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l. 

INTRODUCCION 

El nitr6geno es un componente esencial de muchos compuestos -

celulares como las bises pGricas y pirimfdicas, los aminolci

dos, glucosamina ~P. carbamil fosfato, etc. La gran mayorfa 

de los organismos vivos no pueden asimilar el nitr6geno mole

cular presente en 11 1tm6sfer1, sino que requieren que estt -

en form1 de compuestos inorglnicos simples como 1monio, nitr.!. 

tos, nitratos, o bien co10 1oltcul1s orglnic1s mis complejas 

como son 1lgunos 1minolcidos (histidin1, prolina, 1rginin1, -

aspartato, etc.). Los intermediarios celulares, clave en 11 

biosfntesis de co1pu1stos nitrogenados, son el glut1m1to y 11 

glut11in1 y1 que son los princip1les don1dor1s de su grupo --

11ino y amido r1sp1ctiv111nte, para 11 biosfntesis de otros -

1minolcidos, nucle6tidos y 1uchos otros compuestos nitrog1n1-

dos. (l). Escherichi• ~y otras 1nterob1cteri11 1 son c1p1-

ces de crecer en 11dio 1fni10 con amonio co•o Onica fuente de 

nitr6geno, para fsto, poseen un 11c1ni110 para sintetizar ••.!. 
nolcidos y otros 11t1bolito1 nitrogenados 1 partir de 11onio. 

En 1l1un11 cond1c1ones este requerimiento 11 11ti1f1ce por 11 

pr111nct1 de 11 enzt11 glut111to d11htdrogen111 (GDH) que •f !!. 

t1ttz1 glut111to 1 partir de a-c1toglut1r1to y amonio, conco

mtt1nt1 con la oxtdaci6n de un1 1oltcul1 de NADPH, co10 11 --

1uestr1 en 11 siguiente reacci6n: 

l. a-cetoglut1r1to+NADPH+NH: ~ L-glut111to+NADP++H20. 

Extste otra vf1 pera stntetizar glut111to que es por un prOC!. 

so que comprende dos pasos, el primero de los cuales constste 
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en la amidaci6n del glutamato end6qeno para dar ~lutamina, t! 

talizado por la enzima glutamino sintetasa (GS); el segundo -

Involucra la transferencia del grupo amido de la glutamina al 

carbono a del a-cetoglutarato, lo que resulta en la produc- -

ci6n dt dos molfculas de glut1m1to; esta última reacci6n la • 

c1t1liza la enzl•a glut1m1to sintasa (GOGAT) (2, 3), Las • -

reacciones son las si9uientes: 

+ GS 
2. L-gluta•1to+NH4+AT~-glutamin1+ADP+Pi 

GOGAT 
3. L-9luta•ln1+a-cetoglutarato+NADP'L,¡ L-9lutam1to+NADP +H+ 

Las reacciones cat1liz1d1s por estas dos enzi•as resultan en 

11 producci6n neta de glutamato 1 partir de a-ceto9lutarato y 

amonio, el equilibrio es favorable para la sfntesis de gluta

mato debido 1 11 hidrólisis de ATP. De esta for•a puede asi

•ilarse el amonio presente en el medio aún cuando la concen-

traci6n de este sea menor dt O.lmM, o bien derivado de otras 

fuentes de nitr6geno (4). 

A pesar de 11 gran importancia que tienen las enzimas biosin· 

tfticas de glut1m1to y glutamlna en la asimilaci6n y metabo--

1 is•o del nitr6geno, hay poca informaci6n todavfa con respec

to a su regu1aci6n. La mayor parte de los estudios fisio16g! 

cos y genfticos, se han centrado en los mecanismos regulato-

rlos de 11 sfntesis de glutamina, los cuales constituyen un • 

sistema muy complejo,' 

La GS es la única enzima capaz de sintetizar glut1min1, por -

lo que cepas mutantes que carecen de esta actividad, son aux! 

trofas de este amlno4cido (fenotipo Gln"), La GS es una pro• 
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tefna de unos 600,000d de peso molecular (PM) compuesta por -

doce subunldades Iguales que tienen un PM de aproximadamente 

50,000d cada una. Tanto la actividad enzlmltica como la sfn

tesls de la GS estln sujetas a un control muy riguroso. Un -

primer mecanismo de control sobre la actividad enzlmltica es

ti dado por inhiblci6n acumulativa por retroalimentaci6n por 

algunos productos del metabolismo de la glutamina (5, 6). Se 

ha descrito tambl•n una regulaci6n de la actividad que con-

siste en un cambio conformacional de la protefna, que depende 

de la ausencia o presencia de algunos cationes dlvalentes, de 

manera que en ausencia de estos, la enzima adquiere una con-

formac16n "rela.lada" que es catalf ti camente lnact ha; cuando se 

agregan los cationes, la enzima se reactiva y regresa a su -

conformaci6n activa (6). El tercer mecanismo de regulacl6n -

de la actividad enzlmltica de GS, y qulz&s el mis conspicuo.

consiste en la adenilaci6n reversible de un grupo tlrosilo de 

cada subunidad de la GS. Este mecanismo, responde a la disp1 

nibilidad de nitr6geno en el medio, y la enzima va perdiendo 

actividad a medida que aumenta su grado de adenilaci6n (1, 2, 

5, 6). Tanto la reacci6n de adenilacl6n como la de desadenl

lacl6n las catallza una misma enzima denominada adenlltransf! 

rasa (ATasa); la cual a su vez estí regulada por una peque"• 

protefna conocida como P11 • Esta protefna puede existir como 

2 formas lnterconvertlbles: PIIA y Puo· .La primera estimula 

a la ATasa para catallzar la reacci6n de adenllacl6n de la -

GS¡ la P110 estimula la desadenllaci6n. La iterconversl6n de 

PIIA a P110 depende de la actividad de una uridiÍtransferasa 

(UTasa) que une reversiblemente un grupo UMP a la protefna --

3. 



PllA' La UTasa aparentemente tambiln es canaz de desuridilar 

a la P110 ~ara convertirla en la fnrMa PllA' La actividad de 

le UTese se efecte por les concentraciones intracelulares de 

verlos metebolitos: eltas concentraciones de a•ceto~lutarato 

y ATP estimulan le uridilacl6n de P11 para formar la P110 , •• 

que a su vez estimula la desadenil1ci6n de la GS, lo cual re· 

sulta en mayor actividad blosintltica de esta enzima y por lo 

tanto mayor sfntesls de ~lutemlna. La reecci6n deuridllaci6n 

de la P11 se Inhibe por glutamlne y fosfato inor~lnlco ln "ue 

resulta en 11 forma PIIA de este protefna, y por lo tanto se 

• estimula le aden11acl6n de GS. Le ATasa tambiln responde a • 

los niveles de AT~, a•cetonlutarato y nlutamina, de manera •• 

que altas conc1ntrac1ones de "lutamina y bajas de a-ceto"lut! 

rato esttmulen la adenllaci6n¡ bajos niveles de ~lutamlna y • 

altos de a-ceto~luterato y ATP, estimulen la desadenilaci6n. 

Se ha demostrado que el "rado de adenilecl6n de r,5 es muy se~ 

slble e concentraciones tntracelulares de a-ceto~lutarato y • 

nlutamina y peque"º' cambios en le re1aci6n de la concentra-· 

ct6n de a•cetonlutarato a nlutaMina causa cambios dramlticns 

en le aden11aci6n de la GS. 

Ademls de los mecanismos que existen para re"ular la activi·· 

dad enzlmlttca de la ~S¡ hay un con~lejo sistema de requla· • 

cl6n de la sfntesls de la enzima que incluye a varios ~enes • 

re~ulatorios. Se sebe ~ue en cultivos de ~ creciendo • 

en concentraciones limitantes de nitr6qeno, se sintetizan ni· 

veles elevados ~e la GS, y adeMls la enzina se encuentra des! 

denllada; cuando las c~lulas crecen en condiciones de exceso 

de nitr6~eno, los niveles de r.s disminuyen aproximadamente 10 

4. 



veces, y h enzima se encuentra a 1 tamente a den i lada (1, 4), -

Hay t1mbifn otros sistemas que responden a la accesibilidad -

de nitr6~eno como son aln,unos operones catabólicos n,ue funci.!!. 

nan para utilizar algunos amino6cidos como fuente de nitr6ge

no y que proveen a la cflula de 9lutamato o amonio (aln,unns -

de estos amino,cidos son: ar~1n1na, ~rolina, aspara~tna, his

t1d1na, etc.), asf como algunos sistemfts de transporte de al

gunos am1no6cldos como el de histidina, 1is1na-arqinina-orni

t1na, el de glutam1na y tambUn e1 s1stemft de transporte de -

amonio (4, 7, 8), A todos los sistemas que responden a la ftf 

ces1b111dad de n1tr6geno, ~s decir, que se inducen en respue! 

t1 a 11 11m1tac16n de la fuente del mismo, se les ha llamado 

s1ste1111sNtr t4). La sfntes1s de GS se encuentra renulada por 

un mec1nismo complejo¡ se sabe que 1a expresión del qene es-· 

tructur11 para esta enzima (~) min 86 (1) requiere nara su •· 

acttuc16n de 1a presencia del gene l'llnF que se localiza en el 

min 69 (9, 10}, y cotransduce con !!!!.!l. Y!!il!! (11). El \lene 

·nlnF ha sido clonado, y su producto identificado como una pr.!!, 

tefna de 75,000d de PM (4), Mutaciones en este gene, tanto -

puntuales como por inserc16n, resultan en auxotroffa por glu

tamtna fenotipo (Gln"), asf como incapacidad para inducir al

gunos operones catabólicos involucrados en la utilizaci6n de 

ciertos am1nolcidos como fuente de nitr6~eno; es decir, tam-

bUn son Ntr" (4, 10, 11). Posteriormente se encontraron ta!!. 

to en K,aeroqenes como en ~y S,typhimurium, mutaciones 

.que supr1mfan el fenotipo Gln" de una cepft 11lnF" 0 aunque se-

~ufan siendo Ntr" aún en presencia de un ~ene nlnF silvestre; 

estas supresoras se localizaron muy cerca de~· en el gene 

5 



denominado glnG (12, 13). Cepas de~. K.1eropen1s y 

S.typhi•uriu• que carecen del producto de Jll!!.9. sintetizan n! 

veles bajos constitutivos de GS en cualquier condici6n de 

cr1ci•i1nto. Por lo tanto, se ha propuesto que el producto 

de plnG se requiere tanto para activar como para reprf•lr la 

sfntesfs de GS, asf co•o para la inducci6n de los sistemas • 

Ntr (14). En ausencia del actlvador (~),no se puede fn· 

ducfr la expresi6n de plnA y •utaclones que eliminan el pro

ducto de plnG supri•en la euxotroffa por gluta•ina, lo ~ue -

fndfca que en estas cepas (nlnF·) 11 producto de plnG reprl· 

•• la sfntuh de plnA. El hecho de que •utlcionu en plnG 

no pueden tnductr la sfntesfs de GS aGn en pr1s1ncfa del 9t 

ne plnF stlv1str1 sugiere que ta•bifn se requiere en el pro

ceso de acttvacl6n. 

Postertor .. nte se descrtbt6 en s typht1yrty1 el gene 1!!!!:. -
que se encuentra •UY ligado a plnA y que ta•blln esta tnvol.!!. 

erado con la regulact6n de la sfntests de GS 1 la tnduccl6n 

de 101 stst••as Ntr (4, 14). El producto de plnL es una pr! 

tefna de 31,000d de PM. Algunas •utactones puntuales en es

te gene resultan en una sfntests elevada de GS, asf co•o en 

una tnducct6n constttuttva de los stste•ss Ntr aGn en condt

ctones de exceso de nttr6geno, por lo que tntctal•ente se le 

astgn6 un papel represor, en conjunto con el gene plnG, para 

la exprest6n de plnA 1 de los st1t1•as Ntr. Stn ••bargo, d! 

lectones de alnL resultan en una r1gulact6n cast nor•al de • 

la sfntesfs de GS 1 son Ntr• (15). Ta•btln se han analizado 

un gran nG•ero de •utactones puntuales, por tns1rct6n y del! 

ctones en 11!.!:.. 1 se le ha asignado un papel bifunctonal, es 

6. 



decir que también se requiere de este producto para la actlv! 

ci6n de los sistemas Ntr (16). Posteriormente, se propuso -

que el producto de il!!.!:. aparentemente interfiere con la acti

vaci6n de la sfntesls de GS, mis que reprimir la sfntesis de 

esta enzima (4), El gene alnA se encuentra formando un ope-

r6n co1plejo con los genes il!!.!:. y alnG que se transcriben en 

la 1is1a dlrecci6n; en el sentido opuesto a las manecillas -

del reloj, desde plnA hacia~ (4, 17). Mutaciones por In

serción en qlnA son polares sobre plnG y tienen fenotipo - -

Ntr"¡ ceras Merodiploides con inserciones en .al!! y Jl.!!.l!. en po

sici6n trans tienen regulaci6n normal de GS, pero siguen - -

siendo Ntr" es decir, no pueden inducir los genes encargados 

de utilizar arginina u otros a1inolcidos co10 fuente de nitr~ 

geno. Este dato puede explicarse postulando un oper6n con 

dos pro1otores, uno localizado antes de plnA y otro entre 

plnA y plnG y asumiendo que el producto de plnG requerido pa

ra la activaci6n de glnA se puede producir 1 travAs de la in! 

ciaci6n de la transcrlpci6n de cualquiera de los 2 pro1otores 

y que s61o cuando la transcripc~6n proviene del promotor de -

plnA existe suficiente cantidad del producto de olnG para ac· 

tivar los sht1111 Ntr. Utilizando fusiones del gene plnG .. 

con ti gene !!E!• se ha estudiado la expresi6n de plnG, y se 

a de1ostrado que la transcripci6n iniciada en el pro1otor de 

plnA (qlnApl puede seguir huta alnG (17). Ad11h utste - • 

otro pro1otor localizado entre el final de alnA y 11 princl-· 

pio de ll.!!l (glnLp), que se reprl111e por plnG (17 ~ 18, 19). • 

Debido a que plnG se autorregula, su producto se encuantra en 

cantidades elevadas en condiciones de llmitaci6n de nltr6gano 

7. 



cu1ndo la transcripc16n se Inicia en el promotor fuerte al • 

inicio de glnA y la concentrac16n de alnG disminuye en cond! 

clones de exceso de nitr6geno, condic16n en 11 que se sinte· 

tiz1 a partir de .il!l!:.P· Recientemente se h1 descrito que •• 

existen 2 promotores funcionales 1ntes de glnA. La tr1ns- • 

crlpcl6n inlci1d1 en el promotor lejano (glnApl) r1qul1r1 de 

11 prot1fna CAP y s1 reprime por 11 producto de alnG¡ tr1ns

crlpcl6n a p1rtir del promotor cerc1no <1.!.!!!e!l requiere 1c· 

tiv1cl6n m1dl1da por J!!lt: y 11.!1! (20, Garclarrublo A. y Cov! 

rrubl1s A. d1tos no publicados). Los productos de J!!!. · · 
(P11 l y glnD (UTasa) tambifn 1f1ct1n la sfntesls d1 plnA, 

prob1bl1m1nt1 1 travfs de glnL. Ambas protefn1s, como se 

m1ncion6 ant1rlorm1nt1, son muy sensibles 1 las conc1ntr1c11 

nis intr1c1lul1r1s d1 0°c1toglut1r1to y glutamin1, que es •• 

un1 medida d1 la disponibilidad d1 nitr6geno, y s1 propone • 

que la P11 y 11 UTasa transmiten infor•aci6n 1l
0

producto de 

11!.!:. que a su vez 1ctG1 a travfs de plnG pira •odular la ex· 

pr1si6n de plnA y de los sist1•1s Ntr (4, 20), 

Co•o s1 .. ncion6 ant1rior•1nt1, 1n !:.!!!..! y otras 1nterobac· 

tirias, 1xist1n 2 1nzi•1s que sintetizan gluta•ato ind1p1n-· 

d11nt1 .. nt1, que son la GDH y 11 GOGAT. El •1canis•o de r•· 
gul1cl6n que control• 1 estas 2 1nzl•1s, h1 sido poco 1stu·· 

dl1do. Estudios g1nftlcos pr1ll•lnar1s 1n !.:.S!!.!. (23) y - • 

K.11rop1n1s (24) 1st1blecleron que s1 r1qul1r1 11 pfrdlda d1 

est1s dos 1ctlvld1d1s enzl•&tlcas c1p1ces de producir glut1· 

•ato pira obtener un1 cepa auxotrofa de este a•lnolcldo. 

8. 



La mayor parte de los datos sobre la enzima GOGAT se han obt! 

nido en S.typhimurium donde se han aislado una gran cantidad 

de mutaciones en el gene estructural para esta enzima (30, •• 

31, 32). Sin embargo, en ~ s61o existe una ~utacl6n de! 

crlta que afecta la sfntesls de GOGAT, cuyo alelo se denomln6 

91 tB31. 

La GOGAT de l:.E..!!.l.!. es una enzima de BOO;OOOd de PM compuesta 

por 4 dl11eros activos catalftica11ente y cada uno compuesto •• 

por 2 subunldad1s de diferente PM, la subunldad pesada tiene 

un PM de 135,000d y la ligera de 53,000d (21, 22). La enzima 

tienen una alta afinidad y especificidad por sus sustratos, 

las K• aparentes son 7,3pM por a-cetoglutarato y 250pM por·· 

gluta•tna (21). Por lo que respecta a GDH, esta enzima tten1 

un PM de 25,000d compuesta por 5 subuntdad1s Iguales (20), 11 

gene estructural de esta enzima (91!!!,) esta situado en 11 • • 

mln 27 del cromosoma. 

ORGANIZACION FISICA DE LOS GENES QUE CODIFICAN PARA LAS DOS 

SUIUNIDADES DE LA ENZIMA GOGAT 

Los genes que codifican tanto para la ·GDH como para la GOGAT• 

de~ ya se han clonado (27). En 11 caso de los g1n1s de 

GOGAT, se sabe que estan contenidos en un frag•ento de DNA •• · 

cromosomal de B.55Kb (28) que· codifica para cada una de 111 • 

2 subuntdad1s, por lo que ambos genes estructurales se 1ncu1~ 

tran 11uy ligados en el cromosoma. Recientemente se han sub·· 

clonado por separado los 2 Denes y se ha descrito su organ11! 

cl6n ffslca (29). Se demostr6 que ambos genes son contiguos 

9. 



y se transcriben en la misma dtrecct6n, esto es, del gene de 

la subuntdad pesada hacia el de la subunidad ligera. Por 

otro lado, se han reportado algunos datos que sugieren que • 

el gene de la subuntdad ligera posee su propio promotor, ya 

que esta se sintetiza en mtntcflulas que contienen pl,smidos 

que s61o llevan este gene clonado en cualquier ortentaci6n 

(29). T1111btfn en S.txehtmurtum· (31) se ha reportado que los 

genes estructurales de GOGAT estln contiguos, que la dtrec-· 

cl6n de transcrtpctan va desde el gene de la subuntdad pesa

da <.a!!!.l hacta el de la ligera (pltO). Es decir, que al m! 

nos a este nivel su organtzact6n es muy similar en ambas en· 

terobactert u. 

f!SlOLOGIA 111. l.! EXPRESlON 111. rnt l GJlll.. 

Se sabe que la GDH se encuentra en canttdftde~ detectables en

culthos de E.coli (2) y K.aerosenes (3) crecidos en alta .. 

concentract6n de amonto (15mM), en tanto que en cultivos de 

K;aeropenes ltml tados de amonio (<O. 5mM) no presentan acthl 

dad detectable de GDH y la GOGAT se encuentra inducida, (2,· 

3); de ahf que cepas que carezcan de actividad de GOGAT, no 

crecen en estas condiciones (24). Por esta raz6n se ha pro· 

puesto que la GOGAT se requiere para la astmilaci6n de bajas 

concentraciones de amonto, y la GDH s61o puede funcionar en 

altas concentraciones de amonio dada su alta Km por fste CO! 

puesto (1. 5-3. OmM) (2). Para el caso de Will• la sltua· • 

ct6n es diferente, ya que, por un lado, no se ha observado • 

que la GDH se reprima notablemente por crecimiento en bajas 

10. 



concentraciones de amonto, y por otro, la GDH se induce en • 

cultivo continuo a medida que aumenta la velocidad de crect· 

miento, aGn cuando estf limitado de amonio (2). Asf pues no 

es posible establecer una relact6n inversa entre los niveles 

de GDH y GS, ni tampoco una sfntests coordinada entre GS y • 

GOGAT (2, 21). 

MUTACIONES fil~ J:! SINTESIS DE ~· 

Las prl•eras mutaciones aisladas que afectan la sfntesis de 

GOGAT, se seleccionaron como cepas incapaces de crecer en·· 

fu1nt1s llmltantes de nitr6geno (Ntr") en K.aerosenes (24) y 

se les denomln6 asm"; estas mutantes presentaban menos del • 

101 de la actividad de GOGAT de la cepa silvestre. 

En S;typhlmurlum tambifn se aislaron cepas Ntr", denominadas 

!!.!!", y se encontr6 que el alelo ·!.!!!!lli abate los niveles de 

GOGAT a un 201-401 de los niveles de la cepa silvestre (30), 

Posteriormente el grupo de J.Brenchley (31) report6 el atsl! 

miento de varias mut~clones en alguno de los genes de GOGAT 

de S.typhimurium, que resultan en una actividad termosensi·· 

ble, y que tienen fenotipo Ntr", a estas mutaciones se les· 

destgn6 i.ill.", 

Un anllisis m&s exhaustivo ha permitido el aislamiento y ca· 

racterizaci6n preliminar de un gran número de mutaciones pu~ 

tuales (stn sentido), deleciones e tnserctones d' Mudl en el 

gene de la subunidad pesada de GOGAT de S.typhimurium (Jl!!.l 
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(32J. Todas estas mutantes también presentan fenotipo Ntr" • 

lo que sugiere que se requiere actividad de GOGAT para postar 

el fenotipo Ntr•. 

Co•o se •encion6 anteriormente, en E.coli s61o se ha reporta

do una •utaci6n que afecta 11 sfntesis de GOGAT, dtno•inada • 

alt831 (23, 25, 26). Tambi6n en este caso, la cepa que llen 

lsta •uteci6n (CB100, y una derivada de fsta, la PA340) prt·· 

senta fenotipo Ntrº, y no presenta actividad detectable de·· 

GOGAT. 

LOCAllZACION GENETICA ~MUTACIONES!.!!."! qltB" •. 

Se ha reportado que les mutaciones de K.a1ro11n1s que afectan 

la sfntesis de GOGAT, estfn ligadas un 201 al gene arqG por· 

transducci6n ••diada por P1 (33). Stn ••bargo, las •utacio·· 

nes ·!!!· aisladas en s.txpht•uriu• no estln ligadas a 1r1G •• 

aunque si cotransducen con qlnF (71) y con su (361) (30, 31, 

32). 

En el caso dt E.coli, 11 grupo de l.Tyler (25) ha localizado 

11 •utaci6n 11tl31 ligada a arpG (441 cotransducci6n con Pt)· 

en el •in 61, y han d••ostrado que el locus antertor•ente de· 

no•tnado !.11!. (21) es en realidad tltl que en ese reporte se 

establec16 co•o el gene estructural de GOGAT. 

CARACTERIZAC10N !!, !:!!, MUTACIONES .9J!! ~ .!:! 51NTESIS 

!! !2§!!. 

Un fenotipo interesante que presentan las cepas!!!" o J!l!0

• 
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di K. 1tronenes y .Lgl.!. l 24, 25), es que aderth de ser Ntr", 

son incanaces de inducir la ~s en un r1edio que contiene ~lu

tar1ina corto única fuente de nitr6~eno (condici6n de lirtita-

ci6n di este, en donde la GS se induce, (1, 4). Una explic! 

ci6n posible para este dato, es oue en estas r1utantes debe -

existir una acur1ul1ci6n de glutanina, ya nue carecen de actl 

vidad de r.OGAT, lo que resulta en una represi6n de la expre

si6n del operftn gln~LG y por lo tanto no existe una inrluc- -

ci6n de r,s, Por otra parte, se ha descrito en K.aeronenes -

(24) y en !.:!!!.!.l (25) que algunas revertantes Htr• de cepas 

.!.!!" o !!llll!. se localizan en nlnL, y son cepas oue sfnteti• 

zan GS constitutivanente. Estos datos sunieren ~ue existe • 

una correlaci6n entre los s1ster11s de control de r,s y de - • 

GOGAT di !.:5.2.!l• aunque no se refleje 1n una sfntes1s coordi 

nada d1 1r1bas enzir11s en las condiciones de creci•iento pro· 

h1d11 h1st1 ahor1. 

Aquf es importante hacer noter que ni en K.1ero9enes n1 en 

!:.sJ?.!i s1 hin 11tudi1do las Mutaciones !'"'" o !!.!.!!!! r11p1c· 

tive•entt, con tl suficiente detenir1iento corto n1r1 estable· 

c1r dtfinitiv1r11nte si se tr1t1 d1 Mutaciones que 1fect1n 11 

g1n1 1structur1l dt AOGAT, o bien si son renul1tori1s. A•! 

t1 respecto r11111t1 int1res1nte Hncionar que a pertfr de 1a 

c1p1 di S,typhimuriuM que lleva la mutaci6n !!!!!!!• 11 aisl! 

ron cepas 1ux6trof1s de gluta•ato que perdieron la actividad 

d1 ADH, debido a la r1utaci6n gdh51. Ahora estas mutantes •• 

presentan una actividad di GOGAT que representa UD SS o r1e·· 

nos de la actividad de la cepa silvestre, activi~ad aún me·· 

13, 
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nor que 11 de la cepa padre l!!.!!!..Q.! !J.l!h+), que es aproximada

mente un 201 - 401 de 11 actividad de la silvestre. Por otro 

lado, al transferir 11 mutaci6n gdh51 1 11 cepa "tr" aislada 

inicialmente (!.!!!211, se encontr6 que no era auxatrofa es- -

tricta de 9lut1mato, sino que erecta en·11t1s concentraciones 

~e amonio con un tiempo de duplicacian mayor aue 1a stlvestre, 

y stgu(a conservando un 201 - 401 de la acttvidad de GOGAT. -

Estos datos su~irieron que se requiere de la plrdtda total de 

las dos actividades enzimlticas para que haya auxotroffa to-

tal por glutamato, y que la .mutactan !.!!!1!!!• que confttre e1 

• fenotipo Ntr", en conjunto con la plrdid1 de la actividad de 

GDH, no son suficientes para dar 1uqar 1 una auxotroffa por • 

~1ut1•ato, De tal for"a que la cepa auxatrofa out se aisla a 

partir dt la cepa Ntr" !'!.!!!!!!.) pudiera poseer una 111utaci8n -

adicional responsable dt los niveles no detectables dt R06AT 

(30), 

Esta Glti•a tnt1rpr1tacian se vt apoyada por tl hecho dt que 

tl grupo dt J.Brtnchley (31, 32) ha reportado que •utactones 

en tl ~tnt estructural dt 11 subuntdad pesada dt 60AAT en CO! 

junto con la •utactan Qdh51, sf resultan tn auxotroffa total 

por nlut1m1to y fenotipo Ntr", Resulta inttrt11nt1 qut VI• • 

rias cep1s 9dh51, qut titntn 1d1mas •ut1cion1s sin stnttdo en 

el qtnt p1r1 11 1ubuntd1d p111d1 lgltft), en prtsencta de su-

pr1sor1s 1111b11, recup1r1n tanto el fenotipo r.1t• y Ntr• como 

ct1rt1 actividad de GOGAT que va dtl 101 11 501 en 111 dift•• 

rentes •utantes. La car1ct1rtz1cian d1 las cepas por tn•uno

prtcipttacian dt 11s 2 subunidades dt GOGAT, •ostra que las -

1~ 



mutaciones se localizan en~. y que todas las cepas mutan

tes, excepto las inserciones de Hudl en.!!.!!!• se detecta la -

subun1dad li~era, de forma que s61o por inserci6n se observa 

una polaridad clara sobre la transcrlpci6n del uene de la • ·• 

subunidad liqera (32). En ~la primera cepa aux6trofa -

de 9luta111ato descrita, es la CB100 {23), la cual no presenta 

actividad detectable ni de GDH ni de r.~GAT, y ttene tambifn • 

fenotipo Ntr". 

A partir de la CBlOO se han construido cepas tsoglntcas que -

s61o llevan la mutaci6n gdh51, o bifn oue s61o ttenen el ale· 

lo qltll31 (25). 

Aquellas que s61o tienen la 111utact6n gdhSl en el uenoma de la 

cepa CBlOO, carecen de actividad de GDH y no presentan n1nnún 

otro fenotioo (es dectr son prot6trofas de g1utamato y son •• 

Ntr•); en cambio las que s61o llevan la 111utaci6n q1tB31 pre-

sentan muy baja actividad de r.OGAT y son Ntr"; lo ~ue reafir· 

ma que se requiere de la p'rdtda tanto de la acttvtdad de GDH 

e• dt GOGAT.para que resulte en auxotrofh. As' pues, los feno

tipos que confiere la 111uteci6n qltB31 en cepas tsogfnicas de 

la CBlOO son: Ntr·, niveles no detectables de GOGAT, e 1ncap! 

cidad para desrepri•1r completamente la GS por crecimiento en 
( 

glutamina comn fuente de nitr6geno. 

El p1&1111ido hfbrtdo a1slado,·que lleva .. un fra~mento cromoso111al 

de 8.55Kb que contiene los dos genes estructurales de GOGAT • 

de !.:.i!!.! (pRSP20J, es capaz de complementar a la, cepa PA340, 

~ue ha sido descrita como una ~erivada de la cena t8100 (25). 

la cepa PA340 con pRSP20, ahora presenta actividad de r.OGAT, 
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y fenotipo Ntr• (lB). Esto Indica que la Mutacl6n sltB31 es· 

.,plelotr6plca¡ sin e•barqo, hasta ahora se desconoce si es una 

•utacl6n estructural o re~ulatorla. En cualouler caso, el • · 

pRSP20 co•ple•tnta para los fenotipos Glt+ y Ntr•. 

En rtSUMtn, hay algunas cosas tn co•On entre el ~ y l:J.Y.· 

phl•urlu•: \a) los genes estructurales para ~O~AT estln conti

guos en una regl6n sl•llar dtl cro•oso•a, (bl se transcriben · 

en tl mls•o sentido y al menos en el caso de S.typhtmurfum, se 

puede co•portar como un oper6n aunque posiblemente haya un pr! 

•otor en el 1ene dt la subunldad ll~era, tal como se su~IP.re • 

que sucede en ~ (29) y le) en a•bos casos se requiere ••· 

xl•a actividad de GOr.AT para que haya crecimiento en arglnlna 

o prollna co•o únicas fuentes de nltr6~eno, 

ANTECEDENTES 

En el laboratorio, he•os estado trabajando prtncfpalm1nt1 con 

el slst1•a glnALG dt ~y su regulacl6n. 

Nuestro lnterfs por estudiar la re~ulacl&n de la sfnt1sls de 

ROGAT surgl6 en el proceso de caract1rlzact6n de la cepa MX988 

(Tabla 1), que es una derivada de 11 cepa stlv1str1 MX61•, que 

contiene el alelo ~ proveniente de la cepa PA3•0 (Ta-

bla 1). 

Para la transferencia del alelo 91t831, utlllza•os fa~o Pl pr! 

pagado en la cepa PA3•D, e Infectando a una ce~a derl~ada dt • 

la MX614 que contiene el alalo ar9G31 l~X971, Tahla 1). Selti 
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clonamos prototroffa por arg1nina lArg+) y contraselecc1ona-

mos fenotipo Aut" (incapacidad de utilizar arg1nina como úni

ca fuente de n1tr6neno, ~ue es como mon1toreamos el fenotipo 
Ntr"), 

Durante la caracterizac16n de la cepa MX988, se le determin6 

actividad de r,or.AT, r,nH y GS. Contrario a lo esperado, esta 

cepa presentaba actividad detectahle de r,or,AT (aorox1madamen

te 7 veces menos que la silvestre), lo que no ocurrfa con la 

cepa PA340¡ sin embar"º' la cepa HX988, conservaba el fenoti

po Aut", y tamb11n la caracterfst1ca de no inducir su r,s por 

cr1c1•iento en glutamina como Ontca fuente de nitr6~eno. Es

tos datos su"erfan que sf se habfa transfertdo el alelo -

glt83l proveniente de la PA340, por cotransducci6n con arnr.. 

Por otro lado, la actividad de GOH e,ra muy simihr a h que -

posee la cepa silvestre. 

Resultaba interesante que en un qenoma silvestre, la •utaci6n 

1ltlll, permitiera la sfnt1sis de b1jos niveles de GOr.AT, co

sa que no sucede en 11 qeno•a de la cepa PA340. Esto par1cfa 

Indicar que 11 •utacl6n 11t831 afectaba o bien un ~ene re~ul! 

torio, o bien el gene estructurel de r.onAT de tal •anera que 

se sinterizare una enzima menos activa, una última pos1bill-

dad, era que la actividad tipo ROGAT no estuviera deter•inada 

por un solo "ene, y aue en la PA340 ambos estuvieran •utados. 

Para dascartar que la actividad baja de GOGAI de la cepa -

gltlll (en "'noma por lo de•ls silvestre), se deb!a a que sf 

posefa actividad silvestre de r.OH, se transform6 la ceo1 -

PA340 con el pllsm1do que lleva el "ene ~ lpRSPl, 27), y -

H. 



se determin6 actividad de GOGAT, el resultado fue oue no tie

ne actividad detectable de esta Gltima enzima, de manera que 

la GDH silvestre no interferfa con el ensayo de ·GOGAT, y por 

lo tanto en la cepa PA340 existe al menos una mutaci6n adici~ 

nal a las dos previamente identificadas; es decir, posee los 

alelos gdh51 glt831 y una tercera mutaci6n responsable de la 

disminuci6n a cero de los niveles de GOGAT y, consecuente~en· 

te de su auxotroffa por ulutamato. 

Resumiendo, la mutaci6n glt831 en un ~enoma silvestre, permi· 

te la sfntesis de bajos niveles de GOGAT (7 veces menos oue • 

la silvestre)¡ y en genoma de la cepa PA340 no se detecta ac· 

tividad de GOGAT por lo que esta cepa debiera tener una terc! 

ra mutaci6n. 
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Ol.JETllOS 

Tomando en cuenta los datos mencionados en la secci6n anterior, 

aún no es claro si la mutacl6n glt831 afecta a alguno de los genes 

estructurales de GOGAT, o codifica para una protefna reguladora. 

Por otra parte, los datos menclonaaos sugieren que la cepa • 

PA340 posee al menos tres mutaciones, gdh51, glt831 y una tercera 

que baja los niveles a no detectables 11 sfntesls de GOGAT • 
.e 

Dada esta confusi6n y 11 escasa lnfornii,,ci6n disponible sobre la 

blosfntesh y la regulac16n de GOGAT de E •. coli, el trabajo inclul· 

do en esta tesis pretende aclarar algunas preguntas blslcas acerca 

de su papel en la cAlula, asf como sobre los mecanismos de regula

ci6n Involucrados en su sfntesls. 

Asf pues, los objetivos particulares fueron: a) reconstrucci6n 

genftica de la PA340, b) caracterlzaci6n de la mutaci6n alt931 •• 

que nos permitiera determinar si esta se encuentra en un gene es·· 

tructural o regulatorio, c) la obtencl6n de mutaciones en el gene 

estructural de GOGAT para localizarlo, y su comparacl6n con el al! 

lo glt831 con el fin de definir el fenotipo conferido por una mut! 

cl6n estructural, d) la caracterizaci6n de esta mutacl6n en dife· 

rentes fondos genéticos y distintos medios de cultivo para dllucl· 

dar algunos de los &spectos sobre la regulacl6n de la sTntesis de 

GOGAT y su relacl6n con los sistemas Ntr y con GS. 
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IESULTADDS 

La cepa PA340, de donde proviene el alelo glt831, cuya genea

logfa no se conoce con certeza, no presenta actividad detectable 

de GOGAT ni de GDH y por lo tanto es aux6trofa de glutamato. 

Los valores de las activid1des especfffcas de GOGAT de la PA340, 

no se ven afectados por la presencia de una GDH funcional, y1 -

que cuando esta cepa se complement1 con el pl•smfdo pRSPl (MX729) 

que lleva el gene pdhA+, tampoco presenta activid1d de GOGAT - -

(Tabla 2), Estos datos parecen indicar que no es la falta de -

dDH en la PA340 la responsable de los niveles no detectables de 

GOGAT. 

A diferencf1 de la PA340, la cepa MX988, que contiene el ale

lo glt831 en el geno•• de la silvestre MX614, presenta actividad 

especffica de GOGAT de 10nmol de NADPH oxidado/min/mg protefna,

aproxim1damente 7 veces menos a la que se detecta en 11 silves--

tre. 

Una explicaci6n posible a estos datos, es la presenci11de un1 

mut1cf6n adicional a las descritas en la PA340. 

RECONSTRUCCION GENETICA DE LA CEPA PA340 

El primer enfoque que utilizamos para demostrar que la cepa -

PA340 lleva otra mutaci6n, responsable de los niveles no detect! 

bles de GOGAT fue un experimento de reconstrucci6n de ~sta cepa, 

descrito en la Tabla 3, Se propago Pl en una cepa ~+ arnGll 

(MX971, Tabla 1) y se cruzó por la PA340, seleccionando para 

Aut• (qltB+) y constraseleccionando Arg·¡ se purific6 una cepa 

zo. 



Tabll l. 
21. 

Cep11 b1cteri1n1s y plls•tdos, 

CEPA 

RRl 

PA340 
MX614 
MX848 
MX971 
MX988 
MX1163 
!'1111165 

MX1166 

MX1168 
MX1l70 
MX1171 
MX1172 
11'!1174 

MX1176 

MX1178 

po1A°(tl) 

PLASMIDOS 

pHP4Sn 
pllSPl 
pllSP20 

pRSPZl 
pGo12 
pGOP3 
pGOP3: :n 

Genotipo Relevent• 

r¡ •i 
gl t831 llli. 
sl1v11tr1 
g1nF73: :Tn! 
1 gu1 l que MXU4 paro con arpG3l 
Igual que MX614 pero oltBfl 
1 gu1 l que PUCO paro .all!. y !!:ll!lll 
1gu1l que PA340 pero reconstruido 
1 p1rtlr de MX1163 
Igual que PA340 pero!!!!!!+, Tn5 
1 · 0.1 •in de di stancfiai 9J!.!!!+-
lgu11 que MX971 pero .ll!!!.!· klnR 
Igual que MXU68 pero plt131, ar9G31 
Igual que MX1170 
Igual que MX614 pero .P1!!!• KanR 
l9u1l que MX1172 :•ro Jl!::n 
(Tr1n1duct1nt1 splsn de MX1172 cOll Pl de 
~- .a!!::íl 

igual que MX1172 rro Jl!: :íl 
(Tran1duct1nte Spls. dt MX1172 COll Pl dt 
MX1174) 

Igual que MX614 pero glt::n 
( Transductante SpRs,,,R dt MX614 con PI dt 
MXU74) 

Referencia 

Bol har et 11 (1972) 
F. J1cob vf1 8.J. 81ch•1nn 
Col1ccl611 del l1bor1torio 
Osorto et 11. (1983) 
Cutlfto y B11tarr1ch11 (1984) 
Col1ccl6n del 11bor1torto 
Este trabajo 

Genotipo Allevantt Referencia 

Frag•1nto n: sp•s.R de 1.33 •d 36 
U!!!+ Conrrubfas et al. 
1l1v1 los 2 genes estrui:turales dt GOGAT + 
Subunldld pesada (Sp+) y subunidad linera (51 ) 
ltual que pA5'ZO pero r;,,,11 Este tr1b1Jo 
lleva solo el gene par1 11 sullun1d•d ligera (s1•)-6arcl1rrub1o et 11 
Htva 1410 el 111ne par1 11 1ulluntd1d pesada (Sp+) • ' 
lgv11 que pGOP3 pero con fmercl6n del fr191119nto Este trab1,fo 
n tft tl sitio de ~ (SJ!"I 
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Tabh 2 

Actividad enzi••tica de GS, GDH y GOGAT de cepas que contienen el alelo 
pltl31 en geno•• silvestre MX614 o geno•• PA340, 

Cepa 

MX614 
Sihutre 

MX918 f 
91tl3l, 
PA340 1 
1ltl3l lill 
MX729 g 
PA340/pRSP1 

MUlU C 

MU165 1 
PA340 l"tCOlllt, 

MXU71 f 
U!!! 
MXll70 f 
ll1!!l U!!! 

GOGAT 

NH4b Glnc 

76 75 

9 12 

n.d.e n.d. 

n.d. n.tl. 

11 

n.d. n.d. 

71 

n.d. n.d. 

ACTIVIDAD ENZIMATICA1 

GOH 

NH4 Gln 

206 239 

256 236 

n.d. n.d. 

449 

n.d. 

n.d. n.d. 

n.d. n.d. 

n.d. n.d. 

GS 

NH4 Gln 

128 1040 

100 220 

270 260 

50 

100 100 

120 1100 

300 170 

fenotlpod 

Glt Aut 

+ + 

+ 

+ 

+ + 

+ 

+ 

a. 

al Las actividades dt GOGAT y GDH est•n 1apr111d11 en n•ol dt NADPH oxidado 
por •In por •t dt protefna¡ 111 de GS en n•ol de y·g1uta•ll hldroat•ato 
for•ado por • n por •I dt protelna. 

b) NH4 significa que 101 cultivos 11 cracteron en ••onlo IS•M co•o fuente • 
dt n t t r411no • 

c) Gin significa cr1cl1t1nto en gluta•lna l•t/•1 co•o fuente d1 nltr491no 
d) Glt o Aut 111ntflca crecl•tento 1n ••onto 15 •M o bien en ar~lnlna o.zi 

r11p1ctlva•1nt1 c .. o Gnlca1 fu1nt11 dt nttr69ano. 
+ 1tJnfflc1 cr1ct•l1nto d11puf1 de IZ Hr1 da lncubacl6n en ••dio liquido 

a 1•c con agltacl4n. 
• 1t~nlftc1 que no 11 observa crecl•ltnto al c1bo dt 41 Hr1 d1 lncubatl6n 

ti n,d, 1t9ntftc1 no d1tect1bl1 
fl C1p11 d1rlv1d11 di la silvestre MX614 
g) Cepas lsoginlcas dt 11 PA340 



?.3. 

Tibia 3, 

Experimento dt r1construccf6n qenlttca de la cepa PA340 por transducctftn 

DONADOR RECEPTOR SELECCION CONTRASELECCION 
A~TIVIDAD DE 
8 IAT DE LAS1 TUllSDUCTMTES 

MX!l71 PA340 Aut• b Arq . 
(araG31) (91tl3l ll.t!!!l (MXllU)c 

MXHI !1Xll63 Arg + Aut" 
(¡U!lll (altll+1r9G3l) (MXll65) 

1) Actividad dt GOGAT en 9lut1mtn1 l•g/•I co•o futntt dt nttrlq1no 
1xpr111d1 tn nmol dt NADPH oxtd1do ~or •In ~or ·~ dt prot. 

b) Aut• at~nt~tc1 crtctmttnto en 1rgtnln1 cofto Gntc• fu1nt1 dt 
nttr811no , . 

e) Entr1'p1rfnt1als 11tl ti nG.,ro 1st9n1do 1 11 cepa transduct1nt1 
1tsld1 

d) n.d. st9nlftc1 no d1t1ct1bl1 

11 

n.d. d 



con estas caracterfstlcas y se le deslgn6 MX1163 (Tablas 1 y 3). • 

Posterlor•ente, se propago Pl en la cepa MX9BB y se cruz6 por la -

MX1163, en este caso la seleccl6n fue para Arg• y la contras1l1c-

cl6n fue para Aut·, es decir alt831; a esta cepa se 11 d1no•ln6 

MX1165, Co•o se muestra en las Tablas 2 y 3, la cepa MX1165 no 

presente niveles detectables de la enzima, a pesar de que la cepa 

MX988 de donde provenfa el alelo glt831 sf presenta actividad di • 

.GOGAT (Tablas 2 y 3)¡ de tal Manera que el alelo glt831, en 11 ge

no•• de la cepa silvestre MX614, afecte la sfntesls de GOGAT, aun

que no la anula, pero al transferir este mls•o alelo el geno•• de 

la cepa PA340 la actividad de GOGAT se abate y resulta en 1uxotro

ff1 por gluta•ato. 

CONSTRUCCION DE UNA CEPA 91t831 adhl EN GENOMA DE LA CEPA SILVESTRE 

MX614 

Los datos anterloras, per•ltfan suponar que 11 cepa PA340 t1-

nfa una tercera •ut1cl6n y, por lo tanto, si el 11110 plt831 s61o 

dls•lnufa 11 actividad de GOGAT 7 v1c1s, entonces una cepa p1tl31 

y l!!.!!!• en g1nom1 por lo d11ls silvestre, poslbl1•1nt1 no serta --

1ux6trofa de gluta•ato, pues 11 actividad de GOGAT que p1r•lt1 la 

•utacl6n plt831, aunque baja, tal vez fuera suficiente para p1r11-

tlr cr1cl•l1nto en a1onlo aGn en ausencia de GDH. Asf pues, se d!. 

cld16 transferir el alelo ~ 1 la cepa MX988. 

Co•o la plrdlda de la GDH no resulta en nlngQn fenotipo obst.t 

vabl1, lnlclal•ente, para transferir el alelo pdhl a la cepa MX971 
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(argG31), fue necesario aislar una cepa que contuviera una inserci6n 

de Tn! cotransducible por Pl con el gene gdhA. La estrategia fue la 

siguiente: se infect6 a la cepa MX615 (Tabla 1), que tiene una dele

ci6n cromosomal de la regi6n de integraci6n de A, con el fago Akan2 

que lleva el elemento transponible Tn!¡ posteriormente, se seleccio

n6 en medio rico con kanamicina para obtener transposiciones al azar 

del Tn!. Despufs se propag6 el fago Pl en la mezcla de cepas infect! 

das con Akan2 y resistentes a kanamicina, y este lisado de Pl se uti 

liz6 como vector para la transferencia de Tn!. Con fste Pl se inftf 

. t6 1 la cepa PA340 y se hizo 11 doble selecci6n Glt+ KanR y se con-

traseleccion6 Aut". De esta forma probamos que 11 cepa MX1166 (Ta-

bla 1) h1bf1 heredado por transducci6n el alelo adhA silvestre asf • 

como 11 Tn! cercano que cotransduce aprox. 85% • 901 con este gene. 

Posterior•ente se utiliz6 este Tn~. para transferir el alelo - • 

i!llU. a la cepa MX614 y a la MX971 (Tabla 1). Se seleccion6 resiste! 

cia 1 kan1•icin1, y por ensayo cualitativo de GDH en colonia (25), • 

se aislaron 2 cepas que c1r1cf1n de esta actividad¡ MXll&B y MX1172 

(Tabla 1 Tabla 2), 

El siguiente paso fue la transferencia del alelo nlt831 1 11 C! 

pa MXll&I por cotransducci6n con argG para lo cual se seleccion6 • • 

Arg+ (Tabla 4) y se contraseleccion6 el fenotipo Aut" (Figura 18). 

Estas transductantes (MX1170 y MX1171) fueron Glt•, a pesar de 

llevar la •utaci6n alt831 en conjunto con la mutaci6n adhl (Figural). 

En la Tabla 2 se muestran las actividades enzimlticas que tiene la -

cepa HX1170¡ co•o se ve, esta cepa no presenta actividad ditectablt 

de GDH, la GS no se induce por crecimiento en glutamina como fuente 

25. 
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T1bll 4 

Construcc16n por tr1nsducc16n dt c1p11 que llevan los alelos gltl31 y!!.!!.!!!. 
1sogln1c11 de 11 s11v11tr1 MX614, 

DONADOR RECEPTOR SELECCION CONTR~SELECC ION H"OTI PO DE LAS 
T~A"SDUCTANTESI 

MX9H, MUlH Arn• Aut• Glt+ Aut• 
gltUl 'dhl (MU17l)b 

1rgr.3l 

PA340 MXllH Ar!!• Aut• Gl t• Aut• 
gltUl (11Xll70) 

1) F1not1~0 Glt• 1tnntftc1 crect•t•nto en ••on1o 15•~ co•o fuente d~ 
nttr6n1no 11 cebo de 11 Mr1. de culttvo 1 37ºC con 1qlt1ct6n. 
Aut· 1t~ntftc1 que no 11 ob11rv6 cr1ctn11nto 11 cebo ~• f4 Mr1 de 
culttvo 1 37°C con 1"tt1ct6n en 1rl!intn1 11 0.21 co•o Gntc1 fu1n
t1 de nltr6111no. 

b) Entre p1rlnt.11t1 11 11n1ctftc1 el nGmero 11tnn1do 1 111 ~lferftn•• 
t11 tr1n1duct1nt11 1t1l1d11. 
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de nitr6geno (tal como sucede en la PA340 6 MX988)¡ pero sorprende~ 

temente, no present6 niveles detectables de GOGAT. 

AOn no se puede descartar si este dato se debe a que el ensayo 

enzim,tico para GOGAT no tiene suficiente sensibilidad, para detec

tar niveles muy bajos de esta enzima y que le pudieran ser suficie~ 

tes para crecer; o bien, que en realidad esta cepa no sintetiza - -

GOGAT y obtiene glutamato a partir de alguna otra reacci6n de tran

saminaci6n o transamidaci6n, en cuyo caso, la mutaci6n adicional en 

la cepa PA340 pudiera encontrarse en algQn gene involucrado en la -

sfntesis de transaminasas o transamidasas puesto que la PA340 si es 

au~6trofa de glutamato. 

CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD DE GOGAT QUE PRESENTAN LAS CEPAS 

SILVESTRE Y MX988. 

Con el objeto de descartar la posibilidad de que la actividad 

detectada en la MX988 correspondiera a alguna otra enzima capaz de 

oxidar NADPH se hicieron experimentos donde se anadi6 al ensayo de 

GOGAT dos inhibidores especfficos, azaserina (0.8 mg/ml), o bien, 

metionina sulfona (MSF) (lOOmM) (34, 35), En estos experimentos 

se encontr6 que la actividad de esta enzima registrada en cual

quier cepa, (MX614, MX988, etc) es completamente inhibida por es-

tos compuestos a las concentraciones senaladas, lo que sugiere que 

en el ensayo se está detectando una reacci6n de transamidaci6n de

pendiente de glutamina. 
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OBTENCION DE UNA CEPA QUE CONTIENE UNA MUTACION POR INSERCION EN 

EL GENE PARA LA SUBUNIDAD PESADA DE GOGAT. 

Para obtener una mutaci6n en el gene estructural de GOGAT, y 

co•pararla debida•ente con la gltB31, se realiz6 una mutag~nesis 

dirigida utilizando pl,smidos que contienen los genes para GOGAT 

de~ (29) que amablemente nos facilitaron el Dr. Bolfvar y • 

colaboradores. 

Como se habfa mencionado anteriormente, los genes que codif! 

can para cada una las subunidades de GOGAT se tienen clonados por 

separado (29). El pl•smido que contiene el gene para la subuni·· 

dad pesada de GOGAT, pGOP3 (29¡ Tabla 1 y Figura 2), se utiliz6 -

para hacer una mutag6nesis por inserción. Utilizamos un fragmen· 

to de DNA de 1,33 md que contienen los genes que confieren resis

tencia a espectinomicina y a estreptomicina (36), los cuales lle

van su propio promotor, por lo que las resistencias se expresan • 

en cualquier orientaci6n en la que se inserte; adem•s este frag-

mento est• flanqueado por varios sitios de restricción lo que pe!. 

mite manipularlo como cassette (Figura 2, 36). 

La estrategia experimental fue como sigue: el plismido pGOP3 

se digirió con la enzima de restricción !.2.!II, para la cual po-

see un sitio anico de corte. El sitio de !2,l!I se encuentra de! 

tro del gene para la subunidad pesada de GOGAT a aproximadamente 

0.88 md del extremo 5'. Por otro lado se digiri6 el plismido -

pHP45íl con la enzima §.!m.!!1, con lo que se obtienen dos fragmen

tos de DNA, uno de los cuales lleva el cassette que contiene - -

resistencia a espectinomicina denominado fragmento o. Este frag-

29. 
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mento se purific6 de un gel de agarosa de bajo punto de fusi6n, y

se lig6 con el pGOP3 digerido con !illl sin hacer ninguna manipul! 

ci6n adicional, puesto que ambas enzimas !J.!.11 y !!J!lHI generan ex

tremos compatibles. El pllsmido resultante se ut111z6 para trans

formar la cepa RRl seleccionando tanto para la resistencia que co~ 

tiene el pGOP3, tetreciclina, como para estreptomicina y espectin~ 

11iclne (codificedas por el fragmento o-). 

Posterior111nte, se obtuvo DllA de plhmido de las colonias - -

transformantes, y se verific6 por patr6n de digest16n con le enzi-

11a !U.!!!111, que el fragmento íl se encontrara insertado en el sitio 
,·,, 

.de !!!.11, es decir, dentro del gene de la subunidad pesada de -

GÓGAT. Con el fin de transferir el gene mutado al cromosoma bactt 

ri1no, el pl,smido resultante, pGOP3::íl, se utiliz6 para transfor

mar a una cepa de ~ que tiene una mutaci6n en el gene polA -

que resulta en una DNA po11merasa 1 termosensible, la replicaci6n 

de los pl,smidos tipo ColEl depende de la DNA polimerasa 1, de for. 

ma que en una cepa polA" el pllsmido se pierde con una frecuencia 

elevada (37, 38), Utilizando esta caracterfstica de las cepas - -

polA" se puede forzar una recombinaci6n del pllsmido con una re- -

gi6n de homologfa en el cromosoma si se mantiene presi6n selectiva 

sobre alguno o algunos de los genes para los que codifica el plls

mido. En el caso de este trabajo, como muestra la Figura 2, en 

primer lugar el fragmento n esta insertado cerca del centro del 9! 

ne de la subunidad pesada de GOGAT, en el sitio de !i.111, fsto de

ja aproximadamente 1300 pb del extremo 5' que deben ser 100% hom6-

logos con parte de la regi6n cromosomal que codifica para GOGAT de 

la cepa receptora polA"ts; hacia el extremo 3' aGn quedan aprox. -

31. 



220D pb del gene silvestre para la subunidad pesada de GOGAT. Esto 

permite que por homolog•a recombine flcilmente el gene clonado en -

el pllsmido (que contiene el fragmento íl) con su hom61ogo cromoso-

mal en la cepa polA". Dado que el fragmento n confiere resistencia 

a espectinomicina y a estreptomicina se cuenta con una selecci6n d! 

recta para la recombinaci6n. La estrategia fue obtener las trans-

formantes de la cepa polA" (a 30ºC) con el pl&sm1do que lleva el i~ 

serto, pGDP3::íl. El veh•culo cod1f1ca para la resistencia a tetra

c1clina, por lo que las transformantes son resistentes a los tres -

antibi6t1cos. Posteriormente se h1cieron 1ncubaciones a 42ºC (para 

1nact1var la DNA po11merasa 1 mutante) en presencia de espectinomi

cina y estreptomicina, pero no de tetraciclina para no crear una -

pres16n selectiva para la recomb1naci6n de todo el pllsmido. Post! 

r1ormente, se buscaron colonias que crecieran b1en a 37ºC o a 42ºC 

en presencia de espect1nomicina y que fueran sensibles a tetracicl! 

na. 

De aproximadamente BDD colon1as probadas, se encontraron 2 c2 

lonias resistentes a espectinomicina y estreptomic1na (SpR smR) y -

sensibles a tetraciclina (Tc5 ). Estas cepas, muy probablemente, h! 

brfan sufrido una recombinaci6n, y habrfan incorporado al cromosoma 

la mutaci6n por inserc16n del fragmento n. 

Para transferir la 1nserc16n íl a la cepa MX1172 (Tabla 1), d! 

r1vada gdhl de la silvestre MX614, se propag6 Pl en cada una de - -

ellas. 

51 la mutaci6n no se hubiera recomb1nado en el ~romosoma de -

la cepa polA" no hub1era sido pos1ble transduc1rla con Pl puesto -

que este fago no puede encaps1dar plism1dos chicos, sino que toma -

u. 



fragmentos grandes de DNA (aproximadamente 82 Kb). 

De esta forma, por tr1nsduccl6n con Pl, se transflrl6 11 muta

ct6n 1 11 cepa MX614 y 1 11 cepa MX1172. Para clonar 11 mut1ct6n se 

prop1g6 Pl de estas prtm1r1s transductantes, y se transdujeron otra 

vez 1 las cepas MX1172 y MX614 seleccionando para SpR y smR. las e! 

pes resultantes se les denoatn6 MX1176 y MX1178, respectivamente. 

De a1ntr1 que 11 MX1176 ts una derivada de 11 silvestre MX614, que • 

contiene 111 mutaciones adhl y alt::n, en tanto que 11 MX1178, sola

•ente contiene 11 autact6n alt::n. 

C~RACTERIZACION DE LAS CEPAS QUE CONTIENEN LA MUTACION glt::n. 

1) Fenotipo 

El pri••r fenotipo que se prob6 de las cepas que contienen la 

mut1ci6n alt::íl, fue su crecimiento en amonio o argtnina como únicas 

fuentes de n1tr6geno. Como 11 observa en 11 Figura 38, las cepas 

que contienen esta lnserci6n presentan un fenotipo Ntr·, es decir no 

crecen en argtntna como fuente de nltr6geno, lo que parece Indicar -

que se requiere de actividad silvestre de GOGAT para Inducir los st1 

temas .~t~. Por otra parte, esta cepa gltB: :íl crece Igual que la sil 

vestre en amonto puesto que posee actividad de GDH¡ como era de esp! 

rarse la cepa MX1176 (gdhl slt::n) no crece en amonio y sf en amonto 

mas glutamato (Figura 3-A). Es claro que las cepas que contienen la 

mutaci6n por inserci6n tienen un comportamiento diferente de las 

que contienen el alelo glt831, puesto que la cepa MX1170 (sltB31 

pdhl) no es 1ux6trof1 de glutamato y crece con un tiempo de du

pltc1cl6n similar al de las silvestre ( Figur11 lA y 3A). En 

resum.. 11 mut1ci6n por inserci6n del fragaento n en 11 gene 

33. 
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estructural de 11 subunidad pesada de GORAT, en conjunto con 11 mJ!. 

t1ci6n adhl, son necesarias y suficientes para resultar en auxotr.!!. 

ffa por glutamato. Sin embargo, 11 mutación glt831 en combinación 

con el alelo gdhl no resultan en auxotroffa por glutamato. Tanto 

11 mut1ci6n glt831 como qlt::n confieren el fenotipo Ntr·. 

2) Mapeo por transducción. 

Se realizaron experiMentos por transducción con Pl para loca

lizar gentticamente la mutación glt::n; los resultados se muestran 

en 11 Tabla 5. Como se observa, el fragmento n aparentemente est& 

a&s cerca de argG y de ~que glt831. Se~ún los datos de la Ta

bla 5, los marcadores se pueden acomodar como se muestra en la Fi

gura 4A; donde se observa que el fragmento íl se encuentra entre •• 

ergG y!!.!!!• muy cerca de glnF. En esta figura (4 B) se muestra -

el mepa de esta región del cromosoma, reportado por Pahel y colab.!!. 

radores l251 en donde !!.!l.!!. y 9.1.!!f. cotransducen con argG 441 y 22%, 

respectivamente. Los datos presentados en esta tesis no coinciden 

con los reportados, pero las frecuencias de contransducción que se 

obtuvieron entre .!!l!!f. y argG, y entre el fra~mento n y qlnF coinci 

den cuando se realizan las cruzas Inversas (39 y Tabla 5). Sólo -

para comparar, se incluyó en la Fi~ura 4 el mapa de la región J11! 
de S.trphimurlum reportado ~or Madonna et al. !32). En este caso 

se le denominó qJJA al gene para la subunidad pesada de GOGAT, y • 

!l.!!! al de la ll~era. Estos genes no cotransducen con argG como -

en ~. aunque se encuentran en una región aniloga de1 cromoso

ma cerca de !!!!E y de ~· 

En resumen, los datos de cotransducción indican que la muta-

ción gltB31 y qlt::n se 1ocalizan en lugares diferentes con respef 
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T1bla 5 

M1p10 por tr1n1ducct6n de 111 111ut1ctones g1tB31 y qlt::n con r1so1cto 
1 g1nF74:: Tn! y 1rnG31 

DONADOll RECEPTOR SELECCION CONTRASrLECCION 

s nE cnLOlllAS ~U[ 
CONTIE'!Ell El M~ll
r.AOOll NO ~ELECCIO 
'IADO -

MX9H MXl41 Gln+ MSql Aut·b 
s1tl31 '1nF74: :Tn! 

MXHI Mxt71 Arn• Aut" 
!!.!!!ll 

SP11s.11c 
d 

MX1116 MXl41 Kan 11 Gln" 
plt: :n 1f!!!. 

MHU MX1176 hn11 Spq511111 

MX1171 11Xt71 Ar11• sp11 s11111 

a) Gln+ 1t~ntftca cr1ct•t1nto en 11anto co10 fuente de nttrl•eno 
11s11 1tnntftc1 cr1ctmt1nto en 1111onto 151~ 11111 IO ~" de Mettontna 
Dl•1ulfo1t111tn1, 

31 (13/2001 

za uoo1soo> 

5 (S/100) 

11 (8/100) 

45 (89/2001 

b) Aut• 1tontftc1 que no 11 ob11ry1 crtct111t1nta en 1r11tntn1 o.z, cono 
fuente ~• nttrlneno. 

e) 5p11s.11 1tqntftc1 cr1ct•t1nto en ZO~q/1111 de 11p1cttno•tctn1 y 
lOO~t/•1 de 11tr1pto1tctn1 r11p1cttY1111tnt1. 

d) Ken 11 1t~ntftc1 cr1ct111t1nto en pr11tnct1 de 30~~/1111 de l1n1111tctn1 



FIGURA 4 ~ Mapo lit la rttlón 1!! lit !.·!!!!, 

A) Mapo tlaHrtlla Htl>n lot llatot lit 11 Tlllla IS, 

-11,.,coaf-"•'<o.OJt 

....... 
1 

"'' 
-· .. (O~ -44..COAP)-

------IO..CO.ll)-----_. 

a) MIPI .. la rtllÓll I!! ff !•!!!.! HfÚll Po 1111 tt ol (115) 

....... . :.. . .. _ .... ,,OM>-
C) Mopo •to rttllfll I!! • !·trpltHrh1111 1111111 Mad011111 ot al (12 t11 

-------------+-----4"'4 ... l!!2 I!!! .... 

a) Lo• n6•ero1 entre par4nt••la indican diatancla on 1111in • Ion 11nr• 

centaje1 eon la fercuenc1a 4• cotranaducci&n 11ntrr lnn •are.11lor1•u. 

bl 1!!! t•n• ~ara 11 aubunldad P••1da do GOCAT 
1!12. 9an• para 11 aubunldad llqora de GOCAT 

La flaclla lnlca el Hntido da la tranecrlpcl6n quo on on el 11e11tá<lu 

da la• •aneclllno del relnj, 



to a argG y glnF. 

3) Localizact6n ffstca de la lnserct6n del fraamento n. 

Para demostrar que el fragmento n se encuentra en el gene de

la subuntdad pesada de GOGAT, se hizo un experimento de hibridtza

cl6n DNA-DNA ttpo Southern (40). 

El experimento fue 11 siguiente y se encuentra esquematizado 

tn la Ftgura S. St purlf1c6 DNA cromosoma! de las cepas MX1172 -

(g!!!.!) y MX1176 (gdhl, glt::n). Estos DNAs se d1g1rteron con la -

enztma .!U!l!!.111, y se corrieron en un qel de aqarosa al 11 en bu-

ffer de acetatos (Matertal y M'todos)¡ posteriormente, se transft

ri6 el ONA 1 un filtro de nitrocelulosa y se hlbr1dtz6 con el p16!, 

mtdo pGOP3 (Figura 5) marcado con CTP c32P). Se obtuvo el resul

tado que se muestra en la ftgura 58. De los 5 fra~mentos que se -

generan al cortar pGOP3 con .!U!l!!.111 \Figura 58, carril 1 J, el ma

yor (4md) no hfbrtdf za con el DNA cromosomal ya oue s61o Incluye -

secuencias del vehfculo; el Sf!lufente fral!ftlento de 2.65 md tnclu.ve 

alrededor de 0.5 md del extremo 3' del gene para la subunfdad pes! 

da, y el resto es vehfculo. Los otros 3 frapMentos, de 1.2 md, --

0.44 md y 0.35 md, son Internos del !lene estructural. El franmen

to n se tnsert6 en el sitio de !:1111 que estl dentro delfragmento 

de 1.2 md. En la cepa MX1172 (gdhl) se observan las 3 bandas co-

rrespondientes a los fragmentos internos, y otra banda de aproxlm! 

damente 2.4 md que corresponde al extremo 3' del nene de la subun.!, 

dad pesada hasta el siguiente sttto de !!ln.!!.111 en el cromosom1, 

que se localiza en el gene para la subun1dad ltgera (ver m1p1 - -

pASP20 Figura fi). 
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En 11 cepa que lleva la mutaci6n glt::n (MX1176), el fragmento 

dt 1.2 Md desaparece, y se genera un fragmento de 0,88 md que co- -

rrtspondt al tamafto esperado al interrumpir el fragmento de 1.2 md 

tn el sitio de !il.11 por el cassette íl (que estl flanqueado por si

tios de l!.!!!.!!.111 y por lo tanto se escinde coMpleto con la digesti6n 

y dt 1st1 manera no altera los tamaftos de los fragmentos); tambiln 

se genera un fragmento mls pequefto de 0.28 md que corresponde al -

resto dtl fragMento de 1.2 md, desde el sitio de ª'9111 hasta el si

guiente sitio de Hlndlll. 

Con este experimento se ~emuestra claramente que el fragmento 

íl se encuentra insertado en la primera mitad del gene estructural -

dt 11 subunidad pesada de GOGAT. 

4) Actividades enzimlticas de las diferentes mutantes. 

Se determinaron las actividades enzim&ticas de GS, GDH y GOGAT 

de las cepas que contienen la mutaci6n !!.l!::íl en diferentes condi-

ciones de crecimiento. Los resultados se muestran en la Tabla 6. 

Como se puede observar la actividad de GOGAT de la cepa silve1 

treno varfa por crecimiento en exceso de amonio (15mM) o por 11mi

taci6n de nitr6geno (glutamina 1 mg/ml) y presenta una actividad de 

aproximadamente 1o·nmol de NADPH oxidado por min por mg de prot., -

COMO ya se habfa mencionado, la cepa MX988 (glt831) tiene una acti

vidad de esta enzima de aproximadamente 7 veces menos que la silve1 

tre (aproximadamente de 10 nmol NADPH oxidado por min por mg de pr~ 

tefna). Como se observa en esta Tabla, y según lo esperado, las C! 

pas MX1176 y MX1178 que contienen la mutaci6n ~::íl no presentan· 

actividad detectable de GOGAT, La cepa MX1178 presenta una activi-
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TAHLA 6 

Actividad enziMltica de GS, GDH y GOGAT de cepas que contienen la •utaci6n 
fil::n 

ACTIVIDAD ENZIMATICAª 

GDr.AT GDH GS Fenotipo 
Cepa 

HH4 Gln NH4 Gln NH4 Gln Glt Aut 

MX614 76 75 206 239 121 1040 + + 
snvntre 

MXHI ' 12 256 236 lOD 220 + 
a1tl31 

PA340 n.d. n.11. n.d. n.d. 270 ZtiO 
, , ti 31 U!!.! 
MX117Z 76 79 n.d. n.d. 120 1100 + + 
.el!! 

MX1171 n.d. n.d. n.d. n.d. 330 410 
.el!! 11t: :n 
MU171 n.d. n.d. 167 256 100 190 + 
&::n 

al Todos 101 1f•bolo1 utilizados en esta Tabla son los •is•os 
que los de la Tabla z. 



dad de GDH similar a la de 11 silvestre, y por lo tanto no es aux~ 

trofa de 9lut1m1to aunque sf es Aut• (debido a la mutaci6n .!l.!!::n). 

En cuanto a las actividades de GS, 11 silvestre presenta apr~ 

xim1d1m1nt1 10 veces mls actividad de esta enzima en culttvos en -

glutamina como futntt de nitr6geno qut en exceso de amonto. Es in 

ter1s1nt1 rtcalcar que tanto la mutaci6n ·glt831 como la !!.!1:n ti!_ 

nen un efecto ple1otr6pico sobre 11 tnducci6n de GS cuando las cé

lulas se crecen en ~lutam1na, como Gnica fuente de nitr6neno como 

lo muestran las actividades de GS en las cepas MX9BB y HX117B • 

lJJ.U: :n) tn ambas fuentes dt nttr6neno. La cepa MX1176 f!!dhl • 

.!l.!l= :n) presenta niveles ltgeramente mh elevados de GS, aunque al !'!. 

rtctr, tampoco est•n regulados por 11 fuente de nitr6geno. 

En rtsumfn st puede decir, por una parte, que cepas que con-

tienen la mutaci6n fil: :n no presentan. niveles detectables de GOGAT, 

a diferencia de cepas que contienen el alelo 91tB31. Sin embargo, 

los dos tipos dt rnutaci6n tienen 2 caracterf sticas en comGn, una • 

de ellas es que ambos alelos confieren a la cepa 11 incapacidad de 

inducir la sfnttsis de GS en respuesta a limttaci6n de nitr&geno • 

por crecimiento en glutamina; la otra se refiere a que ambas muta

ciones confieren el fenotipo Aut·. 

5) Experimentos de complementaci6n con pllsmidos. 

Los pl•smidos utilizados en estos experimentos de complernent! 

ci6n fueron los si~uientes (Fi~. 6). En tlrminos generales, el 

pl•smido pGOL2 (29) contiene el gene completo para la subunidad 1! 

gera de GORAT (Sl+), y dirige la sfntesis de la subunidad ligera • 

en un sistema dt rninicllulas (29). El plAsmido pROP3 (Fi~uras 5 y 
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FllURA 1 r lt.,llH • In '8ftltlltt rtltHlllH • ttt pl1Í1111hle1 

plOL 1 

pGOPI 
11 •••• , 

pRllllO u .•• ., 

'"'"' , ..... , 

utlllHllM lfl lllt trtllljo -DM--

- ...... 11 ............. (e,t 
1111111.- ................... , •• , _ .......... .... 

11 

Cllll ... 
\>: .. IP 11 d. 

Je.e• IP • c_.:t, 
Laa punta• d• la• flachH indican d •antido da la tran•cripci&n. 
11 D•A dal vahfculo no ••t• trasado a ••cala, Loa aupraf ndic•• 
lndl.can1 a, ra•i1t1ncla1 1, ••n•lbllidad al antlbi6tico indicado 



6) contiene solamente el gene de la subunidad pesada completo (sp•), 

y tambiln es cap1z de dirigir la sfntesis de esta protefna en el -

siste1a de minicllulas. El pl,smido pRSP20, que fue el aislado or! 

ginalmente (27), contiene un fraqmento cromosomal de 5.7 md que in

cluye los dos genes estructurales de GOAAT (Fiqura 6), Por Oltimo, 

se utiliz6 un derivado de pRSP20, denominado pRSP21 fFi~ura 6), el 

cual es el resultado de sustituir un fragmento ~r - !J!!I de apro

ximadamente 2 md en el pRSP20 leste fraqmento se localiza 1 1proxi· 

madamente 1.3 md hacia abajo del extremo 31 del gene para la subun! 

dad ligera por lo que esta sustituci6n no afecta la sfntesis de la 

enztm1), por un fr1gmento de aproximadamente el mismo t1mafto, que.

codtfice para la resistencia a cloranfentcol. Este nuevo pllsmido, • 

pRSP21, representa una ventaja para la mantpu1act6n de cepas que lo 

contienen, ya que ahora es posible presionar para su mantenimiento 

en la cllula utilizando medios con cloranfenicol que, a diferencia 

de la colicina, da resultados mis claros. 

Los pl&smidos arriba mencionados se tntrodujeron por transfor· 

mac16n en las diferentes cepas y en todos los casos, excepto con 

pRSP20, se seleccton6 en medio rico con el anttbi6tico adecuado. 

Debido a la falta de un marcador adecuado para su selecc16n, s61o • 

se pudo transformar las cepas PA340 y HX1176 fnue son aux6trofas de 

nlutamato) y se seleccton6 en medio mfntmo con amonto como Gntca 

fuente de nttr6aeno. 

Como se puede ver en la Tabla 7 nin~una de las 2 subuntd1des • 

por separado es canaz de complementar el fenotipo Glt" p Aut" de la 

cepa PA340. S61o los olismtdos pRSP20 6 pRSP21 complementan para 

ambos fenotipos; es decir, las cepas PA340/pRSP20 6 PA340/pR~P21 •• 
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Tabla 7. 

Actividad enzlmitlca y fenotipos que presentan las diferentes cepas 
complem1nt1das con distintos plismldos. 

ACTIVIDAD ENZIMATICAª 

GOGAT GDH GS Fenotipo 
Cepa 

NH4 Gln NH4 Gln NH4 Gln Glt Aut 

llX'14 76 75 20& 239 128 1040 + 
Sflvntre 

llXHll • 12 25& 23& 100 220 + 
1!ill! 
llX1176 n.d. n.d. n.d. n.d. 330 410 
'1 t : :íl at!!.! 
PA340 n.d. n,d. n.d. n.d. 260 270 
pltUl adhl . 

llX117i/pGOLZ n.d. n.d. n.d. n.d. 460 450 
s1+11 

llXl 171/p&OPJ 87 72 
sp+c 

n.d. n.d. 200 320 

MXllll/tll~PU '28 SH n.d. n.d. 210 731 + + 
S.P SI 

llXHf/PIOLZ 113 170 + 
SI 

llXHl/plOP3 11 142 270 + 
Sp+ 

llXHl/,llSP21 212 132 114 + + 
Sp•s + 

PA340/plOL2 n.d. n.d. n.d. n.d. 120 110 
s1• 

PA340/pGOP3 n.d. n.d. n.d. n.d. 130 120 
Sp+ 

PIU4f/pRSPZl 121 97 n.d. n.d. HO 70 • • SI Sp+ 

llX614/pRSPZl 7511 ZH 150 • • 



r 

11 lodos los sf•bolos utilludos en este tabla son los •ls•os que 
en 11 tabla Z 

bl Plls•ido que 1lev1 el 91nt para 11 subunid1d liqtr• de GOGAT 
(51•) 

e) Plls•ldo que codiflc1 pira 11 subunidad pesada de r.or.AT 
(sp• 1 

di Plis•ido que codlflc1 p1r1 11s 2 subunidade\ de GOGAT 
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son Aut+ y Glt+ (Tabla 7). 

lo mismo sucede con el fenotipo Aut- de la cepa MX988 (g1t831), 

es decir, ninguna de las 2 subunidades de GOGAT por separado fue ca-

paz de compl1111entar a esta cepa para el fenotipo Aut+, s61o el plísm.!. 

do pRSP21,(o pRSP20) confirieron este fenotipo. 

Por lo que respecta 1 h cepa MX1176 (fil::•~. gdhl), esta cepa 

tam~oco se complementó para el fenotipo Aut• con ninguna de las dos -

subunidades por separado y, otra vez, el plAsmido completo complemen

tó para los fenotipos Aut• y Glt+; sin e111b1rgo, resultó interesante • 

que el fenotipo Glt" de esta cepa se complementó por el plAsmido QUI 

codifica sólo para 11 subuntdad pes1d1 (pGOP3) (Tabla 7), lo que no 

ocurri6 con el fenotipo Aut". la cepa MX1176/pGOP3 presentó activt·· 

dad de GOGAT semcj1nte a 11 que presenta la cepa silvestre apoyando • 

el hecho de que la 1ubunid1d ligera se stntettz1 en cepas que llevan 

11 111utact6n fil: :11 que 11 comp11111entar11 en !!:!.!!!. por 11 subuntdad P! 

11d1 codificada por el p1Asmtdo, se producen niveles de GOGAT sufi· • 

cientes para que exista crecimiento en 1usenci1 de glut11111to. Cabe •• 

•encion1r que 11 actividad de GDH no v1rió por 11 pr1s1nct1 de ningu· 

no de 101 plismtdos utilizados, 1sf como ta111poco por las fuentes de· 

nitr6g1no probadas. 

Las cepas PAJ40 y MX988 lll!!!.31) presentaron un co111porta111iento 

si111ilar: ninguna de las subuntdades por sep1rado introducidas por • 

transformact6n 1fect6 las activtd1d1s ni de GOGAT ni de GS¡ 11 de· 

cir la PA34D transform1da con pGOP3 o con pGOL2 no presentó 1ctivi·· 

d1d d1tect1ble de GOGAT, y tampoco indujo la GS por 'reci111iento en 

gluta111in1. La cepa MX988 tr1nsfor1111da con pGOL2 o con pGOP3 presen

to 1proxim1~!mente 7 veces menos actividad de GOGAT que la silvestre 

- ..... -·-·--· .. --~~ .. ,_,. ,,,, .. •.-' 
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(igual que la cepa MX988 sin plismido)¡ la GS en la MX988/pGOL2 t•! 

poco se indujo en glutamina. Estas cepas (PA340 y MX988) comple•e! 

tadas con pRSP21 presentaron actividtd d• GOGAT (aproxi•1da•1nt1 2 

veces mis que la silvestre en el caso de la PA340, y alrededor de 3 

veces •Is para la MX988)¡ y sin embargo en ambos casos (PA340/pRSP21 

y MX988/pRSP21), la GS no se indujo como respuesta al crecimiento en 

g1uta•ina (Tabla 7). 

La cepa MX117& present6 un comportamiento notabl•••nte distinto. 

Por un lado, el p11smido pGOP3 en esta cepa fue capaz de complementar 

pera actividad de GOGAT, a niveles similares a los de 11 cepa sil· 

vestre, en tanto que la actividad de GS, no se Indujo en glutamlna. 

Per otro lado, la cepa MX117& conteniendo pRSP21 present6 acivld1d1s 

de GOGAT 1 a 10 veces •ayores que la slvestre, que pudiera deberse 

a un efecto •ultlcopla, a diferencia de 10 que sucede en la PA340 

y en la MX911. Esta cepa (MX117&/pRSP21), sf Indujo la sfntesls 

de GS por crecl•l•nto en g1uta•ina como fuente de nttr6geno (Tabla 

7), a dtf1r1ncta de 10 que sucedt6 en las cepas que conttanen el 

.alelo a1tl31 (PA340 y MXHI). 

La cepa silvestre RX614, transformada con pRSP21, ta1btln pr•· 

s1nt6 efecto •u1ttcopta, es dectr, stntettz6 aproxt•ada•ente 10 ve· 

ces •Is acttvtdad d1 GOGAT que 11 silvestre (Tab1a7). 

Dado el hecho de que una tns1rct6n polar en la subunldad pesa

da de GOGAT pudo co•pl•••ntars• con un plls•tdo que lleva Gntca••n

te esta subuntdad, no se puede pensar que la cepa PA34D ttene una 

•utact6n st•tlar puesto que se co•portarfa co•o la c1p1 que lleva 

11 11110 a!!::A pero postbl•••nte se trate d• una d11ect4n de ••n1r1 
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que no sea posible complementarla con ninguna de las 2 subunidades 

por separado. 

Para explorar esta posibilidad se efectu6 un experimento de hi· 

bridi11ci6n DNA-DNA tipo Southern utilizando DNA cromosomal de 11 C! 

pa PA34D asf como de la MX988, usando co•o •onitor el pllsmido • 

pRSP21. Le 1utorr1diogr1ffa en 11 Figura 7A (carril 3) •uestra que 

la cepa PA34D carece de los genes de GOGAT¡ sorprendentemente 11 • • 

MX988 t••poco hibridi16 con estos genes (Figura 7A, carril 2). Asf 

•is•o, en 11t1 experimento se incluy6 11 c1p1 MX1163, y como 11 ve • 

en 11 carril 6 de la Figura 7A, los genes de GOGAT en este caso sf • 

estuvieron pr1s1nt1s. 

Co•o 11 cepa PA340 es una d1leci6n de 11 menos los 2 genes •s·· 

tructur1le1 de GOGAT, la tr1n1fer1nci1 de una deleci6n por tr1nsduc

ci6n, no ocurre con la •is•• fr1cu1nci1 que 11 transferencia de una 

mut1ci6n puntual. De tal for•• que, pos1bl••ent1, durante el proct• 

so de contrucci6n de 11 c1p1 MX988 por cotr1nsducci6n con araG, 11 • 

haya obtenido una mezcla de c1p11, aquellas que hubieran h1r1d1do 11 

d1leci6n de GOGAT (lo que debe resultar en fenotipo Aut"), y aque- • 

1111 que hubieran heredado alguna •utaci6n regulatoria presente en • 

la c1p1 PA340 (ver Di1cu1i6n) y que ta•bian resulte en fenotipo Aut", 

Para explorar esta posibilidad, 11 hicieron otros dos experi•e! 

tos de hibridlz1ci6n DNA-DNA que se •u1str1n en 11 Figura 78. Se •• 

aislaron 50 colonias Aut" tal como se 1i1l6 11 cepa MX988: se propa

go PI en 11 c1p1 PA340, y 11 cruz& por 11 cepa MX971 (arpG31), se S! 

1eccion6 Arg• y se aislaron 50 colonias Aut". Posterter•ente se cr! 

cieron sobre un filtro de papel Whatman 3MM durante 12 Hrs a 37°C. 
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Estas colonias se utilizaron para hacer hlbrldl11cl6n en colonia 

contra 11 plls•ldo pGOP3 •arcado con dCTP (32p) para d1t1r•lnar que • 

porcentaje de colonias Aut" prov1nl1nt1s d• esta cru11 cons1rv1n los 

g1n11 di GOGAT. 

Co•o se •u1stra en 11 Figura 78, de 50 colonias prob1d1s, s61o 7 

htbrldlzaron contra 11 g1n1 de 11 subunld1d p1s1d1. En 11 Gltl•• hl· 

11r1 se 1ncu1ntr1n dos colonias Aut• (Arg•) de 11 •Is•• cruza, dos C! 

lonfas de la c1p1 sllv11tr1 MXl14, y dos colonl1s de la cepa MX1170 • 

Ci!!!!! ~). Est11 1 colonias t••bl•n pr1s1nt1ron hlbrldlz1cl6n •• 

con 11 g1n1 de 11 1ubunfd1d p111da, Incluyendo 11 c1p1 MXll70. Para 

vÍr 11 11 c1p1 MX1170 conserva los g1n1s 1structur1l1s dt GOGAT, COllO 

los de 11 c1p1 1f lv1str1, 11 purfffc6 ONA cro•o10•11 de 11t1, y 11 h! 

zo un South1rn utfll11ndo co•o prob1dor 11 pll1•ldo pRSPZI. Co•o 11 

•u11tr1 en 11 figure 71, 111 c1p11 MX1170 y MX1172 pr111nt1ron 11 •I! 

•o p1tr6n d1 hlbrldl11cf6n de 101 g1n11 p1r1 GOGAT. 

so. 
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ftlndo p1r1 Ar~+. • 
Co•o controlo~ r,e incluyeron 2 colonl1~ Aut• de est1 cru11 -· 
(•1rc1d1s Avt•) 2 colonias dt la cur• silvestre "X614 y 2 de 
h cep1 MUllO t'ljBll, i!!.!!.!.l 1 u•1 l do se muestr1 ti Southern 
de DMA cromor,om1 e Tu ceplS r:n11·· y "Xl172 (ll..!!!!.!_) digeri
do con Hlnd 111 L hlbrtdl11do con pR>;P?l marcado ""n d CTP •• 
(32P). -



DISCUSION 

To1ando en cuenta que existe poca 1nfor1act6n sobra la regul! 

ci6n de la expresi6n de GOGAT, y su relaci6n con los slste1as Ntr 

y con GS; en este trabajo tratf de responder algunas preguntas que 

surgieron a partir dt la caracttrlzaci6n dt la cepa MX988 (glt131) 

(Tabla 2), Co10 se 1nfatiz6 en la secci6n d• Antecedentes y en la 

dt Resultados, esta cepa presenta actividad detectable de GOGAT, • 

aunque siete veces 11nos que la cuantificada en la cepa silvestre 

(Ttbla 2); sin e1bargo,la cepa PA340, de donde proviene •1 alelo· 

altl31, no poste actividad de la 1nzl1a, y es aux6trofa dt gluta•! 

to. Estos datos sugieren que la cepa PA340 tiene al 11nos otra •t 
taci6n. Con el objeto dt investigar 1ls a fondo esta posibilidad, 

11f co10 para obtener •Is 1nfor1act6n a cerca dt los 11canls1os •• 

que controlan la sfntesis de GOGAT, se hizo una 1utag1n1sts dirig! 

di en tl g1n1 pira la subuntdad pesada dt GOGAT. La caracteriza·· 

ct6n dt esta 1utaci6n arroj6 algunos datos sobre la regulaci6n di 

11 sfntesis dt GOGAT, asf co10 ciertos aspectos sobre la organiza. 

ct6n ffstca del oper6n constituido por sus genes estructurales; •• 

t11bifn per11t16 co1par1r el fenotipo dt 11 1utaci6n 1structur1l • 

con 11 que pr1sent1n 11s cepas que contienen el alelo qlt831. 

Ahor1 bien, en cuanto a la hip6t1sis dt que 11 cepa PA340 ti! 

ne.un1 1utacl6n regulatorla, los datos que la apoyan son los si·· 

1ut1ntes: 

l) El 1aperl11nto de reconstrucc16n genftlca de la PA340 1ostrado 

en la Tabla 3, Indica que al retransferlr el 11110 91t13l'dt la •• 

52. 



cepa NX988, a la cepa MX1163, que es una derivada 11!!+ dt la • • 

PA340 por trtnsduccf4n (Tabla 3), resulta en la supr1sf6n dt la •• 

sfntesfs de GOGAT y tn auxotroffa por gluta•ato. 

2) La cepa MX1163 !Tabla 3), que por 1xp1ri•1ntos tipo Southern • 

se •ostra que adqufrt6 los genes sflvtstrts de GOGAT (Figura 7A, • 

carril 6)¡ presenta niveles bajos de actividad 1nzf•&tfca (lln•ol

dt NADPH oxtdado/•in/•t dt protefnal. 

Es un 1xp1rl•ento sl•ilar, pero stl1ccion1ndo 2 transductan-

tes Aut• a partir dt la cepa NX1176 (a!!,::o adhl) st r191n1r6 •l • 

901 de la actividad de GOGAT (datos no •ostrados). Esto indica •• . 
que por transducctGn, en tl caso de la PA340, no es posible r1g1n1 

rar todos los fenotipos que c1r1ct1rtzan a la c1p1 sf 1v1str11 sin 

e•bargo para la •utac16n estructural, se r191n1r6 casi tot1l•1nt1 

la 1ctivtd1d di GOGAT. 

3) La c1p1 PA340 co•pl1•entad1 con 11 pl&s•fdo pRSPZl tf1n1 una • 

actfvfd1d de GOGAT, solo 2 a 2.5 v1c11 •11or que la cepa silvestre 

(Tabla 7). Stn ••bargo 11 c1p1 MX1171(a!!,::o)o11 NX614 co•pl•· 

••nt1d1 con 11 •ls•o pl&a•tdo pr111nt1n dt 8,5 1 10 vac11 ••• 1cti 

vtd1d 1n1t••ttc1 que 11 1tlv11tr1 atn pl&a•fdo (T1bl1 7). Estos -

datos podrf1n deberse 1 que tanto.en 11 c1p1 1flv11trt co•o en 11 

.MX1171, 11 observa un efecto •ulttcopia que no 11 epr1ct1 en la C! 

p1 PA340 debido 1 la •utact6n r1gul1toria. 

O El expert•ento di 11 Figura 7A, carrfl 3, •u11tra conclu1h1·· 

••nt1 que la c1p1 PA340 11 una d1l1ci6n que 1b1rc1 11 ••nos 101 •• 

dos 91n1s 11tructural11 de GOGAT. Esto por af solo, sin duda ••·

plica tanto 11 hecho de que 11 cepa no pr111nt1 actividad de 1st1 
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entl•a, ~o•o su fenotipo Aut", Sin embargo, en 11 Figure 78 se - -

•uestra la hlbrldizaci6n DNA-DNA de SO colonias aisladas tal co•o -

se obtuvo la cepa MX988, siete de cincuenta transduct1nt1s Aut", hi 

bridizan con la subunidad pesada de GOGAT, lo que indice que conse! 

.v~n los genes de la enzima. Esto implica que la mutacl6n regulato

ria que posee la cepa PA340, ta•bifn confiere el fenotipo Aut", y -

cotransduc1 con !J:ii. 

Para este trabajo, tal vez no sea tan Importante explicar los 

diversos fenotipos de la PA340 (cuya g1ne1logf1 no conocemos con -

certeza), como explicar los de la cepa MX988, Tambifn en este CISO 

por el uperi•ento de la Hgura 7A, carril 2, es claro que tiene la 

•l••a dtl1cl6n que la PA340. Por el experimento de la Figura 78, -

se observa que hay cepas aisladas como la MX988 que conservan los -

genes dt GOGAT. El hecho de que hay mezcla de poblaciones, es de-

cir, unas que heredaron la da1eci6n, otras que adquirieron la muta

ci6n regulatoria, o bien aquellas que hayan heredado a1bas pueden -

explicar 11 dato de que durante las primeras det1r1lnacton1s de ac

tividad de GOGAT.11 haya trabajado con mezcle de poblaciones puesto 

que se utilizaron varios aislados de la •ism1 cepa, y resultarfa en 

d1tecci6n de actividad en las transductantes que no hubieran hered! 

do la dtlecl6n. 

De cualquier forma, la cepa MX988 que se utlliz6 en el experi

mento de la Figura 78 cerril 2, no lleva los genes de GOGAT, Sin -

••bargo las determinaciones da actividad de GOGAT de esta cepa se -

realizaron an extractos dializados y en presencia dt lnhibidores e! 

p1cfficos de transa1idasas (azaserina y MSF); el resultado indica -

que presenta actividad baja, aunque detectable, de una transamidas1 
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d1p1ndt1nte de glut1•fn1 que utilfz1 a-cetoglut1r1to y oxida NADPH. 

Cabe ••nclonar que tl ensayo de GOGAT no es muy especfffco puesto -

que st mtdt 11 oxtdtci4n de NADPH en pr1s1ncf1 de a-c1to9lut1rato y 

glut1atn1, de aantrt que es posible que st trate de otra tr1nsamid! 

sa y·no dt GOGAT. Parte• probable que durante la construccl6n dt -

esta cepa, se stl1cclon6 alguna autacl5n que resulta tn 11 sobr•Pr! 

duccl6n dt 1lguna tr1nsaafnasa o tr1nsaafdasa cuya 1ctfvtdad lnt1r

ft1r1 con ti ensayo de GOGAT. 

Constd1r1ndo lo arrtba aanctonado, hay dos 1xpltcacton11 posi

bles para 1nt1nd1r ti fenotipo dt la cepa MX1170 (Rlt13l pdh1). C! 

aÓ 11 observe tn la Figura 1A, la cepa no 11 aux5trofa de glutaaato 

y crece en a•onto con un tteapo de duplfcact5n auy slallar 11 dt ta· 

stlv1str1 en 11 •Is•• condtctdn. Los r1sult1dos fndtcan que: a) la 

capa no crece en argfnlna co•o fuente da nltr611no (Figura 11 y Ta• 

bla Z), en asta Ftgura 11 observa qua esta capa alcanza sdlo ZO uni 

dadas l11tt (u.l.) a 111 12 Hrs. y 111ga 1 alrededor da 40 u.l. a • 

111 14 Hrs. (prob1bl1•1nt1 1n 1st1 •0•1nto 11 trate di •ut1cfon1s • 

supresoras Aut• que aparecen con r1l1tlva altra fr1cu1ncta (25)¡ la 

sf1v11tr1, en ca•bto, a las lZ Hrs da tncubacl5n 11can11 aproxl••d! 

••ntt IZO u.l. b) 11 cepa MX1170 es tncapaz d1 fnducfr ta sfntests 

da as por crect•ltnto en 91uta•lna (Tabla 2) e) no pr111nt1 actlvi 

dad d1t1ct1bl1 d1 GO&AT (Tabla 21. Todo 11to sugftrl que ta cepa • 

conttant 11 ateto pltl31, paro resulta dfflcft dt explicar puesto • 

que no presenta actividad d1 ninguna dt las dos 1nzt•as que stnt•ti 

11n g1uta•ato. 
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Por el expertaento de la Figura 78, se demostr6 que la cepa •• 

MX1170 pos11 los genes estructurales de GOGAT y, aparentemente, du· 

rante su construccl6n se le transflr16 una autact6n regul1tort1 r•! 

ponsable d1 los fenotipos aencfon1dos. El hecho de que no presenta 

actividad da GOGAT, podrfe fndtc1r que le 1ut1ct6n regul1torla aba

te le sfnt1sfs de la 1n1t•a hasta un grado que no es posible detec

tar por este ensayo, pero que se produjeran ntvel1s suflcfent1s 41 

la enztaa para prov11r a la cflula con el gluta1ato necesario para 

per•tttr su cr1ctat1nto en aaonto. S1 1st•n 11p111ndo a realizar • 

1xp1rfa1ntos di htbrfdl1acl6n d1 RNA d• esta cepa contra un proba·· 

dor da DNA para ver st se detecta el aRNA de GOGAT. 

Otra axp1tcact5n para •1 fanottpo de la MX1170, es que durante 

su construcct6n 11 haya seleccionado la sobreproducct6n de alguna • 

tr1n1a1ld11a o transa1tnasa que provea a la cllula del gluta1ato n1 

c11arto para crecer, de •an1ra anlloga 1 lo que se propone que ocu

rre en la cepa MXtll. 

Existen varias tran1111dasas que uttltzan gluta1lna, y prodU·· 

c1n g1ut11ato al cata111ar le transferencia da1 grupo 11tdo de la • 

tlut11tn11 ta1blfn se conocen algunas trans11tnasas que utilizan •• 

m-cetoflutarato coao ac1ptor del grupo ••Ido de varios a1lno•ctdos 

lo que resulta taablfn en 11 produccl6n d• 9lut11ato. 

Es lnt1r11ant1 el hecho de que a la cepa PA340 s1 11 puede su1 

tftulr el 11uta11to que necesita para crecer, por aspartato; este • 

co1pu11to transaatna con m·cetoglutarato para formar g1utaaato y •• 

ox1loac1tato, pero parte• ser n1c11arto agregar conc1ntrac~on11 re· 

1atlva11nt1 elevadas de 11partato (200 µg/11) para que la cepa PUi• 

da producir suficiente gluta1ato a travfs de esta vfa; pero • • 
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podr•a ser que esta enzima se sintetizara en mayores cantidades en 

las cepas MX1170 y MX988, Otra posibilidad es la enzima asparagi

no slntetasa d1p1ndlent1 de gluta•lna (codificada por 11 g1n1 • • 

!.!!!!>· La reaccl6n que catallza es la transferencia del grupo a•.! 

do de la glutamlna al carbono y del aspartato para forear glutama· 

to 1 asparaglna, 

D1sd1 luego hay que realizar varios ••P•rlmentos para e•plO·· 

rar •I• a fondo e1\a1 posibilidades: por una parte hay que determ.! 

nar actividad enzl•ltlca de algunas tran1a•lda1as y tran1aelna1a1 

en ••tractos de las cepas MX918 y MX1170 co•paradas con la cepa •• 

11~v11tre. Por otro lado, vale la pena afinar el 1n1a10 de GOGAT 

para •1dlr e1p1c,flcam1nt1 produccl6n de glutamato conjuntamente • 

con el con1u•o de 91uta•lna y MADPM en las proporciones 11t1qulo•! 

tr1ca1 de la r1acclln que cata11za GOGAT, 1 cuantificarlo en••·.: 

trac\01 de varios aislados di la cepa MXll• ª'' como en la MX117u. 

Tamb,fn se puede hacer un ••p1rln1nto de 1n1unopr1clpltac16n de • 

101 ••tractos de 1sca1 cepas con anticuerpos e1p1cfflco1 contra •• 

IOIAT. 

In r11u .. n, pueden aflr•ar11 a19una1 cotas de 101 datos ••n·· 

clona1os en '''ª parte de la DISCUSIOR: 

a) La cepa PAÍ40 tiene al •'nos 3 •utaclon11: 

¿,. tdhl cuyo Gnl~o fenotipo 11 la pfrdlda de la actividad di 

CDM. 

"'-·· C!l1J6 d111cl6n de a1 ~•nea 101 dos ~1n1s 11truc\ur111s de • 

GOGAT, que resulta In la plrdlda d• la actividad 1n1l•ltlca 

1 en 11 fenotipo Aut•. 
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iii.- Una mut1ci6n regulatorla que tambifn confiere el fenotipo Aut" 

y cotransduce con !!ii· 
bl A las cepas aisladas como Aut" por cotransducci6n con 1r1G se les 

deno•in6 MX988, pero hay al ••nos 2 y poslble•ente 3 tipos dt recombi 

nantt1. 

i.- aquellas que heredaron la delecl6n de los genes de GOGAT. 

ii.- las que heredaron la •utacl6n regulatorla. 

iii.- las que adquirieron ••bas. 

En cuanto 1 11 cepa MX1176 (i]1::n, ~l. como se •uestra en la 

figura SI, carril 2, la lns1rcl6n del fragmento n se encuentra dentro 

del gene para 11 subunldad pesada dt GOGAT, y como •r• dt esper1r11,

no presenta actividad detectable de GOGAT (Tabla 6), 

Los datos de •apto genhlco Indican que dicho fragHnto H en- • 

cuentra relatlva•tntt cerca dtl gene 1r1G (401-451 de cotranaduccl6n_ 

(Tabla s, Figura 4A). 

Co•o 11 ve en este Tabla, la cotr1n1duccl6n entre araG y tl gene 

que confiere tl fenotipo Aut" (i1!!!l!?l dt 11 cepa MX918 (o dt 11 •• 

PA340) 11 d• un 201. lnlcl•l•1nt1, 1sta dlfer1ncla en cotransducctan 

con rt1p1cto 1 arpG de 1a .utacl8n J.!!: :n co•p1r1d1 con .altUI, part• 

cfa apoyar la htp8ttsls de que eran •utactones diferentes; sin ••bar· 

go, la frtcuencla dt cotransduccl6n disminuye cuando 11 tra~sfltr• •• 

una deleclan, y este dls•lnucl6n depende, entre otras cosas, dtl ti•! 

fto de 11 mi•••· De •anera que las diferencias en cotransducclan •os• 

tradas en 11 Tabla 5 y Figura 4, no Indican necesariamente que se tn• 

cuentren tn posiciones diferentes del •apa, sino que podrf~ rtfl1j1r 

tl hecho de que 11 estl transfiriendo una delecl6n y/o una mutaclan • 
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puntu11. 

Co11 respecto 1 11 c1r1cttrtz1cl6n flslol6glc1 dt lis cep1s -

qut contltntn 11 •ut1cl6n alt::n, tn 11 T1bl1 7 11 pr1sent1n un1 -

strlt dt d1tos con 11 prop6slto dt co•p1r1r los fenotipos de 111 -

c1p11 MXll7&, MX988 y PA340. 

En prt•tr tlr•tno puede declrst que 11 c1p1 PA340 y MX988 ti! 

111n u11 co•port1•ltnto •uy sl•tl1r tn cu1nto 1 111 1ctlvid1des tnz! 

••ttc11 dtt1r•ln1d11 y fenotipos prob1dos cu1ndo st co•pl11111nt1n -

con 101 dlftrtntes plas•idos¡ 11 c1p1 MXll7& tlent un co111port1•le! 

to •uy dlftr1nt1. 

Cu1ndo se htctn tr1nsfor1111clo1111 de 111 ctpn MX988 y PA340 -

con c1d1 uno dt los plás•ldos qu/contttnen 111 subunldtdes de - -

GOGAT por stp1r1do (pGOL2 11•¡ pGOPl sp•)¡ nlngun1 c1•bl1 su feno

tjpo con rtsptcto 1 11 ctpl sin plls111ldo. Esto es, 11 cepa PA340,. 

per,1111nec1 Glt" Aut", y no presenta actlvldtd d1ttct1ble de GOGAT -

nt.de GDH¡ 11 1ctlvld1d de GS, no se Induce tn glut1•lna. lt ctpa 
~ -MX98&..tr1nsfor•1d1 1 conserv1 11 fenotipo Aut 1sf co1110 los niveles 

bajos de 1cttvldad de GOGAT que pr1sent1 11 c1p1 sin transformar¡ 

lis 1ctividades de GDH y GS t1•poco sufren c1111blo¡ cuando se tran1 

for'• a las cepas PAJ40 y MX988 con el plls111ldo completo, -

pRSP20 o pRSP2l, entonces, sf hay comple•entaci6n para el fenotipo 

Aut• en a111bos casos, y para el fenotipo Glt+ en el caso de la - -

PA~40. En cuanto a las actividades de GOGAT, la cepa PA340/pRSP2l, 

presenta alrededor de 2 veces m&s actividad de la enzima que la -

silvestre, y para el caso de 11 MX988 con el mismo pllsmido, pre-

senta 3 veces mayor actividad que la silvestre. A pesar de que --
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este ptlsmldo, pRSP21, co•plementa para casi todos los fenotipos -

en estas c1;1s¡ 11 GS no se Induce por crecl•tento en glutamlna, • 

• es dectr per•anece Igual que en las cepas sin comple•entar. Este 

dato apoyarla ta•bifn la existencia de una •utacl4n regulatorla 

adicional en estas cepas, (PA34~y "X988) que tiene un efecto· 

pl1totr6plco sobre 11 lnduccl6n de GS. Para 11 caso de 11 cepa 

"Xll76, cuando se le co•ple•enta con et plls~ldo pGOP3 (Sp+) pre-

s1nt1 fenotipo Glt+ 1 actividad de GOGAT muy se•eJante 1 11 stlvt! 

tri (Tabla 7). De este dato se desprende una conclusl6n Importan· 

te; sabe•os que el fragmento íl contiene secuencias de ter•lnacl6n 

de la traduccl6n y de la transcrlpcl6n en ambos extremos (36), y • 

que por lo tinto debe generar mutaciones polares. Sin embargo en 

la cepa "Xll76 hay sfntesls de la subunldad ligera, lo que sugiere 

que 11 gene de esta subunldad posee su propio promotor tal y como 

se habfa propuesto anteriormente (29). El hecho de que el •lsmo • 

pllsmldo no complemente para la actividl'd de GOGAT a la cepa PA340 

ni a la MX988, se explica si consideramos que ambas cepas poseen • 

un¡ deleci6n que Incluye los dos genes estructurales (Figura 7A). 

Ahora bien, la mutac16n l!l!::íl confiere ademas otros dos fen.!!. 

tipos: En la Tabla 6 se muestra que las cepas que la contienen •• 

(MX1176 y MX1178) son Incapaces de inducir la s!ntesis de GS por -

crecimiento en gtutamina. Estas cepas también presentan fenotipo 

Aut" (Figura 381 al cual me referiré más adelante. 

A diferencia de lo que sucede en las cepas MX988 y PA340 com· 

plementadas con el plásmldo pRSP21; la cepa MX1176 transformada •· 

con este mismo plásmido si Induce la síntesis de GS por creclmie!!. 
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to en glut11ina (Tabl1 7). Puede decirse que todos los efectos -· 

causados por la 1utaci6n 91!.::n se revierten 11 complement1rla con 

pRSP21. 

Pasando al fenotipo Aut" que confiere esta 1ut1ci6n, tambifn 

en S.typhimurium se ha reportado que mutaciones estructurales en • 

i!!! confieren el fenotipo Aut" (32). Para explicar este efecto • 

ya se h1 postulado que cepas que carecen de 1ctivldad de GOGAT se 

acumula glutamln1, la cu1l en alt1s concentr1clones intr1c1lulares 

reprime tl oepr6n qlnALG qua resulta en fenotipo Aut". Esto tam-· 

biln explicarfa la Incapacidad de estas mutantes para inducir la • 

Gs' por crecimiento en glut1mina (Tabl1 6). Desde luego habrfa que 

cu1ntificar las pozas internas de glutamina en estas mutantes para 

verificar 11 hlp6t1sls. 

Sin embargo existe un dato que no concuerda con esta explica

ci6n, y es el siguiente: ya se habfa discutido que la cepa MX1176 

complem1nt1da con 11 pllsmldo pGOP3 que codifica para la subunidad 

pesada de GOGAT Gnlc1m1nte, co1plement1 para el fenotipo Glt+ y 

que pr1sent1 actlvid1d de GOGAT muy similar a la silvestre (Ta- -

bla 7)¡ pero el punto qulzl mis Interesante, es que esta cep1 es -

Aut". En este caso no se puede utilizar el 1rgumento de que se -

acumul1 glutamlna Intracelular puesto que h1y sfntesls normal de -

11 enzima. Por lo tanto, 11 menos en este caso, el fenotipo Aut"

se debe 1 algún otro problem1. Esto podrfa Implicar la existencia 

de un tercer gene que se encuentre hacia abajo de la subunidad 11· 

gera de GOGAT que forme parte de un circuito regulatorlo que inter 

venga en la lnduccl6n de los sistemas Ntr. Entonces la lnserci6n 

61, 



del frag•ento íl en 11 subunfdad pesada, serf1 polar sobre la tr•n! 

crtpciGn de este tercer gene. H1brf1 que postuler que el promotor 

que debe exlsttr entre 11 subunid1d p111da y la llqere, no es suf! 

ctentt•ente fuerte como p1r1 que se tr1nscrtban los niveles neceS! 

rtos de este tercer gene peri la induccl6n de las slste•as Ntr. 

Esto serfa un ceso en&lago 11 del oper6n glnALG, en el que las ni

veles de transcrito de qlnG que se producen a pertlr del promotor 

de qlnL no son suficientes pera el fenotipo Aut• (17), sino que se 

requiere que 11 transcripcl6n se inicie en el promotor fuerte de -

plnA para 1lc1nz1r eltos niveles del producto de qlnG, Hey varios 

datos que 1poy1n la existencia de este tercer gene: e) los pllsml

dos pRSPZO o pRSP21 (Figura 6) contienen un fragmento cromosomel-

que Incluye los dos genes estructurales de GOGAT, y en 1mbos,exts

t1 11 •enos 1 md de DNA cromosomal hacia abajo del gene de 11 sub

unided ligera, lo r.ual serfa suficiente para un gene que codifica

ra pera una protefna de el menos 55,000 d. de PM. Estos plasmidos 

san los únicos que complementen a la cepa MXll76 pera el fenotipo 

Aut•. b) Experi•entos preliminares de htbrldizaci6n usando RNA de 

11 cepa silvestre transformada con el pllsmido pRSP21, contra un • 

probador de la subunidad pesada o de la ligera, muestran una banda 

correspondiente a un RNA de al menos 5 md de peso molecular, que • 

es mucho mayor que lo que se requiere para un transcrito que incl~ 

ya solamente ambas subunldades (alrededor de 4 md). c) Por últi· 

mo, se reallz6 un e-perlmento de complementacl6n con un plAsmido • 

denominado pGOPI (29). Este pllsmido es un derivado del pRSP20, -

11 cual se le hizo una deleci6n de un fragmento !.E2,R1 (O.S md), y 
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que s61o afecta a la subunldad ligera. En mlnltflulas este pllsmido 

dirige la sfntesis de la subunidad pesada, y un fragmento de la llg! 

ra (29). El resultado de la transformati6n de la cepa MX1176 ton e~ 

te pl(smfdo, indita que es capaz de complementar para el fenotipo 

Aut•. 

De aquf se desprende 11 contlusi6n de que no parece ser la sub

unidad ligera exclusivamente la que ejerce un papel regulatorlo, 

puesto que este pl&smldo que no la contiene, complementa para el fe

notipo Aut•. Aunque sabemos que hay sfntesls de la subunidad ligera 

cromosoma! de forma que no podemos descartar la posibilidad de que -

d' alguna forma fsta intervenga. 

Es interesante que este pllsmtdo, pGOPl (Sp+, 51") no tompleme! 

ta a la cepa MX988 ni a la PA340 para el fenotlpq. Aut". En el caso 

de la PA340, tampoco complementa para el fenotipo Glt+, tomo se esp! 

ra, ya que esta cepa no tiene forma de sintetizar la subunidad lige

ra. Ahora el hecho de que,no complemente a 11 cepa MX988 para el f! 

notlpo Aut•, es mis extrano puesto que esta cepa no es aux6trofa de 

glutamato (ya que posee actividad de GDH). Esto indita que se re- -

quiere tambifn de 11 subunidad ligera de GOGAT, en conjunto con el -

tercer gene para establecer el circuito regulatorlo sobre los siste

mas Ntr; o bien que la MX988 hered6 tambifn la mutacl6n regulatorla 

tal que, aún en multicopia, no se permita la stntesls necesaria de -

este gene regulatorlo. 

Ahora bien, es Interesante mencionar aquf, que recientemente se r! 

port6 que en 8.subtflis (que carece del gene g!!M y por lo tanto de la enzi

ma GDH) los genes de GOGAT se regulan transcrlpclonalmente por la fuente de 

nltr6geno, y que existen 3 transcritos, dos de ellos corresponden a los genes - -
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estructurales para cada una de las dos subunidades de GOGAT¡ el -

tercer transcrito parece definir una unidad separada (se transcri

be en el sentido contrario 1 11 transcripci6n del gene de 11 sub-

unidad pesada). Mutaciones en esta tercera unidad transcripcional 

causan 1uxotroff1 por glut1•1to (41). 

Se tratar& de construir inserciones del oper6n !!f en el sitio 

Gnico para 11 enzi•• ~I que tiene el pl&smido pRSP20. Este si-

tio debe interru•pir el tercer gene (ver Figura 6 ), De esta ma

nera, si se demuestra que un pl&smido asf contruido, no complemen

t~ para el fenotipo Aut• de las distintas cepas, probarfa la exis

tencia de este gene. Asf •ismo, se podrfa estudiar su expresi6n -

deter•inando 11 actividad enzimitica de a-galactosidasa. 

Aunque en los resultados presentados en esta tesis, no hay va-

ri1ci6n de 11 actividad de GOGAT con respecto a cultivos en dife-

rentes fuentes de nitr6geno, asf como tampoco se ve una rel1ci6n -

clara entre los niveles de sfntesis de GS y de GOGAT, hay datos -

que sugieren cierta relaci6n. Un dato que indica que hay relación 

entre el sistema que regula 11 sfntesis de GS, y GOGAT, es que al

gunas de las revertantes Aut• de la cepa MX988 (y de otras cepas -

gltB- de~ y K.aerosenes (4)) se localizan en Jl!!!l y son al-

tas contitutivas para la sfntesis de GS (1, 4). Entonces una man!_ 

ra de aliviar el fenotipo Aut- que resulta de una inserci6n polar 

o una deleción de la región ll.!!• es produciendo mutaciones puntua

les en s.!.!!!. que no sean polares sobre ll.!.!!Q. Curiosamente el feno

tipo Aut- de las cepas MX988 y MX1176, no se suprimen por introdu

cir el plismido pACR3 que codifica para ll.!.!!Q; parece pues que es -

preferible cambiar la estructura del producto de al!!!:. la una con--
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for•acl6n qut probablt•tnte sea incapaz de reprimir o antlactlvar 

101 1ist1•a1 Ntr) que aumentar las concentraciones del producto de 

l.!!!· 

Por otro lado, existen por lo 1111nos dos condiciones probadas .en 

las qut la 1fnt11ls dt GOGAT se rtprlmt. Sa ha visto que en culti 

vos dt 11 c1p1 silvestre MX614, tn glutamato como Gnlca fuente de 

nltr6gtno, la actividad dt GOGAT disminuye alrededor de 10 veces¡

ap1rtnt .. 1nt1 11 regulaci6n ts 1 nlvtl ·d1 transcrlpcl6n puesto que 

101 nlvel11 de mRNA tspecffico de GOGAT disminuye notablemente por 

crecl•lento tn glutamato (datos no mostrados) • 

. ' La actividad dt GOGAT disminuye tamb1'n alrededor dt 10 veces 

cuando las c•lulas se cultivan en succinato como fuente de carbono. 

En este caso ta•bl'n 11 GS se encuentra muy reprimida aGn cuando • 

glut1min1 st• 11 Gnlca fuente de nltr6gtno. Ya se habfa reportado 

con anterioridad, el hecho de que cultivos de K.aerogenes en una -

fuente dt carbono ll•itante (como hlstidina) con amonio mis gluta

•lna, producen la mayor rtpresi6n observada de la sfntesls de GS • 

(1, 4). 

Asf pues, partee probable que haya un sistema de regulacl6n de 

la sfntesis de GOGAT, y mis aGn un mecanismo qut comunique tl sis

tema de GOGAT con tl de GS, asf como con el sistema Ntr. 

El papel de .l!.!!l en la regulacl6n de GS y de Ntr, no es claro 

(4, 14, 15, 16). Mutaciones puntuales en este gene, tienen un fe

notipo muy diferente 1 deleclones del mismo, por otro lado se le • 

ha asignado un papel blfunclonal tanto para la regulaci6n de GS C!!. 

.a para la de los sistemas Ntr (16), Parece chro que los efectos 
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regulatorios de la protefna PI! sobre la sfntesls de GS, se llevan a 

cabo a travh de 2!.!?!..· En cepas con deleciones de al&; la regula·· 

ci6n de GS es casi normal en condiciones muy extremas de limitaci6n 

o exceso de nitr6geno. Solamente en condiciones medias de limita· • 

ci6n o exceso de nltr6geno se observa el efecto del producto de al& 
(4). Pudiera ser precisamente s.!.!lh el mediador de la comunicaci6n • 

entre la sfntesis de GOGAT, y la lnducci6n de GS y los sistemas Ntr. 

Los datos que parecen apoyar esto son, por una parte, la existencia 

de mutaciones en 11!!:. que suprimen el fenotipo Aut- caracterfstico • 

de•mutantes afectadas en la sfntesis de GOGAT. Por otro lado, la ªi 

tividad de GOGAT de 2 alelos diferentes de .9.1!!:. (uno es por inser- • 

ci6n de Tn!, y el otro puntual que resulta en alta stntesls constitJ! 

tiva dt GS), muestra distintos efectos: la lnserci6n de Tn! en l1l!!!:. 
no parece afectar la sfntesis de GOGAT; sin embargo la mutaci6n pun

tual, disminuye la actividad de GOGAT aproximadamente 7 veces (datos 

no mostrados). 

Por lo pronto se puede proponer la existencia de un gene regul! 

dor, posiblemente positivo, que se requiere para la activaci6n de 11 

transcripci6n del oper6n compuesto por los genes estructurales de 

GOGAT y el tercer gene; este serta el gene que se encuentra mutado • 

en la cepa PA340, y el que se transfi ri6 a 1 a cepa MX1170 por cotran1 

duccl6n con argG. 

Mutaciones en el regulador resultan en el fenotipo Aut" proba-· 

blemente por que no se activarfa la sfntesis de este tercer gene. •• 

(Ver esquema). 

Aparentemente se requiere tanto del tercer gene como el produc

to de ll.!!!.! en cantidades relativamente elevadas para que las cepas -

presenten el fenotipo Ntr+, En el caso del producto codificado 
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por el tercer gene, 11 p1recer se requiere en c1ntid1des rel•t.!.. 

v1mente elev1das (Ej.: cu1ndo se encuentr1 en pllsmidos multico- -

pi1 p1r1 revertir el fenotipo Aut" de 11 mutaci6n regulatori1 • -

(PA340/pRSP21, T1bl1 7)¡ sin emb1rgo, estas c1ntid1des no confie-

ren 11 c1p1cidad de inducir 11 sfntesis de GS en glut1min1. 

Sigan estos d1tos se requerirf1 entonces, tinto del gene regul! 

dor silvestre co10 del tercer gene p1r1 ~edi1r 11 inducci6n de GS 

1n glut11in1, posibl1m1nt1 a tr1vfs de 9!!!!:.· 

D1 1st1 m1ner1 se puede 1xplic1r por quf 11 cepa PA340 comple-

m1ntad1 con pRSP21 es Aut• pero inc1p1z d~ inducir 11 GS en glut1-

•i~1¡ 1n 1st1 c1so 11 cep1 PA340 tiene un1 deleci6n que 1b1rc1 to

do 11 oper6n d1 GOGAT, y una mutaci6n r1gul1tori1. Cuando se le -

suministra en multicopi1 el oper6n de GOGAT¡ se sintetiz1 suficie~ 

ti c1ntid1d del producto del tercer gene el cu1l puede activar los 

sist1•11 Ntr (siempre que haya t1mbifn producto de 9.!.!!.!>· 
Sin embargo, 11 mut1ci6n en el regul1dor no le permite inducir 

11 sfntesis de GS en glut1min1 1ún cu1ndo h1ya sfntesis del tercer 

g1n1 (T1bl1 7). 

En la cep1 con la mut1ci6n !l!!.::íl, el fenotipo Aut", se debe 1 

la pol1ridad del fragmento íl sobre 11 transcripci6n del tercer ge

ne. Cu1ndo se transforma con un plismido que contiene este gene • 

(pRSP21), se restablece el fenotipo Aut•, y 11 capacidad de indu-

cir la sfntesis de GS en glutamina, puesto que 11 cepa no tiene •• 

ninguna mutaci6n regulatori1 adicional. 
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HATERlAL Y METOOOS 

l. Cepas Bac ter lanas: 

Las cepas utilizadas en este trabajo son derivadas de~

Eh!!. f!!j_ ~.y se encuentran descritas en 11 Tabla l. 

2. Condiciones~~: 

Para realizar los experimentos, los cultivos se hicieron en los 

s1puientes medios: 

Lu~i4 (42) que contiene lS de peptona de caseina, O.SS de extra~ 

to de levadura y lS de cloruro de sodio. Para cepas aux6trof1s 

de glutamina se le adiciona este aminolcido a una concentración 

final de 1 mg/ml esterilizado por filtraci6n. 

Medio Mtnimo NN (27) que contiene fosfato monobisico de potasio 

13.6 gr/lt., sulfato de potasio, 2.61 gr./lt., sulfato de ma~n! 

sio heptahidratado 0.2 gr/lt., cloruro de calcio 0.01 gr/lt., -

sulfato ferroso heptahidratado 0.0005 gr/lt. A este medio se -

le agrega glucosa 0.2S final como fuente de carbono; cloruro de 

amonio 15mH. (amonio en exceso) 6 O.SH (1imitaci6n de amonio) 6 

glutamina 1 mg/ml, o arginina 0.2% como fuentes de nitr6geno. -

Todo esto se esteriliza independientemente por filtración. 

Otros requerimientos como aminoicidos o vitaminas se anadieron 

tambl6n esterilizados por filtraci6n a las concentraciones 6pt! 

mas previamente determinadas (42). 

Todos los cultivos se hicieron a 37ºC excepto la cepa .!?.2Jl." (ts) 

que se llevaron a cabo a 30°C. 
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Los 1ntibi6tlcos se adicionaron en 11s siguientes concentracio

nes: Kan1•icln1 30 µg/ml, estreptomicina 100 µg/ml, tetr1cicli 

n1 10 µg/ml y clor1mfenicol 10 µg/ml. 

P1r1 cultivos en medio s61ido, se utilizaron los mismos medios, 

pero se les 1greg6 191r 11 1.51, 

3. Obtenci6n !!. l!!.!.!!.il ~ !! ~ l T1tullcl6n. 

P1r1 los experimentos d1 m1peo por tr1nsduccl6n ~ener1liz1d1 se 

utlliz6 el fago Pl !.!!.!· P1r1 11 prop1~1cl6n del figo 1n la C! 

p1 donadora, esta se cultiv6 en medio luria hasta fase exponen· 

cf1l (40 unidades Klett). Se tomaron 0.5 ml del cultivo y se -

Mezclaron con 0.1 ml de Pl diluido 1 1 x 107 u,f ,p/ml en NN es

tlril, y 11 mezcla se tr1nsfirio a tubos con 3 ml de Luria m•s 

25mM de C1C1 2 con 1g1r al 0.751, 

L1 mezcla con agar suave se v1ci6 en cajas de Petri con medio -

s61ido Luri1 1dlclon1do de 25mH de C1c1 2, tlmina 25 µg/ml y gl~ 

cosa 0.21 (Medio LCTG). Lis c1j1s se Incubaron 1 37°C durante 

1proxim1d1mente 12 Hrs. Posteriormente se rasp6 el 191r suave, 

se tr1nsfiri6 a tubos y se le 1greg6 3 ml Luri1. Se 1ft1di6 - -

1/20 de volumen de cloroformo, y se agit6 vigorosamente en vor

tex. Posteriormente se centrifug6 y el sobren1d1nte se recupe

r6 y se le aftadl6 nuevamente cloroformo. Se ~uardo a 4ºC, 

Los llsados se titularon sobre 11 cepa sensible A81157 cultiva

da en medio rico, y recuperada en O.OlM de MgS04 y 0.005M de -

CaCl 2. Se mezc16 0.1 mi de la suspensl6n celular y se mezc16 -

con diferentes diluciones del fago Pl. Despufs de 20 minutos -

de lncubaci6n se vaciaron sobre cajas de LCTG con ayuda de agar 
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suave lC. 

4. Obtencl6n .!!!. l!.!!m !!!!! l obtenci6n .!!!. inserciones !.!. !!.!!'.. 
~ !!!1 !!!. l! cepe fil!!. 
Se cultivo 11 cepa AKan2 en Luri1 1 JOºC puesto que es termo-· 

sensible y se le adlclon6 maltosa 0.21. Cuando el cultivo al· 

c1nz6 fase exponencial se transfiri6 a 42ºC por 30' en presen· 

ci1 CtC1 2 0.2M y se incub6 por 2 Hrs. a 37°C hasta que se ob·· 

strv6 lfsfs. Posteriormente se a9reg6 cloroformo y se centrl• 

fu96. El sobrenadante se guard6 a 4ºC con 1/100 volumen de •• 

CHC1 3, 

Este lfsado se utlllz6 para Infectar a la cepa MX615 que con-· 

tiene una delec16n de la regl6n de lntegracl6n de A, 1 30ºC. • 

Oespufs de 30' de lncubaci6n con el fago se lavaron las cflu·· 

las y se Incubaron por 12 Hrs. en medio rico con 30 ~g/ml de • 

•ana•lcln1 pera seleccionar la presencia de lis6genas. 

Posteriormente se obtuvieron derivados termorreslstentes de e! 

tas 11s6genas, que se hubieran curado del fago A, pero que CO!! 

servaran las inserciones de Tni para lo cual se mantuvieron a 

37ºC o • 42°C en presencia de Kanamlclna. 

5. Transducciones f!!.11 !!.· 
Una vez propagado y titulado el Pl en la cepa donadora, se •• 

culttv6 la cepa receptora en medio Luria hasta 40 unidades 

Klett, se centrifug6 y se concentr6 10 veces de peptona de ca· 

seina al 1%. Posteriormente se separ6 en dos tubos cada uno • 

con 0.5 ml. de la suspensi6n de bacterias. Se aft1dl6 0.5 ml.· 

a cada tubo de una so1uci6n de cac1 2 o.os~ y Hgso4 o;OJM. Al 
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tubo de la transduccl6n se le aftadl6 0.5 ml. de Pl propagado en 

la donadora adecuada diluido a 5 x 107 ufp/ml. Al control se 

le aft1dl6 0.5 ml. de Lurl1. Despufs de 20 mln de lncubacl6n a 

37ºC sin aglt1cl6n, se centrlfug6 y las cflulas se lavaron 2 V! 

ces con NN estfrll. las c6lulas se resuspendleron en 0.1 ml. -

de NN, y se plaque1ron en cajas de medio selectivo. 

6. Tr1nsformacl6n R.!!!. pl,snldos .!!.!!!.!f2!. 
se crecieron 30 ml. de la cepa receptora en Lurl1 hasta 30 uni

dades Klett. Las cflulas se centrifugaron 1 4ºC, y se lavaron 

con 10 mi de NaCl lOmM. Posteriormente se rtsusptndleron en la 

mitad del volumen de cultivo de CaC1 2 50mM y se mantuvieron en 

hielo por 40 mln. Posteriormente se centrifugaron y se resus-

pendleron en 1/15 de vol. de cac1 2 50 mM. 

Se tomaron 0.2 ml. de esta cflulas sensibilizadas con calcio y 

se aftadl6 alrededor de lOOng dtplhmldo puro resuspendldo en - -

0.1 ml. de CaC1 2 50mM. Se Incubaron en hielo por 60 mln. Des

pufs se pasaron a un bafto a 42ºC durante 90 segundos. Se les -

agrego 3 ml. de Lurla y se Incubaron a 37ºC sin agltacl6n. Po! 

terlormente se tom6 0.1 ml. de la suspensión de cilulas trans-

formadas y se plaque6 en cajas de medio selectivo. 

7, Purlflcacl6n de IDJ! ~ ~· 
Se utilizó el mHodo reportado por Betlach (43). En este mfto

do a gran escala, se cultlv4 l lt. de la cepa adecuada, y se ª! 

pllflca el plismldo por lncubacl6n con cloranfenlcol. Las c61~ 

las se colectan y llsan con llsozlma y Trlton X-100. Se centri 

fugan y el sobrenadante se extrae con fenol-cloroformo para eli 
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•inar proteinas. La soluci6n de ONA se concentra por precipit! 

ci6n con etanol, Posteriormente se pasa por una columna de -

8iog11 A-50. El primer pico de absorvencia a 260nm corresponde 

a DNA de pllsmido el cual se concentra y se pasa por un gradie~ 

te d1 CsCl/yoduro de propidio para eliminar fragmentos de ONA 

cro•oso•al. El ONA se precipita y finalmente se resuspende en 

agua. 

8, Pur1ficaci6n de ONA .!!!. plhmido !.!!. peguefta !!.E!l.!.· 
Es un mltodo de semipurificaci6n rlpida en pequeftas cantidades. 

Se cultivan 5 mi. de h cepa adecuada, sin amplificar el plhmJ. 

do, y el mltodo es muy similar al anterior, excepto que se omi

ten los pasos por la columna de Biogel A-50 y el gradiente de -

cloruro de cesio. El ONA que se obtiene, es apropiado para an! 

lisis por restricci6n y para transformaci6n. 

9. Purificaci6n .!!.!. Q!!! cromosomal. 

St utiliz6 un mltodo para purificar ONA cromosomal en pequefta • 

escala, utilizando cultivos en 5 ml. de medio Luria. Se lisan 

las cllulas con una soluci6n de pronas• 5 mg/ml., y sos al o.is. 
Se extrae varias veces con fenol-cloroformo. El ONA se conce~ 

tra por precipitaci6n con etanol, y se le agrega RNAsa. Poste

riormente se extrae con fenol-cloroformo, y se precipita con •• 

etanol. Posteriormente se resuspende en agua. El DNA obtenido 

de esta manera es adecuado para digerirlo con enzimas de res- • 

tricci6n. 

10. Digesti6n fil enzimas.!!!. restricci6n, 

Las condiciones utilizadas para las enzimas son las reportadas 
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por Boltvar et al (44). Las reacciones se Incubaron a 37ºC por 

el tl••Po necesario según la actividad de la enzl•a. Las reac

ciones se detuvieron calentando a 65ºC por 5 •In. 

Se utlllz& DNA llgasa de T4 que puede unir tanto e•trt•os cohe· 

slvos co•o rasurados de •ol•culas dt DNA. 

11. Obtencl&n t!!. plhr.ildo .!I!!!. ill!!!!!.!, .!!.!!!. •utacl&n 22.t lnstrcl&n 

dentro gJ, .I!!!! !!!! codifica para .!.! subunldad ptsada ~ .§2lli.. 

St utlllz& el plls•ldo pHP45íl (Figura 2) que contiene el frag-

••nto n que codifica para resistencia a 1spectlno•lclna 1 1 - -

1str1pto•lclna. Este frag•tnto 11tl flanqueado por multlples -

, sitios dt r1strlccl&n. St dlglrl& con la 1nzl•a de restrlccl&n 

la•Hl, 1 se purlflc& 11 freg1111nto dt r1strlccl&n n dt un gel dt 

agarosa dt baJo punto dt fusl&n. 

Por otro lado, 11 utlllz& 11 plas•ldo pGOP3 que contiene el g1-

n1 para la subunldad.p1s1da de GOGAT (Figura 2). Este plas•ldo 

se dlglrl& con la 1nzl•a lglll que g1n1ra los •ls•os ••trt•os -

que la 1nzl•a la•Hl. Post1rlor1ent1 11 •ezcl& este plas•ldo di 

g1rldo con 11 frag•ento n, 1 se llg& con llgasa de T4; se tran1 

for•& a la cepa RRl s1l1cclonando para la resistencia que con-

fl1r1 el frag•ento n, 1 para la que codifica el vehfculo (Tetr! 

clcllna). 

St vtrlflc& por anillsls de r1strlccl&n con la enzima Hlndlll -

que el frag•ento n se encontraba Insertado en 11 antiguo sitio 

dt Bgll 1. 

12. lntepacl&n !! cromosoma ~ l! mutacl&n !!!! lnstrcl&n .t!l fraa

~ .!1 !.!!. !! qent estructural ~ fil!ill. 
St transfor1& a la cepa de 1..!:!l! que contienen una •ut1cl&n en 
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el gene~ que resulta en una DNA poli•erasa 1 termosensible, 

con 11 pl&s•ido pGDP3::íl a 30ºC. 

Posterior•ente se hizo una incubaci6n a 42ºC durante 5 Hrs. de 

las transfor•antes en presencia de estreptomicina y 1sp1ctino•! 

cina. Posterior•ente se lavaron las cllules y se plaquearon d! 

luciones del cultivo en cajas de medio Luria con estreptomicina 

y espectinomicina. 

Despuls de buscaron colonias independientes que fueran sensi· • 

bles 1 tetraciclina (Tc1) y resistentes a espectino•icina y es-

• trepto•lclna (SpRS•R). 

13. Hibrid1Zlci6n .Q.!!!·ID!!. J!!t l! !!!.!!.lll de ~ (40), 

Las •uestras de DNA cro•osomal digeridas con Hindlll, se some·· 

tieron a electroforesis en un gel de agarosa al 11 en buffer •• 

acetatos que contiene Tris base .04M, leido acltlco 0.02M y • • 

EDTA O.OlM a pH8. Se corri6 a so volts durante aproxlmada•1nt1 

4 Hrs. 

El gel se tift6 con bro•uro de etidio, posteriormente se lav6 

con HCl 0.25N por 30 min., despufs con NaOH O,SM y NaCl lM. P! 

ra neutralizar se lav6 durante 40 min, con una soluci6n de NaCl 

l,SM y Tris base O.SM pH7,4. La transferencia dt DNA al filtro 

de nitrocelulosa se acomod6 el gel sobre un puente de papel • • 

What•an 3MM, humedecido en soluci6n SSC 6X, Sobre el gel se e~ 

locó el filtro de nitrocelulose humedecido en agua y encima • • 

otro pedazo de papel Whatman 3MM del tamafto del filtro. Sobre 

esto se coloc6 medio rollo de toallas kleenex absorventes y un 

peso enzima de alrededor de 0.5 Kg. Se dej6 transferir durante 
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12 ~rs. Despuh de este lapso de tiempo, el filtro se sec6 en 

un horno con vacfo a BOºC durante 3 Hrs. para fijar el DNA al • 

filtro. 

Para la prthlbrldlzacl6n se coloc6 11 filtro en bolsas selladas 

con 10 •1. de so1ucl6n de hlbrldlzacl6n que contiene 1 ml. de -

so1ucl6n Denhardt's 50x; 1 mi. de buffer de fosfato de sodio d! 

baslco 1M pH 6.7, 2.5 ml. de ssc 20x 3,5 ml. de agua y 2 ml. de 

DNA de ti•o de terrera a 100 µg/ml y hervido por 2 min para del 

naturalizarlo. Se incub6 11 filtro con esta mezcla a 65ºC por 

4 Hrs. 

Post1rior•ente 11 descart6 esta soluci6n, y se inyecto a la bol 

1a 11 DMA probador marcado previamente por el m•todo de "nlck • 

transletion• 100 µg del DMA probador ••s 200 µg de DNA de tt•o 

frfo en la so1uc10n de hlbr1dizaci6n. Se incub6 a 65°C por • • 

12 Hrs. 

Postertor•ente 1e ttr6 la soluci6n de la bolsa, y 11 filtro se 

1av6 a t1•p1ratura a•blente con una so1uc10n de SSC 2x y SDS al 

O.SI por 5 •in. Posttrtor•ente H hiz·o otro levado de 15' con 

una so1ucl4n de SSC 2x y SDS o.is. Finalmente se 1av6 por 

2 Hrs. a 42ºC con una so1ucl6n de SSC O.lx y SDS o.ss. 

Por Gltl•o los filtros se secaron a temp1ratur1 ambiente entre 

2 hojas de papel llhatman y se sometieron a autoradiografh a •• 

• 7o•c y se revelaron despufs de 24-72 Hrs. 

Para cuantificar la actividad enzimat1ca de las enzimas GS, GDH 

y GOGAT, se utl11z6 siempre el mismo cultivo; se utilizaron·· 

20 mi del cultivo adecuado, y cuando llego a 90 • 100 unidades 

Klett, el cultivo se separd en 2 alfcuotas de 10 •1. cada una. 
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una de ellas se utiliz6 para dettr•tnar GS y la otra para GDH y 

GOGAT. 

Al Cuanttftcact6n 2 acttvtdad enzt••ttca 2 J!!: se uttltz6 tl •! 

sayo dt y-gluta•tl transferasa que se basa tn la transferencia 

del grupo gluta•tl de la gluta•tna a la htdroxtla•ina para for

•ar y-gluta•tl htdroxa•ato que con Ft3+ genere un co•puesto co

lorido que se •tde colortmftrtca•tntt a una longitud dt onda dt 

540n•. 

La acttvtdad se deter•tn& uttltzando tl •ftodo reportado por. •• 

ltndtr y colaboradores (45) con las •odtficacion11 por Covarru-

• btas tt al (27), 

1) Oettr•tnaci6n 2 l!. acttvtdad tnzt•htca ~.§!!!t. ~: para 

•edtr estas tnzt•as 11 uttltz6 el •ftodo reportado por Meers y 

colaboradores (3). 

C) Deter•tnact6n ~ protetna: la cuantiftcaci6n de la proteina P! 

ra calcular actividad 11p1cfftca dt las tnzt•as, 11 rtaltzaron 

uttltzando tl •ftodo dtscrtto por Lowry et al (46) 
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