no publicadosJ no se detect6 ninguna 
protefna lo cual nos podfa sugerir qut en este fr19•ento de ONA 
contenido en el plls•ido pGOL7 no extstfa ningun pro•otor, y a • 
poyaba 11 evtdencta que este pro•otor posible11nte st podrf a en· 
contrar •uy cercano al sttto de Pvu 11 (tl cual no estaba contt• 
ntdo en el pl•s•tdo pGOL7). 

Con estos datos una estrategia tnttrtsantt podrfa ser el 
clonar frag•entos cercanos al sttto Pvu 11 ya •apeados co•o son 



los siguientes fragmentos: 

dt Hat 111 (510 pb) - Pvu 11 (670 pb) 
Pvu 11 (670 pb) - Hae III (1670 pb) 
Hinf 1 (JSO pb) - Hinf_! (800 pb) 

Con estos datos se pueden diseftar varios experi•entos; oh
.tener 11 secuencia nucleotfdica, asf como el clonar estratfgi -
ca•entt fragementos en los vehfculos probadores de pro•otores 
(35). Por otro lado con el mapeo se pueden llevar a cabo expe -
ri•entos de fusiones de genes y deleciones de los fragMentos de 
interfs. 

2.- Colu•na Protefna A·Sepharosa. 

Aún cuando tn la tfcntca de doble in•unodifus16n (36), se 
observaron bandas de precipttact6n en los pozos 1 y 2¡ en el ·~ 
•ento que estos anticuerpos se adsorbieron por la regt6n Fe 1 

la colu•na Prottfna A·Sepharosa (esto se co•prob6 llevando a C! 
bo la deter•inaci6n del tftulo de anticuerpos de la fracct6n no 
rtttntda) estos anticuerpos no tuvieron la capacidad de reten~r 

a la tnzi•a GOGAT. Hay que to•ar en cuenta que estos anticuerpos 
st •antuvteron congelados durante 4 anos por lo que su act1vi -
dad dtbt haber d1s•1nutdo grandt•tnte, y por lo tanto la conceft 
trac16n de anticuerpos con capacidad de retener la enzi•a debi6 
haber sido •uy baja, por lo •is•o la concentrac16n de protefna 
no pudo ser detectada por el •ltodo e•pltado. En cuanto a la 
banda observada, esta pudo haberse debido a una poblac16n de •n 
ticuerpos conta•inantes que tuvieron la capacidad de retener ei 
ta fracci6n (37). 

l.• Purtftcact6n de la enzt•a GOGAT por el •ftodo Sakamoto. 

Cabe •tnc1onar que aún cuando se montaron las mismas con -
dictonts no se lograron obtener los Mismos rendimientos repor • 
tado1 <.t.21 •g/30 g dt cflulas). En este caso las pirdidas se 
obtuvieron blstca•tnte tn los pasos de prec1pitac16n con sulfa· 
to de a•onto saturado, por otro lado lstas fueron necesarias P! 
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ra evitar contaminaciones con otras protefnas dentro de la puri 
f1caci6n. Ademls fué necesario repetir la t~cnica para obtener 
la cantidad suficiente de enzima y posteriormente separar las 
subun1dades. 

Para la obtenc16n de grandes cantidades de la enzima es "! 
cesar1o el escalamiento del •étodo. En este caso no se opt6 el 
escalamiento ya que como se •enc1on6 anteriormente el objetivo 
de 11 purificaci6n de la enzima era el poder realizar la separ! 
ci6n de las subunidades para asf llevar a cabo análisis de ami· 
noicidos y en un momento dado la secuencia de los fragmentos m! 
peados para su posterior comparaci6n con la secuencia de amino
lc1dos. 

4.- Electroeluc16n de las subunidades de la enz1•a GOGAT. 

A pesar de que se han descrito en la literatura una recu -
peract6n de hasta el 851 para diferentes protefnas (30) (8-ga -
lactostdasa, albG•ina de suero bovino. lactato deshidrogenasa) 
tn la •etodologfa usada en este trabajo, la recuperac16n fui 
•u1 baja (141). La raz6n dt fsto podrfa ser porque aunque st u
saron condiciones •uy si•ilares, el aparato de electroeluci6n 
no ful el •is•o, ya que el reportado en la literatura se rtct • 
claba 11 a•orttguador de el1ctroeluct6n y fste puede ser un pa· 
rl•ttro 11portantt para la rtcuperact6n de 11 prottfna. Adt••s 
co•o se ttft6 con azul dt Coo1as1e 1 fstt esta disuelto en acido 
acfttco y •etanol, este últt10 precipita las protefnas 1 dt es
ta for•a st puede atrapar tn la •alla del gel la protefna tvt • 
tando asf una buena r1cuperact6n. Extstin otros factores t•por
tantes 1 to•ar en cuenta, co10 el peso •olecular , 1a que entre 
••s grande sea la protefna 1as d1ftct1 su electroeluci6n tenit! 
do relll'tados rend1•tentos ••s altos para las protefnas ••s pe • 
quenas 1 los bajos para las grandes. Por lo tanto este •ftodo 
es bastante eftctentt si se to•an en cuenta toda clase dt fact~ 
res, asf co•o el contar con una ca1ara para reciclar o agitar 
tl amort19uador. 1 por otro lado llevar • cabo la visualtzac16n 
dt las prottfnas con acetato de sodio 4 •ol 1a qu~ tstt 1ftodo 
de visu111zac16n es ••s senstblt que el •ftodo dt Coo11st1. 
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s.- Separac16n de las subunidades de GOGAT por crom1to9raff 1. 

L1 •1todologf1 u1s1d1 p1r1 s1par1r lis subunidades (7) e1 
ti dtseft1d1 para 400-500 g de ci1u1as s1n e•b1rgo en este tr1-

b1Jo el tot11 de ci1ulas que se 11eg6 1 obtener fui de 200 g 

lo cual fui suficiente p1r1 obtener un• cantidad adecuada de la 
en1f•1 o1tgo•frfc1 pira 11 sep1racf6n posterior en sus respec
tivas subunfd1des. Des1fortun1d1•1nte no se puede estimar un 
rendi•iento co•par1tivo con 11 •etodologf1 repqrt1da y1 que e1 
t1 no uncluyt rend1•ftntos. 

6.- An•ltsfs de ••fno•ctdos. 

Fuf i•portante llevar 1 cabo el an&11sis de 1•1no&cidos 
de 11s dos subun1d1des de 11 enii•a GOGAT. no s61o como an! 
ltsts previo p1r1 tn un futuro deter•inar 11 secuenct1 de a•! 
nolctdos. sino ta•bifn para obtener una 1stt•1ct6n re11 de ta 
c1nttdad de protefn1 obtenfd1, y c1lcul1r la recuperacf6n pa
ra asf saber con cuanto se v1 1 contar para la secuenct1ci6n 
de a•tno&ctdos. Y para fsto hay que to•1r en cuenta varios 
factores i•port1ntes co•o los siguientes; 

No st d1tect1 co•un•ente la c1stefna ya que los grupos 
sulfhfdrf lo de ist1 son f nestablts y tienden a oxidarse. La 
deter•fn1ct6n de 11 cfstefn1 se puede llev1r a cabo oxidando 
est1 1 actdo cfstfco con lcfdo perf6rmico (39). La prolin• no 
absorbe 1 570 nm co•o los d•••s ••fnolctdos por ser una 1•fna 
(color ••arillo con ninhtdrina) por lo que se debe leer a 440 
n•. El trtptof1no se destruye por el trat1•fento con HC1 y el 
calor, entonces se puede detectar con hidr611sts &ctda usando 
•ercapto~tano sulf6nfco 3 N (40), se pftrde 1190 de sertn• y 

trtontn1 por est1 misma r1z6n, 11s cuales co•o se •encton6 ·~ 
terf or•ente se deben corregir aumentando un 10% y 51 respect! 
v1•1nt1. 
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Ta•bifn hay que to•ar en cuenta que el grupo amino de la •! 
p1r19ina y de la glutamina se degrada, dando •cido •sp6rtico y 

9lut&•f co por lo que se reportan Juntos co•o Asx y Glx respecti
va•tnte. To•ando en cuenta todos estos factores, esta informa -
c16n ti •uy i•portante ya que d6 el nú•ero y tipo de a•ino&c1dos 
que son esperados durante la secuencia. 
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CONCLUSIONES 

. 
A p1rtir del h1ll1zgo de 11 enzf•• GOGAT y del papel fmpor- ~ 

tinte que jueg1 fst1 en el •et1bolfs•o nitrogenado. se hin lle • 
vado a c1bo v1rtos estudfos p1r1 tratar de entender su regula -
c16n 1sf co•o su r1l1cf6n con 11 enzf•• glut1mf no s1ntet1s1 (GS) 
(41). glut1•1to desh1drogenasa (GDH), y aún con otras enzi•as 
co•o por eJe•plo con la enzf•• Fu•ar1to reductas1 de E.coli (42) 
11 cual ta•b1fn est' const1tufd1 por dos subunfdades. asf como 
por Ff erro-1zufre. En el caso de esta enz1•1 Fumarato reductasa 
(la cual se rel1cfon1 tambfln con 11 fl1voenz1•• succin1to des -
hfdrog1n1s1). se hin llevado a cabo estudios s1•111res 1 los re! 
11zados con la enz1•• GOGAT (estudios en plas•fdos derivados, e! 
presf6n en •fnfcflulas. secuencia nucleotfdfc1, secuencia de ••! 
nofcfdos. etc.) y se encontr6 que la subunfdad lfger1 de 11 en -
zf•• Fu•1r1to r1duct1s1 se co•1nz1b1 a tr1nscrf bf r a partir del 
ff nal de 11 secu1nct1 dt 11 subuntd1d grande. y tn 11 •f s•• df -
reccf6n. por· lo que estas dos subunfd1des estfn sobre11p1d1s (el 
cod6n de t1r•fn1cf6n usado p1r1 11 subuntdad grande es un co•po
ntntt del sftfo dt unt6n de riboso•1 pira 11 subunfdad ligera. 
Este hallazgo puede reflejar un intento de 11 ctlul1 dt ••ntentr 
poco geno••· una situ1cf6n qut conduce 1 un crtcf•ftnto rfpfdo 
dtl •f croorganf s•o en un •tdfo , dando ventaja sobre otros •fer! 
organf s•os cuando se 1ncontr1r1n en un l•bfentt co•pttf tfvo o 
una for•a dt regular estos genes, Este pudftra ser tl •fsmo caso 
dt la tnzf•a GOGAT donde 11 subunfdad 1191r1 pudiera estar tras-
lapada con 11 subunfdad gr1nd1. 

Asf pues con los datos obtenidos tn 11ta tests 11 pueden d! 
11ft1r exptri•entos 1nc1•f n1do1 a tratar dt encontrar rtgfones r1 
gu1atortas, f1111 abf1rta1 dt tr1nscrtpct6n, codonts dt ter•fna
ct6n, y sobre todo buscar tl pro•otor dt 11 subuntdad ligera ya 
que los tstudtos rtalfzados hasta 11 •O•tnto apuntan hacia 11 h! 
cho dt que cada una de las subunfdades de la tnzt•a GOGAT contt,! 
ga su propto promotor, 1a que co•o se •tncton6 11 cuenta con 
plls•tdos f nd1p1ndt1nt11 que codtftcan tanto para la subuntdad 
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grande como para la subunidad chica de la enzima GOGAT. 
Todo esto podrl ser descifrado determinando la secuencia n~ 

deotfdica de los fragmentos mapeados en este trabajo y la compa
rac16n de fsta con la secuencia de aminolc)dos. 

Cabe mencionar que también es importante el estudio de esta 
enzi•• en otros organfs•os co•o por ejemplo en eucarfotes como 
en el caso de los estudios realizados en Neurospora crassa (4). 
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