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INTRODUCCION 

En todos los sisteaas biol61icoa. la asiailaci6n de 

nitrógeno en aacromoléculas es esencial para el crec1s1ento. 

La aaYoria da los oraanisaos vivos usan como fuente de 

nitrógeno.una variedad de coapuestos nitroaenados que van desde 

el aaonio, n1trato,nitr1toa hasta aacroaoléculas or16nicas 

coaplejaa coso la hiatidina,prolina.arcinina, etc. 

Todo el n1tr61eno celular necesario para la sintesis de 

aacroaoléeulas proviene de la incorporaci6n directa del 

aaonio.del arupo amido de la 11utaaina o del grupo aaino del 

alutasato. Estos 2 ültiaoa.son los int~raediarios celulares 

claves en la biosintesia de coapuestos nitrogenados. El 

1lutaaato provee el nitrógeno para la eintesis de la mayoria de 

loa aainoácidoa,aientras que la glutaaina lo dona para la 

•intesie de purinas, piriaidinae, aminoazucares, histidina. 

triptoCano, aaparaaina, NAD, y p-aminobenzoato 11). 

Alaunoa aicrooreaniamos como ~ y otras enterobac~erias 

aon capace• de crecer en un medio minimo con glucosa y amonio 

como Unica fuente de carbono y nitrógeno respectivamente, ya que 

poseen un mecanismo para sintetizar aminoacidos y otros 

metabolitos nitrocenadoa a partir de amonio. Cuando la 

concentraci6n de este ion ea suficientemente alta (mayor de 

1mM).el amonio puede ser incorporado directamente en glutamato 

gracias a la presencia de la enzima Glutamato Deshidrogenasa 

(GDHl. cuya reace16n es la siguiente : 



GDH 

H.o 

Sln ••bario. cuando el aaon1o •e encuentra en una 

concentración aenor de o.111M, este ea incorporado en glutamato 

por aedlo de un proceso que coaprende 2 pasos, el primero 

involucra la ••idaci6n del 1lutaaato endógeno en 1lutaaina por la 

enziaa Olutaaino Sintetasa (GS); el segundo paso consiste en la 

transferencia del 1rupo aaido de la 1lutaeina al carbono a del a

cetoglutarato, lo que produce una ainteais de 2 moléculas de slu

taaato. l•ta 01t1•• reaceS6n es llevada a cabo por la enzima 

Olutaaato Sintasa !GOGATl (2,3,4,51. 

Las reacciones aon laa aiguientes : 

GS 

+ L-slutamato + ATP ~~~~~r L-1lutamina + ADP + Pi 

OOGAT 

L-glutamina + 2-cetoglutarato + NADPH ~~~~~r 2 L-1lutamato + 

NADP • H 

2 
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L•• reaee1ones catalizadaa por la GS, GOGAT, y la GDH, foraan un 

cielo de as1a1lacion de aaonio <F11. 1). Este ciclo peraite la 

a•i•Slec10n neta de ••onlo en 1lutaaine via la os y el reabaste

cialento v aanten1aiento de un nivel intracelular adecuado de 

1lutaaato Vi• la GOGAT V la ODH. 

A pesar de le 1•Portancla central que las enziaas b1os1nté

ticea de 1lut .. ato y alutaaina tienen en la ••1•11ac1on y aeta

boli••o del nitro,eno, hay poca 1nforaac1on referente a su resu

laclon. Mucho del trabajo f1a1olo1ico y senético hecho se ha 

centrado en la enziaa bioa1nt6t1ca de 1lutamina (GSI, aas que en 

1 .. enzl .. • b1081nt6t1cas de 11utaaato <GOGAT y ODH). 

La• enzia .. de 1lutaaato tienen caracterieticas que hacen parti

cularaente interesante su eatudio. 

BIOQUIHICA D! LA GLUTAHATO SINTASA (GOGAT). 

La OOGAT ha •ido purificada de ~ W y K. aerocenes. 

La enzisa tiene 2 subunidades de diferente PM en cantidades equimo

larea. In ~. la• subunidades tienen un peao aolecular de 

135,000 d (&ubunidad pesada) y 53,000 d (subunidad ligera). 

En K. aero1enes, las subunidades tienen un PH de 175,000 d y 

51.500 d (6,7). 

La enzima purificada de E.col1, es una flavoproteina de 

hierro y azufre (8), cuyo PH nativo ea de 800,000 d. lo que indi

ca que probablemente la enzi•a activa est~ co•puesta por 4 dime

roa. 
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La enzima tiene una alta afinidad y especificidad por sus 

sustratos, las Km aparentes son SuH para a-cetoglutarato y 230-

3001.1H para 1lutamina y NADPH (8) ·. 

A partir de datos cinéticos, fisicoquimicos y enzimol6gi

co•, se ha propuesto que la reacción completa de la GOGAT sea de 

la siguiente manera: el NADPH se pega a la subunidad ligera y 

transfiere los electrones a la subunidad pesada, lo cual reduce a 

la flavina. El a-cetoglutarato se une a la subunidad ligera, 

mientras que la glutamina se une a la subunidad pesada. El grupo 

aaido de la glutamina es transferido al a-cetoglutarato y la f la

vina reducida reduce un intermediario propuesto, el iminoglutara

to, a 1lutaaato (9,10,11,12). 

In base a este eaqueaa, es claro que la pérdida de cualquiera de 

las 2 aubunidades por autac16n resulta en la incapacidad de cata

lizar la reacción. 

Por lo que respecta a la ODH, esta enzima tiene un PM de 

250,000 d compuesta por S subunidades iguales (13). 

LOC:ALIZACION FISICA DE LOS GENES QUE CODIFICAN PARA LAS SUBUNIDA

DES DE LA ENZIMA GOGAT. 

Las mutaciones que resultan en la pérdida de Glutama~o Sin

tasa, han sido localizadas en 3 especies de enterobacterias en 

el min 69 con respecto al cromosoma de~.!!. (14,15,16). 
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Figura 2. Localización del oper6n gltBDF de E.coli. 



El gen estructural de la GDH {~) esta situado en el min 27 del 

cromosoma. 

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

de~ ya han sido clonados (17). En el caso de GOGAT. se 

sabe que estAn contenidos en un fragmento de DNA cromosomal de 

8.55 Kb (18)que codifica para cada una de las 2 subunidade:s, por 

lo que ambos genes estructurales se encuentran ligados en el cro

mosoma. Los 2 genes de GOGAT de E.coli han sido subclonad·:.s p.:::

separado y se ha descrito su organizacion fisica (19). El locus 

para GOGAT h& sido designado ~ para la subunidad pesada y ~Q 

para la subunidad ligera {20). 

Recienteraente Castaño et al. (21), describieron la existencia 

de un tercer gene, denominado &lll.. como parte del operón gl \:BDF 

de GOGAT de~. al cual se le atribuye actividad regulatoria. 

Por medio de experimentos de hibridazión DNA-RNA, se vi6 que 

estos 3 genes son parte de una unidad de transcripción que va 

de ~ .!.l.tJl hacia ~. constituyendo de esta manera el 

oper6n gltBDF de llB,19,20,21). 

Hace poco Bolivar et al.(22), reportaron la secuencia 

nucleotidica completa de. la región regulatoria del operon y de 

los genes ~ de ~ K-12. Basados en la secuencia y en 

experimentos de extensión de primero. identificaron el posibl<;! 

promotor del operón, asi como una secuencia palindr6mica a la 

derecha del mismo sugestiva de una estructura similar a un ope

rador y 2 posibles sitios de unión a ribosomas 6 secuencias 

Shine-Dalgarno. Aunque estos sitios son importantes para el 

inicio de la traducción, aún no se ha reportado ningún operon 

en E.coli que ~enga 2 secuencias Shine-Dalgarno funcionales. 



FISIOLOGIA DE LA EXPRESION DE GOGAT Y GDH. 

Un aspecto interesante de la síntesis de glutamato es que 

tanto GDH como GOGAT pueden sintetizar &lutamato de manera 

independiente. Trabajos preeliminares con mutantes de K.aero

genes y ~ carentes de 1 de las 2 enzimas sugirieron que 

tanto GOH co•o GOGAT pueden funcionar aientras haya suficiente 

amonio en el medio (23,24,25). 

Mutantes en GOGAT pueden crecer en medios con alta concentra

ción ~e amonio, en tanto que no crecen en condiciones limitantes 

de amonio (clmH ) (24). Estos resultados sugieren que la GOGAT 

es funcional en cualquier concentración de amonio pero se requie

re para la asimilaciOn de bajas concentraciones de amonio ya que 

la GDH sólo funciona cuando la concentración de amonio es alta. 

Consistente con esto, es que la actividad de GDH en K.aero

genes es baja en cultivos crecidos en condiciones limitantes 

de nitrógeno (3,4,24). 

Para el caso de E ·coli, se ha observado que la actividad 

de GDH es 2 a 4 veces más alta cuando se crece en exceso de 

nitrógeno que en condiciones de limitación (28). Sin embargo, 

otros autores no han sido capaces de observar actividades altas 

en medios con alto amonio (4,21}. 

Otro aspecto curioso de la producción de glutamato,es que a 

pesar de que la GOGAT puede funcionar principalmente durante el 

crecimiento en medios con bajo amonio. se han observado activida

des altas en medios con alto amonio (24,26}. 

Si se crece un cultivo en medio con écido glutémico como 

fuente de nitrógeno, la actividad de GOGAT es nula (26). 
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Pareceria que GOGAT puede ser reeulada en respuesta a la 

existencia de glutamato, esto es que una forma pr1-ar1a de regu

lación parece ser represión por glutamato y activación por 

depleci6n del mismo. Sin embargo, se desconoce el mecanismo por 

el cual esto ocurre. 

MUTACIONES QUE AFECTAN LA SINTESIS DE GOGAT. 

Cepas carentes de GDH no tienen un fenotipo detectable.pero 

una deficiencia de GOGAT da como resultado la incapacidad de 

crecer en medios con bajo amonio o con otras fuentes limitan~es 

de ni tr6geno (fenotipo Nt:r-). Estas observaciones fueron he-: has 

primero en K.aerogenes,en donde se .les denominó Asm-(24,25). 

Estas mutant.es presentaban menos del 10~ de la act1vidad de COGAT 

de la cepa silvestr2. 

Después se aislaron mutant.es similares en S.tYrhimurium~~7i 

las cuales ~enian actividades de GOGAT de un ~0% de la cepa 2il-

ves'tro;:. 

Posteriormente, se reporto el aislamientr:· de mutantes con 

actividad de GOOAT termosensible y fenotipo Ntr-; a estas muta

ciones se les denominó ~(14). Estudios más finos a base a~ 

mutaciones puntuales sin sentido, delecicnes e ins~rciónes de 

Mudl fueron hechos más adelante en el gene gltB de S.tvphirnur:iu"íl 

(20). 

En el caso de ~. l~_prlmera mutación reportada que 

afectaba la sintesis de GOGAT, se le denominó glSi!~(ló,23}. 

9 



La cepa que lleva esta mutaciOn. la ce100, no presenta actividad 

detectable ni de GOGAT ni de GDH (debido a la mutación &dhSl) y 

tiene fenotipo Ntr-. 

Se ha reportado que las mutaciones ~en E.coli se 

encuentran auy li&adas a lt&S!C44~ cotransduccion con P11 v de 

hecho ea id6nt1co al locus previaaente denominado ~ (1&1. 

Adea6a en varias autantes Asa- independientes de E.colit161 y 

K.aerocenesC15) la pérdida de GOGAT se debe a mutaciones ligadas 

a !!:&!l,. 

En el caso de S.>ypbiaurium se encontró que las mutaciones 

que afectan la actividad de GOGAT no estan ligadas a !U:!:Q,aunque 

si cotransducen con &lnI (7~1 y~ (36~)(14,20,27). 

Un fenotipo interesante que presentan las cepas IÜ.!Jl=_,ade

m6s de ser Ntr-,es la incapacidad de elevar su nivel de GS en 

glutamina (fenotipo Gsd-)(1,S). Una posible explicaciOn es ~ue 

la pérdida de GOGAT hace imposible a lá célula bajar la conoen

traciOn intracelular de glutamina lo suficiente como para activar 

la transcripe10n de &J:.na. Se ha observado que este fenotipo 

puede ser suprimido por •utaciones en &!!l1,,resultando en una 

stntesis constitutiva alta de GS (fenotipo GlnC)(S,161. Sin 

embargo.las dobles mutantes 2ltBglnL son incapaces de utilizar 

compuestos cuya degradación da amonio. 

Estos datos sugieren que ~Miste una relación entre los siste~as 

de control de GS y de GOGAT de E.col~ aunque es~a no se observe 

claramente en la sintesis coordinada de ambas enzimas en las 

diferentes condiciones probadas hasta ahora. 

El plasmido hibrido Que lleva los genes estructurales d~ 

GOGAT de IL.s2!1CpRSP20) es capaz de complementar a la cepa 

CBlOO. Esta presenta ahora actividad de GOCAT y fenotipo Ntr+ 

(lB). Esto indica que la mutac16n ~es pleiotrOpica. 

IO 



Ahora se sabe que esta •utacion es una delecion del operon 

&!.!JlQL:•ediante experimentos de hibridizacion DNA-DNA tipo 

Southern de la cepa PA340 (derivada de la cepa CB100 y que lleva 

las •ut•ciones alS.121 Y ~I con el pl&saido pRSP20 como aoni

tor, se deterainO que est• cepa c•rece del operOn ~. 

11 

Existen datos que apoyan la hipótesis de que la cepa PA340 

tiene una tercera autaciOn de tipo resulatorio que tambi&n 

confiere el fenotipo Mtr- y que cotransduce con !.t&Q.. Al 

complementar esta cepa con el pl&smido pRSP20, presenta una 

actividad de GOGAT solo 2 a 2.S veces mayor que la cepa silves

tre. Sin eabarco. la cepa silvestre compleaentada con el mismo 

pllsmido presenta de e.s a 10 veces m&s actividad enzim~tica 

que ella aisma sin plaamido. Esto podria deberse a que en la sil

vestre ae observa un efecto multicopia que no se aprecia en la 

PA340 debido a la mutación regulatoria. 

Actualmente existe también otra mutaciOn que afecta la 

sintesis de GOGAT, denominada~ :ésta es una insercion de 

un cassette gen el gene~ <211. 

Las cepas que contienen esta mutación, no presentan niveles 

detectables de GOGAT y tienen fenotipo Gsd- y Ntr-. Sin embargo, 

todos estos efectos se revierten al complementarlas con el pRSP20. 

Recientemente se observó que al complementar la mutación 

~ con el plassido pGOP3 (que codifica para la subunidad 

pesada), ésta presentaba actividad de GOGAT muy similar a la sil

vestre, aunque seauia Siendo Ntr-. Esto podia implicar la existen

cia de un tercer gene hacia abajo de g!1º que interviniera en la 

induccion de los sistemas Ntr, de tal manera que la inserción gen 

~ fuera polar sobre la transcripción de es~e tercer gene. 



Recientemente, se le ha atribuido al nuevo gene descrito del 

oper6n de GOGAT de ~.&l1f., un papel central en la actividad 

12 

del s1steaa Ntr. (21). Esto ha sido sugerido por varias evidencias 

alexper1aentoa de hibridizaci6n RNA-DNA tipo Northern de la cepa sil

vestre con el pl•••ido pRSP21 (derivado del pRSP20 con resistencia a 

cloranfenicol>eoao aonitor, auestran un transcrito 1.Skb mayor que el 

esperado para loa cenes &l!J!R, por lo que existe suficiente RNA para 

sintetizar un poliP6ptido pequefto, producto de &J.!f:. 

bllos pl&saidos pGOGl y pGOG3 (ambos contienen gltFl complementan la 

autac16n 1lt8225::Q para Ntr-, pero no para Gsd-. En estas mutantes 

la coapleaentaci6n de Ntr• se lleva a cabo en la ausencia de GOGAT, 

lo que suciere que la activaci6n de Ntr ocurre, ya sea directa o indi

rectamente, por el produe~o de clt.t. 



OBJETIVOS 

De acuerdo a los datos citados anteriormente. aun no es claro 

el mecanismo de regulación de la sintesis de GOGAT. 

Debido a la escasa 1nformacion sobre la regulación de GOGAT, 

el trabajo realizado en esta tesis. pretende aclarar algunas pre

guntas bAsieas sobre el mecanis~o de regulaeiOn involucrado en su 

sintesis. 

De esta manera. los objetivos particulares fueron: 

1) la obtencion óe mutantes en la región regulatoria del operon 

gl~BDF, mediante la mutagenesis de un plásmido que lleva una 

fusi6n gl tB:: lacZ (cuyo fenotipo Lac facil 1 to su ftislamlerrt::;i'. 

2)la caracterizac!~n j2 ~stas mutantes en condiciones de exceso 

y limitación de nit;rbgeno para dilucidar algún aspecto sobre la 

regulación de la síntesis de GOCAT. 

3lla secuenciacion de les plásr.iidos mutantes y silvest.re para 

localizar exactamente el sitio mutado. 

13 



RESULTADOS 

1. CONSTRUCCION DE UNA fUSION glt8,,lacZ EN PLASMIOO. 

Para obtener una fusión en el gene estructural de GOGAT. 

&!SJl,se realizo una mutagéneeis dirigida utilizando un plAsmido 

que contiene los genes para GOGAT de E.coli (21). 

Como se menciono anteriormente, el operón de GOGAT se tiene 

ya clonado en el plasmido pRSP20 (17). 

En este trabajo se utilizo un derivado de pRSP20 denominado 

pRSP21 (F1g.3J,en el cual se sustituyo un fragmento SmaI-SmaI de 

aproximadamente 3kb en el pRSP20 < este fragmento es~~ 2kb hacia 

abajo del extremo 3' del gene para la subunidad ligera por lo que 

no se afecta la sin~esis de la en:imaJ, por un fragmento de apro

ximada~en~e el mismo tamaño que codifica para la resistencia a 

cloranfenicol. Este nuevo plAsoido presenta una ventaja para su 

manipulaciOn, ya que es posible presionar su mantenimiento en la 

célula utilizando medios con cloranfenícol. 

El pRSP21 se utilizó para hacer una mutagénesis por inser

ción, para ello se utilizo un fragmento de ONA de 3kb que con~iene 

el gen ~sin su region regulatoria, por le que la 0-galactosi

dasa se exprese gracias al promotor que se sitoe delante de élo 

además este fragmento esta flanqueado por varios sitios de res

tricción, lo que permite manipularlo como cassette CFig.3). 

La es~rategia experimental fue la siguienre y se encU~ntra 

en la Fig.3, 

El plásmido pRSP21 se digiriO con la en=im• de restricción 

SglII, para la cual posee un sitie unico de corte. El sitio de 

SgltI se encuentra dentro del gene para la subunidad pesada de 



,,, ••• '· ,., •••• ,. ,, ··~·····''" ,. ,. '"''º" ~· se inserto el cassette ~ de 3KD en el sitio egl~! 
oniCO del pRSP21 que interrumpe gJJ;.\l· 



GOGAT s aproximadamente l.355kb del extremo S'. Por otro lado, 

se digirió el plasmido pHCl871 (29) con la en~1ma BamHI con lo 

que se obtuvieron 2 fragmentos de DNA, uno de los cuales lleva el 

cassette de lac'Z. Este fragmento se purificó de un gel de 

aearosa de bajo punto de fusión y se ligo con el pRSP2l digerido 

con BclII sin hacer nincuna manipulación adicional. puesto que 

aabas enzimas generan extremos compatibles. 

El plásmido resultante,pLLTl, se utilizo para ~ransformar 

la cepa MC1061,seleccionando tanto para la resistencia a cloran

fenicol que contiene el pRSP21,como para expresión de P-galacto

sidasa en medios de McConkey. 

16 

Posteriormente, se caracterizo el pLLTl de las colonias trans

ormantes de 2 maneras: 

llse obtuvo ONA del plasmido y se digirió con la enzima PstI, 

comprobándose que el cassette ~ se encontrara insertado dentro 

de !:l!J!.. El plésmido silvestre pRSP21 da 2 bandas: una de z9kb. 

y otra de ~4.Skb.,mientras que el nuevo plésmido pLLTl, da una 

banda de ~12kb. y otra de ~4.Skb.(Fig.4). 

2>se parcharon las colonias transíormantes en medios con amonio 

y glutAmico como fuente de nitrógeno y con X-gal {sustrato cromo

&énico S-bromo.4-cloro,3-indolil-P-galactósido) para ver 

expresión diferencial de a-galactosidasa según la fuente de ni

trógeno. 

Hubo una clara diferencia de los parches en los 2 medios, 

lo que comprueba que en aquellas que dieron colonias rojas en 

McConkey. la actividad de G-galac~os!dasa está bajo la expresión 

del pro~otor del operan de ;ltBDF (Fig. S). 
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Figura S. Medición de actividad de ~-galac~osidasa en caja petri 
en am~nio y glutámico, de los plAsmidos pLLTl. pLLT2 
y pLLT3. 
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2.0BTENCION DE MUTANTES DEL PLASHIDO PLLT1 CON EHS. 

Una vez que se obtuvo el plasmido pLLT1, el siguiente paso 

fue mutagenizarlo con etil-metano sulfonato <EHSJ. 

Para esto, se buscó una cepa para transformarla con el pLLTl 

que fuera ~para que pudiera transportar lactosa.ya que 

después de mutagenizar se iba a seleccionar en medios con lac

tosa coao fuente de carbono. 

se escoció la cepa CSH3; esta cepa presenta un fenotipo Lac

debido a una ~utaci6n puntual en ~-

Antes de mu~agenizar, se midió su frecuencia de reversión a 

Lac+, la cual fue de 3.37 x 10-7 y co~o se esperaba una fr9cuen

cia de mutación de io-~. se de~idi6 usarla. 

Ya transformada con el pLLTl, se procedió a mut&genizar la 

cepa CSH3/pLLTl con EMS tal y como se describe en materiales y 

métodos. 

Una vez mutagenizado el cultivo, se dejó enriqueciendo a 

37ºC durante 4Bhrs en medio de s~lección con Acido glutámico 

(como medio represivo del operon ~Qf..l.lactosa {como medio 

inductor de ~) y cloran!enicol (Cm. como marcador del plas

mido pLLTl). Se utiliz6 este medio porque nos permitiría selec

cionar aquellas mut3ntes que vencieran la represión por 

glutámico,expresando de esta manera ~al utilizar la lactosá 

como fuente de carbono. 

Al cabo de este tiempo, se espatularon diluciones 10-e y 

10-• en el mismo medio de selección usando X-gal (como indicador 

de actividad de B-galactosidasa en caja petri) y se incubaron 

otras 4Shrs. 



Las colonias mutantes resultantes se verificaron en medios de 

a•onio Ca X-gal, glutaa1co Ca X-gal y luria Cm X-gal para averi

guar la actividad de B-galactosidasa en diferentes fuentes de 

nitrógeno. 

5e d1stincuieron 5 tipos distintos de mutantes (Tabla 2) de 

entre loa cuales se esco1ieron 34 colonias que eran cualitativa

mente diferentes a la cepa silvestre (CSH3/pLLT1l tanto en medios 

con amonio como con glut&mico. 

3.CARACTERIZACION DE LAS MUTANTES DEL PLASMIOO pLLTl. 

l)FENOTIPO 

Lo priaero que se probó de las 34 mutantes elegidas, fue 

que el fenotipo observado fuera causado por el plésmido y no por 

alcuna mutación en el ONA croraosomal de la bacteria. Asi que se 

purificó DNA de plásmido de las 34 mutantes y se verificó que fuera 

el pLLTl. 

Posteriormente, se transformó la cepa silvestre MX614 (cepa 

tipo utilizada en el laboratorio) con los plásmido pLLT1 mutage

nizado y extraído de cada una de las 34 mutantes CSH3. 

Las colonias resultantes de cada transformación se parcharon 

en medios de amonio Cm X-gal y glutámico Cm X-gal para verificar 

que presentaran la misma =ctividad de B-galactosidasa en caja que 

la cepa original de donde se habia extraido cada plasmido pLLT1 

mutagenizado. 

w 



Tabla 2. FENOTIPO DE LAS MUTANTES DE CSH3/pLLT1. OBTENIDAS. 

~ 

Tipo de mutante 

e 

A 

d 

B 

e 

D 

E 

CSH3/pLLT1 

(cepa silvestreJ 

GNH .. -Xgal GGLU-Xgal 

azul muy fuerte azul muy fuerte 

azul muy fuerte azul muy fuert~ 

azul muy claro azul muy el.a.re. 

blanco blanco 

azul claro azul claro 

azul fuerte azul clar~ 

a)G= glucosa: NH4= amonio lSmM ; X-gal ueado como indicac~r 

en caja petri de actividad de B-galaccosidasa. 

b)G= glucosa ; Glu= glutárnico 11.22 rnM ; X-gal co~o indicador 

en caja petri de actividad de B-galactosidasa. 

clcolonias grandes. 

d)colonias chicas. 
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:5e escc:·giV ¡ colznia de ca.ja l:ransformaciOn cuyo ienot;ipo 

era el misco que su cepa parental v se: pur!ficar~n para p-oste

rior~~nte medirles actividad de 0-g~lac~osidasa por el metodo 

cuant.i':.ativo. 

2>ACT:VIDADES Et:ZIMA:-:.:.:AS DE LAS MUT~.NTES. 

Una vez que los plást:lid~s se encentraban en fondc· gene-

-o:icc MX5lt., se procediO a det.erminar la actividad enzirr.atica 
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j~ 3-galctosidasa en las diferentes mutantes seleccionaods, 

utilizando amonio 15cM y ~cicto glut~mic) ~~m~ fuentes de nitrógeno. 

De las 34 cepas pr·Ob::id3S, sc-!aí'l·~n'..:-: 2 de ella::: pres<:nt-3.ror, 

d!!erent~s actividades de a-galactcsidJsa :on ras~eccc a 1~ cepa 

silvestre M:(614/pLL11. Las O~!"as 32 c~pas tuvi.e:-cn una actividad 

igual a lo ~epa ~ilvestre. Los r~sultados se muestran en :a Tabla 3. 

Ccri? se pue-::1~ otservar, la act.ividad a-e i~-galact.osídasa Ce 

la -::epa silvestre y de las 2 m•..1t:.a:-."'.::~s. var:.3 s.:gún la fuent.e de 

;..a ce:pa sil·1estre presenta una ac-:ividad 3 vec-=s navor -:n 

ame.ni? 15m!1 ~ apr-:::.::i:nad.=z:.ent:.;!' 6bOOr.mol de ONPG hidrolizado/rr.in/ 

:r:; -:-!:: pro::.; qu~ en glutára.:-:o {élP!"CX. 2200nr.icl de 1)fl?G 

:-.:i :1r-:t: ::.aj.::·:min /Itg prot. 1 • 

~~a d9 :as mutantes. la Mx61~/pLL72, ~iene una actividsd 

9nzirn?~íca 1.5 veces mayor que le ce ta :epa silves~re ~ante en 

amonio corno en gluté~ico. mien~ras ~ue la otri mutante, la 

silv.es":re :ambíer. -=-r, ambe·s m.e1icE. 



Tabla 3.ACTIVIOAD ESPECIFICA DE B-GALACTOSIDASA DE CEPAS HX61~ 

CON pLLT1 MUTAGENIZADO. 

Cepa 

HX6l4/ 

pLLTl 

(silvestre) 

MX614/ 

pLLT2 

MX6l4/ 

pLLT3 

Act esp. B-galactosi

dasa• 

GNH GGLU 

6627 2284 

951.2 3448 

790 460 

Fenotipo (X-gal) 

GNH GGLU 

azul fuerte azul claro 

a.=ul muy fuert.e 3=ul fuo::;::rt:e 

azul ?:!~Y •:.laro az•.:l muy claro 

a)actividad especifica de G-galact:osidasa 

lizado/min/mg.prot. 

nrnoles OH?G hidro-

G= glucosa ; tm•= amonio 15 mM CLU= glut:amico 11.82 mM. 
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En resumen, se puede decir que tanto la cepa silvestre corno 

las 2 mutantes tienen una caracteristica en común y es que 

presentan actividades de G-galactosidasa regulables por la fuente 

de nitrógeno en el ensayo cuantitativo, mas no en el cualitativo. 

En cuanto a las 32 mutantes restantes, se decidió medir la 

actividad de GOGAT a las cepas originales, esto es a las 

CSH3/pLLT1 mutagenizadas.Esto se decidió por 2 razones: 

!)porque inicialmente al probarlas en caja petri en presencia de 

X-gal tanto en amonio coao en glutárnico, presentaban un fenotipo 

diferente al de la cepa silvestre. 

2}porque las transformantes de la cepa MX614 con cada uno de los 

plAsmidos provenientes de estas mutantes, tenian actividades de 

G-galactosidasa iguales a la silvestre. 

Por lo tanto. se pensó que en las cepas originales, se había 

mutado tal vaz alg\Jn regulador del oper~n gltBpF, de tal panera 

que presentaban un fenotipo diferente al silvestre y que éste no 

tenia que ver con el plésmido pLLTl,como se mostraba al transformar 

a la MY.&l4. 

Al igual c;ue la silvestre. riinguna mutante presento activi

dad de GOGAT en glutamico, por lo que se concluyo que en las cepas 

CSH3/pl.LT1. no se hat-ia mut:.ado ningún gen relacionado con la 

regulación del ~~~-L- -:~3üF. 
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4. SUBCLONACION Y SECUEllCIACION DE LAS MUTANTES DEL PLASHI!X• pLLTl. 

llSUBCLONACION 

Para comprobar que el fenotipo observado y las actividades 

de B-galactosidasa de las mutantes HX614/pLLT2 y HX614/pLLT3. 

se debian a mutación en la region reculatoria y no en lacZ o 

en el vector, se decidiO subclonar un fragmento de 1210pb que 

contiene las ~430pb de la regiOn regulatoria mas ~780pb que 

incluyen les primeros 260 aminoécidos de la subunidad J=>e!:a·:lE-

de GOGAT (producto de~). La estrategia que se siguio fue 

la misma para los 2 plásmidos mutantes y el silvestre (Fi¡:.€•} · 

el plásmido pLLTl se digirio con la enzima HincII. Esta diges

tión da 12 fragmentos de los cuales solo el de l210pb se corto ,je 

un gel de acrilamida.se electroeluy6 y se utilizo ~ara sub:::lcn::.r. 

Por otro lado, se digirio el pl~smido pMC1'<ú3 con la en:::.:rnó 

SmaI,la cual lo linearizo y lo dejó de tal manera que el fragmen

to de 1210pb entrara en fase con lac' Z y pudier.:o e:-:p:re::Earse: 

B-galactosidasa. Este plásmido se purificó de un gel de acri

lamida, se elect:-oeluyO y se ligo con el fragmenti:. de 1210~t. je: 

plásmido pLLT1. Esta estrategia se siguió también para la~ 

mutantes. 

Los plAsmidos resultantes ,el pLLT4, pLLTS y pLLT6 se •Jtili

zaron para transformar la cepa DK-1 (cepa con alta eficien·:ia d-= 

transformaci6n),seleccionando tanto para la resistencia del 

vector.ampicilina, como para actividad de B-galactosidasa en caja. 

De las transformantes obtenidas, se purificó pla.smido y se 

checo que llevara el fragmento de 1210pb en la or"ientación 

correc~a. digiriéndolo con las enzimas EcoRI y Ba~HI (para la 

presencia del fragmento de l210pb) y con las enzimas BamHI y 

HindI!I (para la orientaciónl(Fig.7J. 
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Figura &. Esquema de la construcción del plásmido pLLT4. Se 
inser~o un fragmento Hincil-HincII de ~1210pb del pLLTl en 
pMC1403. Esto se hizo tanto para el plásmido silvestre como 
para los mu~antes. 
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Fi·;1.w~ 7. F'at.r•!if1 d-=: restricc1o!•f1 ,j.:l FLLT4,plLT5 y pLLTi- • 
.S.e di·~i1·1aror1 loz i=:·lázmid'1:.2 c•:.r, las -::1·.:::im¿.::-;: <:~Jn~rnHI y 
E•:::oRI •::1 b)H1ncllt ;· f.:;o.1,')HI. 
Carr1lo::=:: 1'1!1>< ; 2>F·l~LT5 ; 3}¡:.LLTf.Z, 4)F·LLT·l ~ 

5)pLLTf.",; ¿.Ji;i:-: ¡ 7>F·LLT5 ~ (;)pLLT4. 



Taabi&n •e verificó que las transf ormantes presentaran el 

aiaao fenotipo que el plAsaido pLLTl original (ver Tabla 3) en 

aeclioa con aaonio ••Picilina X-gal y con clutAmico ampicilina X-cal. 

Se eacog1o una transforaante de cada mutante y de la silves

tre que presentaban el fenotipo original y cuyo patrón de res

tricción coincidia con lo esperado (ver Fic.7 y Fi1.Bl. 

COllO lss actividades de B-calactosidasa del pl6saido pLLTl 

ae habian hecho en la cepa silvestre HX614 y para poderlas com

parar con la nueva construcc16n, se decidió transforaar esta cepa 

tanto con el nuevo pltsaido silvestre,pLLT4, coso con los 2 mu

tantes,pLLTS y pLLT6. 

A estas nuevas tranaformantes, MX614/pLLT4, HX614/pLLTS y 

HX614/pLLT6,se les verifico tanto que tuvieran el fenotipo como 

el patrón de restricción original esperado. 

Una vez verificadas.se les midió actividad de B-galactosidasa 

cuantitativaaente tanto en ~aonio como en glutAmico. Los resul

tados se auestran en la Tabla 4. 

Coso se puede ver, al isual que en el plásmido pLLTl, la sil

vestre y las 2 autantes presentan actividades diferentes según la 

fuente de nitrógeno. 

Sólo el pl~smido autante pLLT6, presento un comportamiento 

aimilar al de la construcción original (pLLT3l: sus actividades 

da B-calactoaidaaa fueron 5 veces menores al de la cepa silvestre 

en los 2 medios probados. Mientras que el oero plásmido, el 

pLLTS, tuvo actividades casi iguales a las del silvestre. Las 

posibles explicaciones de esto, se mencionaran en la discusiOn. 

En lo que respecta al plásmido silvestre, pLLT4, ahora sólo 

presenta una actividad 1.s veces mayor en amonio que en glutámico 

en contraste con la construcción anterior (pLLT1), cuyas activi

dades eran 3 veces mas altas en amonio que en glutámico. 

!· 
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C)lutírruc.o 
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Figura 8. Medición de actividad de íl-galactosidasa en caja 
petr1 en amonio y glutamico de los plasmidos 
pLLT4, pLLTS Y pLLT6. 



Tabla 4.ACTIVIDADIS DE B-GALACTOSIDASA DE LA CEPA HX614 

CONTENIENDO LOS PLASHIDOS PLLT4, PLLTS 6 PLLT6. 

cepa 

1111614/ 

pLLT4 

1•1lvutrel 

HX614/ 

pLLTS 

Act. eap. B-¡alacto

eidaaa-

NH4 GLU 

1076 808 

91>9 674 

Fenotipo (X-gall 

Nlf .. GLU 

azul fuerte azul claro 

azul fuerte azul claro 

30 

MXr.14/ 216 188 azul claro azul muy claro 

pLLT6 

a)actividad eapecif'ica de 13-i:alactos·idasa • nmoles ONPG hidro

li&ado/ain/ ... prot. 

NH.. • amonio lSmH : GLU= glutámico 11.82 mM. 



En resuaen, se puede decir que estas actividades son J y iO 

veces menores para las mutantes pLLT6 y pLLTS respectivament~ en 

comparación con los plismidos pLLT3 y PLLT2,aunque como son cons

trucciones diferentes, no es valido compararlas. 

2)SECUENCIACION 

Para localizar la mutación responsable de las bajas activi

dades de B-galac~osidasa, se decidió secuenciar el fragmento de 

~1210pb sicuiendo la sicuiente estrategia (Fi&.8): 

Primero se di&ir16 tanto el plésmido silvestre pLLT4 como las 2 

mutantes pLLTS y pLLT6, con las enzimas EcoRI y BamHI. Dichas di

cestiones se pasaron por un cel de acrila•ida, del cual se cortó 

y se electroeluy6 el fracmento de ~1210pb de cada una. 

Posteriormente, se digirió el fragmento (el silvestre y los 

2 mutantes) con la enzima HinfI, la cual da lugar a 4 fracmen~os: 

Z530pb, Z4Q0pb, ~200pb,~80pb. 

Esta digestión deja extremos cohesivos incompatibles con 

cualquiera de loa sitios ünicoa del vector de clonaci6n,por lo 

que se dec1d16 rellenarla con la enzima DMA polimerasa I de 

E.coli(fragmento Klenow) para poder clonar los fragmentos en el 

sitio Smal del vector de clonación (pTZ18R), ya que se necesita 

que estos tengan ex~remos rasos, al igual que el vector. 

Por otro lado, se digirió el vec~or pTZlBR con la enzima 

smaI, la cual lo lineariza. Luego se desfosíoril6 con fosfatasa 

alcalina de E.coli CBAPl y se purificó por gel de agarosa. 
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Fisura 9. Esquema de la construcción de las subclonas con 
los fragmentos Hinfl en pTZlSR. 
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El vector se ligo con los fragmentos Hinf I· mencionados ante

riormente. Las mezclas de ligasas resultantes, se utilizaron 

para transformar la cepa JH103,seleccionando tanto para la resis

tencia del vector.ampicilina, como para el fenotipo Lac

{colonias blancas en X-aall. Esto último debid~ a que al clonar 

se interrumpe la expresión de l..!!2.:J.. 

De las transforaantes obtenidas en cada caso, se purifico 

pl6smido y se digirió con las enzimas EcoRI y BamHI para iden

tificar el fragmento HinfI que llevara cada uno. 

una vez que se identificaron los fragmentos, se purificaron 

las cepas con las diferentes clonas para posteriormente secuen

ciarlas. 

Coao el vector pTZ18R utilizado contiene el origen de repli

cación de fl,ee posible obtener cadena sencilla al infectar la 

cepa JH103(29) con el fago ~13K07 (44) y de esta manera secuenciar 

directamente. 

Por lo que se procedió a purificar cadena sencilla de las di

ferentes clonas,como se menciona en materiales y métodos. 

Para secuenciar las diferentes clonas, se utilizó la enzima 

ONA polimerasa del bacteriofago T7 {Sequenase"'·~•;S4), siguiendo 

el método de Sanger et al.(43, ver materiales y métodos). 

33 

La estrategia seguida se esquematiza en la Fig.10 y las se- ,, 

cuencias de las 2 mutantes y la silvestre se encuentran en la Fig.11. 

La mutante pLLT6 tiene una sola mutación localizada en una de 

las secuencias reportada(22) como homologa a la secuencia 

consenso de union a ribosomaC47, bases 380 a 385). Esta mutación 

es un cambio de una G -~ A en la primera base de este "Shine

Dalgarno". 
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a. 

b. 

c. 

Figura 10. Esquema de la estrategia seguida para la 
secuenciaciOn de las diferentes clones. 
SOlo los sitios de restricción relevantes para la 
secuenciaciOn se indican. La flecha gruesa indica 
la región codificadora para la subunidad pesada. 
Las clonas pTZ18R usadas estan representadas por las 
lineas arriba de las flechas delgadas. Estas flechas 
muea~ran la dirección y extensión de las secuencias 
determinadas. La cola de las flechas indican la 
localizaciOn del primero universal 6 Ml3 reversa utilizado. 
alpLLT4 (silvestre) ; b)pLLTS ; c)pLLT6 



SUBUNIOAD PESADA DE GOGAT 

GTTAACACAC CTTATGACAG TCAGGAATTG ACTGTTTCTC TAACGACTTC CCTTTTAGCC 

61 TTAAAGATAA AATCCATTTT AATTTCAGTC ATTTAATAAA GAATTTTGCG CTAAAGCACA -- TTCCCGAT~·~TTGCAAATC 121 TTTCTGTACC AATAAGCTTG CCATTTGACC TGTATCAGCT 

181 CGCTGGAAGC TTTCTGGATG AGCAGCCTGC TCATCATATT TATGCAGTAA TTGAGATCCC 
•.11>.a 

241 CTCTTCACCG TATTAACCGA TGCGAAAAGG ACAACAAGGG GGCGAATC~CGCGCGT 
GC 

301 lllQACACGCA AACCCCGtCG CCACGCTCTT TCTGTGCCCG TGCGCAGCGG TTCGGAAGTG 
•.o.a 

361 GGGTTCCCGC AGAGCCTGGG ~TTCAC GATaIQTTGT ACGATAAATC CCTTGAGAGG 

421 GATAACTGTG TTTCGGCCTG ATCGCCCACA TAGAAGGCGA ACCTAGCCAC AAGGTAGTGC 

481 GTACTGCAAT ACACGCACTG GCCCGCATGC AGCACCGTGG CGCGATTCTC GCCGATGGTA 

541 AAACCGGCGA CGGTTGCGGC TTGCTGTTAC AAAAACCGGA TCGCTTTTTT CGCATCGTTG 

601 CGCAGGAGCG CGGCTGGCGT TTAGCAAAAA ACTACGCTGT CGGOATGCTC TTCCTGAATA 

661 AAGATCCTGA ACTCGCCGCT GCCGCACGCC GCATCGTTGA AGAAGAACTG CAACGCGAAA 

721 CCTTGTCGAT TOTGGGCTGG CGTGATGTCC CCACTAACGA AGGCGTGCTG GGTGAAATCG 

781 CCCTCTCCTC TCTGCCACGC ATTGAGCAAA TTTTTGTGAA CGCCCCGGCA GGCTGGCGTC 

841 CACOCGATAT GGAGCGCCGT CTGTTTATCG CCCGCCGCCG CATTGAAAAG CGTCTCGAAG 

901 CCGACAAAGA CTTCTACGTC TGTAGCCTGT CGAATCTGGT GAACATCTAT AAAGGTCTOT 

961 GTATGCCGAC GGATCTGCCG CGCTTTTATC TGGATCTTGC GGACCTGCGT CTOGAATCGG 

1021 CCATTTGCCT GTTCCACCAG CGCTTCTCCA CTAACACCGT ACCGCGCTGG CCGTGGCGCA 

1081 ACCGTTCCGC TATCTOGCGC ATAACGGTGA AATCAACACC ATCACCGGTA ACCGCCAATG 

1141 GGCGTGCGCG TACTTATAAA TTCCAGACAC CGCT!ATCCC TGACCTGCAC GACOCCGCAC 

1201 CGTTCGTC 

Figura 11. Comparación entre las secuencias del plasmido 
silvestre pLLT4 y las 2 mutantes, pLLTS y pLLT6. 
Los cambios encontrados con respecto a la secuen-
cia reportada {22> son: cambios entre las bases 715 
y 717 del par GA por CG, Y entre las bases 718 y 719 
de una e por A:inserciones: de un par GC entre las 
bases 607 y 608. entre las bases 622 y 623. entre las 
bases 982 y 983 Y entre las bases BlB y 619 de una e 
y de una T entre las bases 955 y 956. 
Los cambios encontrados en la regi6n regulatori& de 
las mutantes se señalan debajo de la secuencia del 
plásmido silves~re. 
el cambio en el S.D.l.corresponde al pLLTS y el cam
bio en el $.D.2 corresponde al pLL!6. 
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La otra •utante pLLTS, presenta dos mutaciones: 

una 1nvera16n entre la primera base de la otra secuencia 

reportada (22) co•o ho•6loca a la secuencia conaenao de uniOn a 

ribosoaa (44, baa .. 289-293Jy la base contisua S' a ella. 

La secuencia silvestre (proveniente del pRSP21l tiene la misma 

secuencia reportada (22),aalvo alguno• ca11bios seftaladoa en la 

Fic.10. 

La& !aplicaciones de estas mutaciones se discutirAn en la 

siguiente aecc10n. 



DISCUSION 

Debido a que existe poca información sobre la regulacion de 

la expresión de GOGAT, en este trabajo se trato de responder 

algunas preguntas b~sicas sobre el mecanismo de regulación 

involucrado en su sintesis. 

Con el objeto de esclarecer un poco m~s los mecanismos que 

controlan la sintesis de GOGAT,se obtuvieron mutantes en la 

re¡i6n regulatoria del operón gltBDF. 

Para ello se construyo el plásmido pl.LTl, en el cual se 

fusionó el gene lac'Z sin su región regulatoria al gene de la 

subunidad pesada,&1.!;J!, median•e •ecnicas de 1ngen1erie genecice. 

La fusión ~ facilitó el aislamiento de mutantes, gracias 

al fenotipo l.ac+ que confiere. el cual es racilmente detectable. 

Además la fusión gltS::lac Z permitio cuantificar de una manera 

mAs sencilla, la actividad enzimática del operon gltBDF de la 

cepa silvestre y de las mutantes en diferente~ condicicnes d~ 

crecimiento. 

Como se mostró en la Fig. 5, hubo una diferencia marcada d~l 

plSsmido pLL"I'l en los 2 medios probados (ar.ionio y glutár.lico). le. 

que comprobaba por un lado, que la actividad de íl-galactosidasa 

estaba bajo la expr.esi6n del promotor de gltBDE y por otro que la 

fusión permitiria distinguir aquellas mutantes cuyas actividadeS 

fueran cualitativa y cuantitativamente diferentes a la silvestre. 

Es importante mencionar que este plásmido, al igual que el 

pLLT4, presentó actividades detectables de a-galactosidasa en 

glutttmico. 



Este dato no coinCide con lo repor~ado. ya que se esperaba 

que las actividades fueran de cero, como en el caso de la GOGAT 

!261. Una posible explicación para esto, es que se esté 

titulando la actividad del represor del oper6n de GOGAT, de tal 

•anera que, como los plásmidos están en multicopia, sobrepasan la 

cantidad de represor capaz de reprimir el operón. 

Una vez comprobado que con el plásmido pLLTl se podía medir 

la actividad del operón gltBDF a través de D-galactosidasa, se 

decidió autacenizarlo. 

De la mutag&nesis con RMS, se obtuvieron 34 mutantes que 

inicialmente mostraban un fenotipo diferente al silvestre tan~a 

en aaonio como en elut~m1co. 

Pero al pasar los plásmidos mu~antes a fondo genético MX614 

{cepa silvestre del laboratorio) y determinarles actividad 

enzimAtica de D-galactosidasa en amonio y glut&mico, sólo 2 de 

ellos siguieron siendo diferentes al silvestre, tanto en fenotipo 

coao en actividades. 

El resto de las mutantes fueron iguales a la cepa silvestre. 

Esto se comprobó ta=bién al medirles a las cepas originales 

(CSH3/pLLTl mutagenizadas) actividad de GOGAT en glutámico, 

presentando el mismo comportamiento que la silvestre. 

11 hecho de que inicialmente fueran seleccionadas 34 

mutantes por su fenctipo, de las cuales sólo 2 permanecieron 

consistentes con él, indica que el ensayo cualitativo para la 

detección de actividad de G-galactosidasa en caja petri mediante 

el indicador X-gal, no es absolu~amente eficiente. Esto puede 

deberse a que, como el color azul observable esté dado por la 

cantidad de X-gal hidrolizado por la colonia, tanto la can~idad 

de inoculo en el medio sólido como la velocidad de creciciento 



de la cepa mutante en particular, son 2 factores decisivos 

independientes de la actividad enzim~tic&. que pueden influir 

para dar diferente intensidad de color en las colonias. 

Con respecto a las determinaciones enzimaticas de B-

1alactosidasa de las autantes pLLT2 y pLLT3 y la silvestre pLLTl 

en la Tabla 3, se presentan sus fenotipos junto con sus 

actividades, tanto en amonio como en glutAmico. 

En primer lugar, se puede decir que en los fenotipos de las 

2 cepas mutantes no se aprecia una regulación por nitrógeno (sOlo 

en la silvestre} , lo que corrabora lo mencionado anterior~ente 

con respecto a la poca eficiencia del ensayo cualitativo de 0-

galactosidasa. 

En cuanto a las actividades, las 3 cepas tienen un 

comportamiento similar, ya que estas son regulables por la fuente 

d~ ntr61eno. La cepa HX614/pLLT2 presenta alrededor de 1.5 

veces m6s actividad de la enzima que la silvestre y para el caso 

de la cepa MX614/pLLT3.preaenta de S a e veces menor actividad 

que la silvestre. 

Ahora bien, como la mutagénesis con EMS se hizo en todo el 

plásmido pLLTl, era posible que las actividades enzimáticas y 

fenotipos de las mutantes se debieran a una mutación en la regio~ 

regulatoria del oper6n gltBOF. en el resto del operon, en lac'Z, 

o en el vector. 

Para saber si la mutación estaba exclusivamente en la regiOn 

regulatoria, se subclonó un fragmento de 1210pb que incluia ésta 

además de ~780pb (primeros 260 aminoAcido~ de la subunidad 

pesada) en el vector pMC1403. 



Con loa plAaaidos resultantes,pLLT4, pLLTS y PLLT6, se 

tranaforaO la cepa DK-1 y para poder corraborar las actividades 

de B-&alactosidaaa de las autantes y de la silvestre de esta 

nueva conetrucciOn con las anteriores, se transformo la MX614 con 

loa nuevos p1Aaaidoa. 

En la Tabla 4, se auestran las determinaciones enzimAticas 

de B-aalactoaidaaa de las cepas Mx614 que llevan los plasaidos 

pLLT4,pLLTS,pLLT6. 

S.tas actividades resultaron mas baJas que las de los 

pl6aa1doa pLLTl,pLLT2 y PLLT~. Para esto puede haber 3 

explicaciones posibles: 

1) al eer tanto construcciones como plásmidos diferentes . no es 

valido coaparar sus actividades enzimaticas (óó27nmol/min/mg.prot. 

contra 1076naol/min/mg.prot. en el caso de la silvestre>. 

21 el núaero de copias de ambos plAsmidos por célula son 

diferentes. 

3) la proteina hibrida activa que expresan los plasmidos 

pLLT1,pLLT2 y pLLT3, es mas estable que la producida por los 

pUsaidoa pLLT4, pLL.TS y pLLT6, de tal manera que aunque ambos 

tengan el aiaao nivel de expresión génica, ésto no se refleja en 

la cantidad de pro~eina activa producida por cada una. 

Es interesante observar que, a diferencia del pLLT2. el 

pLLTS, preaent6 actividades de a-galactosidasa casi iguales a las 

del plas=ido silvestre pLLT4. Esto pudo deberse a que el 

p1Asm1do originalmente mutado, el pLLT2, tuviera 2 mutaciones que 

causaran las actividades altas de 6-galactosidasa. 

cuando se subclon6 el fragmento de 1210pb del pLLT2. se 

pudo eliminar una de ellas, encontr~ndose at.ora que las activi

dades fueran casi silvestres. 
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Ahora bien. con respecto al hecho de que las actividades de 

a-galaetosidasa del pLLT6 no muestren una regulaciOn por 

nitrógeno siendo casi igual de bajas tanto en amonio como en 

glutamico, puede deberse a que la mutacion en este plas~ido se~ 

més penetrante. Esto significa que la mutacion sobrepasa el 

efecto de represión, haciendo que éste no se aprecie y por l~ 

tanto las act:ividades sean ostensiblemente iguales en a11oni·? y en 

glutémico. 

Por otro lado, algo que llama la atenciOn es el hecho de 

que, sólo se hayan aislado mutantes de baja expresion. Esto 

puede deberse al medio de selección u~ilizado. Recientemente se 

reporto una nueva técnica para seleccionar mutantes de baja 

expresión en fusiones lac. !sta técnica consiste en utilizar 

medios de selecc10n con lactosa como fuente de carbono. Como l::·s 

niveles altos de expresión del operón lac en fusiones lac en 

plasmidos multicopia son incompatibles con la lac~osa, utilizada 

como fuente de carbono, estos deben ser abatidos varias vece.s 

antes de que la cepa pueda crecer. Esto parece deberse a la 

producción de algún compuesto inhibidor del crecimiento derivado 

del metabolismo de la lactosa (45) . 

Como aqui, después de la mutagénesis, se otilizé un meoio de 

selección con lactosa como fuente de carbono. 2s posible que se 

haya forzado la aparicion de mutantes de baja expresión co~o en 

el caso reportado. 

Gracias a los plasmidos pLLTS y pLLT6 se supo que la o las 

mutaciones responsables de las actividades de 13-galactosidasa v 

fenotipos de las m1Jtantes estabatnJ en el fragmento de ::::121opb. 

Por lr:o. que se decidió secuer.ciarlos para saber si era una o 
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varias mutaciones y localizarla(s) con precision. 

Si¡u1endo la estrategia sefialada en la Fig.9, fue posible 

tener en 4 frasaentos,todo el fragmento de ~1210pb représentado. 

La secuencia de la cépa silvestre fue comparada con la 

11eeuenc1s del operon ~ya reportada (22), encontrándose 

diferencias en algunas bases. 

La secuencia de laa 2 mutantes presentó es~os mismos 

caabioa, por lo que las unicas diferencias en~ontradas entre ellas 

y le ailvestre aon consecuencia de la mutagénesis. 

Ambas mutantes presentaron un cambio en la primera base de 

la secuencia homologa a la secuencia consenso de Shine-Dalgarno. 

Bolivar et al.(22) reportaron la presencia en el oper6n 

&l1.Ernf. de 2 secuencias homólogas a la secuencia consenso de uniOn 

a riboeoma• t44). 

Pero a1 bien no se sabe si las 2 secuencias reportadas son 

realmente funcionales O s6lo una da ellas, el anAlisis de las 2 

•utantes dieron algunos indicios sobre la funcionalidad de ellas. 

Al parecer po'"" las actividades de P-galactosidasa, se puede 

decir que el segundo Shine-Dalgarr10 es el funcional. ya que una 

mutación en él (mutante pLL~3 y pLLT6) causa una baja de S veces 

en las actividades con respecto a la silvestre. Mientras que, 

una mutación en el primer Shine-Dalgarno <mutante pLLTS) no 

altera las actividades de a-galactosidasa. 

Existen varios reportes. en los cuales se ha demostrado que 

el cambio de una sola base en el Shi~e-Dalgarno, afecta 

notablemente la traduccitn t45-~9J. 

Por ejemplo, se han reportad·~ :uaiones galE-lacZ, en las que 



una mutaciOn puntual en la secuencia Shine-Dalgarno <cacbio de 

una G por una Al. baja las actividades de B-galactosidasa 10 

veces con respecto a .la fu_!_~On ailvestre (SO). 

·-AdemáS de los. datos obtenidos con la mutante pLLT6, hay 

evidencias que su1ieren que el segundo Shine-Dalgarno puede ser 

el funcional: Band et al. en B.subtilis y De Boer et al en 

~. demostraron que la presencia de 4 A o T después del 

Shine-Dalgarno, dan una eficiencia de traduccion muy elevada. 

mientras que la presencia de 4 e 6 G en la misma posición bajan 

la eficiencia de traducciOn en un 50-75% respectivamente CSl.S~J. 

En el CñSO del operOn gltBOF de E.coli, el segundo Shine

Dalcarno est& •eguido por la secuencia TTCA, mientras que al 

primer Shine-Dalgarno le sigue la secuencia CGCG. 

Tambie.1 ha sido reportado que el codon UUG como segunde 

codon en el mRHA, es aAs eficiente que el codon ACA (531. Para 

el operon de GOGAT, el segundo codDn del mRtlA segun el segundo 

Shine-D•l1arno seria UUG ;en cambio el segundo cod6n 

según el pri11er Shlne-Dalgarno seria ACA. 

Sin embargo, no hay que descartar completamente al primer 

Shine-Dalcarno. Es posible que contribuya con un poco en la 

unión a ribosomas, lo que explicaria la poca actividad de íl

galactosidasa que se detecta en la mutante pLLT3 y pLLT6. 

Se tratara de construir un plásmido en el cual se encuentre 

deletado el primer Shine-Dalgarno. De esta manera, se podrñ 

observar el efecto que ésto tiene sobre las actividades de 

a-galactosid•sa. 



MATIRIALIS Y HITOOOS 

1.CIPAS BACTIRIAHAS Y PLASMlPQS 

Las cepea utllisedaa en esta teeia aon derivadas de !L.S2!i. 

K-12 y al iaual que los pl6amidoa ae encuentran descritas en la 

Tabla l. 

Tabla l.CEPAS Y PLASl'IIDOS UTILIZADOS. 

C 1 P A 

HX614 

JH103 

HC10f>1 

OK-l 

CSH3 

GENOTIPO 

<Us-l!I.2.l • lli· §.Ua. 

~. ~. sbcB, hsdR, 

r. ~ 11L2A.!!.· 

i1ual que MClOól,pero recA-

REFERENCIA 

ColecciOn del 

laboratorio 

29 

30 

31 
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PLASHIDO GENOTIPO REFERENCIA 

pHC1871 pBR322 mz.. Ampr 30 

pHC1403 pBR322 lacZYA, Ampr 30 

pTZ 18R pUC 18, ori H13, Amp"" 44 

pRSP21 &llfil![. Cmr 21 

pLLTl pRSP21: :J..atl Esta tesis 

(~::u¡¡::~ 

pLLT2 pLLTl mutagenizado con EMS Esta tesis 

pLLT3 pLLT1 mutagenizado con EMS Esta tee.is 

pLLT4 fragmento HincII-Hincll 

del pLLTl en pHC1403 Esta tesis 

pLLTS fragmento Hinc!l-Hincll Esta tesis 

del PLLT2 en pHC1403 

pLLT& fragaento HincII-HincII Esta tesis 

del pLLTJ en pMC1403 
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2.cotlDICIONES DE CULTIVO 

l.o• lledloa de cultivo utilizados para el crecimiento de las 

bacteria• fueron: 

!tedio LB (por litro) 

10S NaCl 

10S Peptona 

5s lhr1:racto de levadura 

Cuando ae requeria un medio s6lido se añadian 16g/l de 

asar. 

Med;.o 111n1ao NN (por litro> 

Fo•f ato de potasio monobasico 13.6g 

Sulfato de potasio 2.61g 

Sulfato de •acneeio 0.2. 

Cloruro de calcio O.Olg 

Sulfato ferroso O.OOOSg 

Glucosa 2g 

Amonio O.Bg 

Ajustar el pH a 7.4 con KOH 



A este medio se le agrega : glucosa 0.2~ final como fuente de 

carbono, cloruro de amonio lSmM o glutámico 0.2X como fuente de 

nitrógeno.Otros requerimientos como aminoacidos o vitaminas Sé 

añadieron a las concentraciones óptimas previamente determinadaE. 

Todos los cultivos se hicieron a 37ºC. 

Cuando se utilizó ampicilina fue a la siguiente concentracion: 

ampicilina (amp) 250µg/ml. 

Cuando las bacterias se concentraban para medir actividad 

enzimatica,se hacia en medio minimo (medio NN}, unicamente las 

sales. 

DETECCION DE LA ACTIVIDAD DE B-GALACTOSIDASA EN CAJAS DE 

PETRIC31). 

Existen varios medios selectivos para detectar la expresicn 

de P-galactosidasa. El indicador más sensible para a-galactosidaso 

en medio sólido es el sustrato cromogénico S-bromo,4-cloro.3-indv~il

B-D-galact6sido (Xgal)(31}. El componente no da ningún color hasta 

que es hidrolizado, dando un precipitado color azul índigo en la 

colonia que expresa la actividad enzimatica. 

En asar conteniendo Xgal, una bacteria que expresa la 

B-galactosidasa forma colonias azules. El Xgal se puede usar 

prActicamente en cualquier medio sólido. Usualmente el compues~o 

se disuelve en N-N dimetil-formamida a una concentración de 

20mg/ml y se espatula 0.1 ml en cada caja con aprox. 2Sml de medio. 

Ademas del Xgal, el agar de Mac Conkey también es utilizado 

para los mismos fines. En este medio, las colonias Lac+ son rojas y 

las Lac- son blancas. 



HIOICION DE LA AC?IVIOAD ENZIMA?ICA DE LA B-GALACTOSIDASA (31). 

Otro eJeeplo de sustrato cromogénico es el o-nitrofenil-B-D

&•l•ct6sido. late compuesto es incoloro, pero en presencia de la 

enzima se convierte en galactosa y o-nitrofenol. 

El o-nitrofenol es amarillo y puede ser medido por su 

abeorbancia a 420 nm. Si la concentración de o-nitrofenil-6-D-

1alactOaido !ONPG) es alta.la cantidad de o-nitrofenol es pro

porcional a la cantidad de enzima presente y al tiempo que la 

enzima reacciona con él. Para que el ensayo sea lineal, el ONPG 

debe estar en exce•o. Para mejores resultados. la cantidad 

de enzima debe aer tal que tome entre 15 minutos y 6 horas 

para deaarroll8r un color amarillo. La reacción se detiene 

ª"adiendo una concentración elevada de carbonato de sodio. la 

cual eleva el pH a 11.0 y la ~-calactosidasa se inactiva (32). 

Laa bacterias fueron crecidas hasta fase logaritmica 

teaprana a 37•c con a1itacion en medio ainiao con diferentes 

fuentes de nitrO~eno . 

.Despues de esto. el cultivo se concentró diez veces {en el caso 

de las fusiones en pMC1403 con baJa actividad enzimática) o 

resuspendida en el mismo volumen de NN (en el caso de las fusiones 

en pRSP21 con actividades elevadas). 



1. En un tubo se mezclan: 

O.lml de extracto de células(cantidad depende de cond1c1on 

de crecimiento y/o pl~smido). 

0.9ml de buffer Z Cver més adelante) 

2 cotas con pipeta pasteur de cloroformo 

gota con pipeta pasteur de SDS al 10~ 

2. se agitan en vortex durante 10 segundos 

3. Se colocan los tubos a 2e•c durante S minutos 

4. Se aareaan 0.2ml de ONPG (4 m¡/all a cada tubo y en este 

momento empieza la reacción que debe hacerse a 28-3o~c. 

5. Agitar en vortex durante S se1undos. 

&. Detener la reacción a los S' y lO'agregando O.Sml de 

carbonato de sodio 1M a cada tubo. Los tiempos de reacción.asi co=c 

la concentraci6n de células debe estandarizarse para cada caeo. 

7. Centrifugar a e.ooo rpm durante 15 minutos. 

a. Leer absorbancia a 420 nm. 



SOLUCIONES 

ll OHPG se prepara en buffer de fosfatos 0.1 H a pH 7.0. 

ll buffer Z contiene: 

roaf ato de sodio d1bás1co 

Fosfato de sodio monobásico 

Cloruro de potasio 

Sulfato de ma1nesio 

B-mercaptoetanol 

0.06 H 

0.04 H 

0.01 H 

0.1 H 

O.OS H 

Toda la mezcla debe estar a un pH de 7,0 

Se define como actividad especifica de la B-&alactosidasa el 

namero de naolea de o-n1troren11-B-D-galact6sido hidrolizado por 

ainuto por •1111ramo de proteina. 
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La cantidad de proteina por ensayo !ue determinada por el método 

de Lowry (33). 

PURIFICACION DE PLASHIOOS 

Al En pequeña escala. "Miniprep". ( 341 

Para el análisis de clonas individuales buscando la 

construcción correcta o la transformante deseada, se realizaron 

extracciones partiendo de 2ml de cultivo crecido a fase 

estacionaria 6 una asada de bacterias. 



l. Se prepara la solución A: glucosa 50 ml1 

EDTA 10 ml1 

Tris-HCl pH a.o 25 m11 

A dos mililitros de solución A se añaden 4 mg de lisozima y 50µ1 

de una solución de RNAsa (lO mg/ml en acetato de sodio 0.2 M pH 

5.0 hervida durante 10 minutos). 

2. Resuspender una asada de la cepa en cuestiOn 6 la 

pastilla obtenida después de centrifugar 2 ml de bacterias 

crecidas toda la noche, en 100 µl de la solución A con lisozima y 

RNAsa. 

3. Mantener en hielo durante 30 minutos. 

~. Agregar 100 µl de NaOH 0.2N. SOS l?.; se mezclan 

cuidadosa~ente y la solución se aclara. debido a la lisis 

celular; se agregan 75 ul de acetato de sodio 3 M pH 4.S y se 

mezcla, formándose un precipitado grumoso. 

5. Mantener en hielo duran~e 15 minutos 

6. Centrifugar en írio durante 5 minutos a 14, 000 rpm. 

7. Colectar 200 ul de cada tubo y pasar a un tubo nuevo. 

a. Agregar 600 ul de etanol absoluto e incubar en un baño de 

hielo seco-etanol durante 20 minutos. 

9. Centrifugar 15 minutos en frio a 14, 000 rpm. 
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10. Deacartar el sobreoadante y disolver la pastilla en 100 

ul de acetato de sodio 2 H. 

11. A&regar 300 ul de etanol absoluto y dejar de nuevo 20 

minuto• en un bafto de hielo seco-etanol. 

12. Centrifugar 15 minutos en frio a 1~.000 rpm. 

13. Descartar el sobrenadante y lavar la pastilla dos veces 

con etanol al 70~ frio. 

14. Se deja secar la pastilla y una vez seca es resuspendida 

en 20 ul de Tria-EDTA 10-1 llM pH e.o. 

Esta preparaci6n, dependiendo del tama~o del plásmido y del 

numero de copias dentro de la bacteria, permite purificar hasta 1 

u& de ONA en condiciones que no interfieren con su digestión 

enziaática. 

B>En &ran escala. "Ha>eiprep 0 (35l. 

Para purificacion de plásmido en cantidades de 1 a 3 mg. y 

en condiciones liscas para restricción, clonaci6n, etc. pueden 

utilizarse varios métodos, se muestra una modificación que se 

utiliza en el laboratorio. 

1. Inocular 500 ml de LB con S ml de un pre- cultivo con el 

antibiótico que requiera el plasmido a purificar. 
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2. Crecer hasta una densidad óptica de o.s a 1.0 a 550 nm. 

3. Aftadir 170 me de cloranfenicol en polvo al cultivo. 

4. Dejar toda la noche con agitación. 

s. Al dia siguiente, colectar las células en dos botellas de 

250 ml centrifugando en el rotor GSA de Beckman a 7,000 rpm 

durante 15 minutos. 

6. Resuspender las células en 30 mililitros de buffer de 

sacarosa (Tris-HCl SO mM pH B.O, EDTA so mM. sacarosa 10'-l y 

dividir en 3 tubos de SO ml (10 ml por tubo). 

7. Aftadir 4 ml de una solución de lisozima 10 mg/ml en 

buffer de sacarosa (1.33 ml por tubo). 

8. Dejar 10 minutos a temperatura ambiente. 

9. Concelar y desconeelar dos veces. 

10. Centrifugar en el rotor SW40 durante 20 minutos a 35,000,~ 

rpm (3 tubos). 

11. Guardar el sobrenadante y precipitarlo con 1/2 volumen 

de LiCl 201. y 1 volum~n de isopropanol. 

12. Congelar en hielo seco y descongelar. 

13. Centrifugar 20 minutos a 12,000 rpm. 



14. Lavar la pastilla con etanol al 70~ frio. 

15. secar laa pastillas. 

16. Resuspenderlaa en un total de 5 ml de Tris- EDTA 10-1 mM 

a pH 7.5. 

17. Aftadir 30 ul de una soluci6n de RNAsa 10 mg/ml en 

acetato de sodio 0.2H (No olvidar hervirla durante 10 minutos). 

18. Incubar 1 hora a 37'C. 

19. Pasar a un tubo corex y extraer con un volumen igual de 

fenol deatilado,2veces, 1 vez con fenol-cloroformo SO-SO v/v y 1 

vez con cloroforao. 

20. A la fase acuosa de esta última extracción afiadir 1/10 

de acetato de sodio 2 M y 2.5 volumenes de etanol absoluto. 

21. Cancelar en hielo seco durante 20 minutos. 

22. Deaconcelar y centrifugar a 10,000 rpm durante 15 

minutos. 

23. Lavar la pastilla con una solución fria de etanol al 70~ 

y secar. 

24. Resuspender en rris-EDTA 10-1 mH pH 7.5 según su 

coneentracion. 



25. Correr en un gel de a1arosa una muestra con 3 ul para 

cuantificar. 

FRECUENCIA DE RIVERSION A LAC+ DE LA CEPA CSH3 (31). 

1. Se toaa l colonia de la cepa CSH3 y se pasa a un tubo con lml. 

de medio ainiao. 

2. Se hacen dilucione• haata io-•. Se plaquean 2 caja• de luria 

con la diluci6n io-• para cuenta viable. 

3.Se a1re1a o.~al. de la diluci6n io-• a 20 tubos con l.6ml. de 

luria. 

4. Se incuban toda la noche con a1itaci6n a 37'C. 

S. Una vez crecidos los cultivos, se toma O.lml. de cada tubo y 

ae hacen dilucionea de 10-• y 10-•. las cualea se plaquean en 

luri• para hacer cuenta viable de nuevo. 

6. Por otro lado, se toaa O.lml. de 10° y la diluci6n io-• de 

cada tubo y se espatulaen medio de selecc16n (medio minimo + 

lactosa). Se incuban a 37°C toda la noche. 
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CUeulca: 

cuenta "iable • ne. c6lulaa 

tubo en la dilución 

rr.cuencu de .-.versión • total colonia• en 10-• /no.tubos 

cuenta viable de loa tuboa ya crecido• 

en la dilución 10-• 

l'IUTAGIHISIS CON ETIL METANO SULFOHATO (EHS) (31). 

1. se crecen las cepas (experimental y control) toda la noche 

(Sal.) en luria •loa requerimientos· de la cepa. 

2. Se centrifugan 10 m1n. a S rpm y se resuspende en 2.Sml. de 

aedio miniao. 

3. Se prepara aparte una soluci6n con 2.4 ml. del mismo medio 

ainiao usado para resuapender las bacterias + O.l ml. de EHS. 
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4. se mezclan las bacterias eon la soluc10n y se deja uncubando 4 

hrs. a 37'C sin agitación. 

S. Se centrifugan S min. a 5 rpm y se lava 2x con tiosulfato de 

sodio 5~ con el mismo volumen. 

6. se reuspenden 2 ml. de la mezcla de bacterias + EMS en 10 ml. 

de medio minimo de selección. se hace por duplicado. 

7. se incuban a 37•c con agitación. 

8. Una vez que el cultivo experimen~al está crecido se hacen 

dd1luc1ones 10-• y 10-• y diluciones 1oe y 10-• del control. 

9. se espatula de cada dilución de cada matraz eKperisental 

cajas con medio de selección. 

10. Del matraz control s6lo se eapatula 2 cajas con medio de 

selección, 1 de cada dilución. 

11. se incuban a 37ºC el tiempo necesario. 

DETERMINACION ENZIMATICA DE GLUTAMATO SINTASA CGOGAT)(36). 

Se determinó actividad enzimática de GOGAT según el método 

descrito por Meers et al.(38). 



DIGESTION DE ACIOOS NUCLEICOS 

Para todas la manipulaciones de DNA. construcciones y mapeos 

fi•ico• de lo• pl6••ido• se utilizaron enzimas de restriccion de 

ca•ae coaereiales conocidas como Am.ersham,Biolabs,Promega,etc.etc. 

La• condiciones utilizadas fueron las recomendadas para cada 

enzi•a. La• reaccione• se incubaron por lo general a 37ºC por el 

tiempo necesario. 

DSPOSFORILACIOH (37). 

58 

· In todas las construcciones que se mencionar&n en este 

trabajo.el vector de clonac16n y/o expres16n fue defoaforil•do 

con l• enziaa ro•rata•a alcalina bacteriana (BAP) para evitar la re

c1rcular1zac16n del vehiculo y favorecer la li1aci6n con las 

aoleculaa de inserto. 

Una reacc16n tipica de defosforilaci6n lleva de 100 a 200 ng de 

DNA del vector,10 unidades de BAP y un buffer de defosfor1la-

ci6n (Tris 10aM pH 8) en un volúmen de 400µ1. Según el tipo de 

extreaos que tenca el vector son las· condiciones de tiempo y tem

peratura de la reacción. 

El vehiculo defosforilado se extrae una vez con fenal.una 

vez con fenal-cloroformo 50:50 v/v y una vez con cloroformo antes 

de precipitarse con 1/10 de acetato de sodio 3M pH 4.8 y etanol. 

El DNA •e seca, se resuspende en Tris-EDTA 10-1 mM y se pone a 

ligar. 



CONVERSION DE FRAGMENTOS CON EXTREMOS 5' SOBRESALIENTES A EXTRE

MOS RASOS !38). 

Los extremos S' sobresalien~es fueron rellenados usando la 

actividad de DNA pol1aerasa del fragsento Klenow de la DNA po

l1aerasa I de ~-

1. Se pone la •i1uiente reacciOn: 

fra...,nto a rellenar (haata 1µg de DNA en 14µ1 de HaOl 

frasaento Klenow de DNA poliaeraaa l de ~ 1ul 

<Su/µl) 

21111 aezcla de los 4 dNTP'• (concentración final 0.04aHJ0.4ul 

HaO 5ul 

Vol.final 20ul 

z. Hltzclar e incubar &o• a teaperatura ambiente. Luego ca

lentar 15' a 7o•c. 

3. Pasar a hielo. Poner a li1ar con el vector previamente 

defosforilado 

No es necesario puriftear el fragaento después de tratar con 

Klenow, ya que 1eneralaante ae lleva a cabo la reacción de ligar 

después de ésta. 



LIGACIOH DE FRAGMENTOS DE ACIDOS NUCLEICOS (39) 

Horaalaente deapu6• de deCosforilar el vector y purificar el 

inserto por electroeluc10n,la construcción de las fusiones se 

llevo • cabo ltsancso el vector con el inserto en una reacción a 

16ºC c.talt&ada por l• ligaaa del Cago T4 en un buffer de liga

ciOn. 

ILICTROILUCIOH DI DHA DE GELES DE AGAROSA O ACRILAHIDA (40). 

Dellpuea de que la eueatra ha migrado dentro del gel y se 

tille con una aoluclón de bromuro de etidio 200~e/al, ae observa 

el &•1 baJo una leapara de luz ultravioleta de onda larca, aelec

cionando la banda de interea y contrendola con una navaja. 

El trozo de agarosa o acrilamida se coloca en el interior de 

una bolea de dlali•i• de poco diametro (6.4mm) y poro peque~o 

(para aoleculaa de 20,000 a 14,000J con buffer de electroelucion 

<TBI 0.1K). 

se aplica una corriente electrica hasta que el DNA sale de 

la aaarosa y queda en suspensibn dentro de la bolsa. Se extrae 

el buffer con una micropipeta y se coloca en un microtubo, donde 

serA extratdo con fenol, fenol:cloroforao 50:50 v/v y cloroformo 

para despuéa ser precipitado con acetato de sodio 2H pH 4.8 y 

etanol abtJoluio. 



TRANSFORHACION BACTERIANA POR EL HETOOO DE CLORURO DE CALCIO 

(41) . 

. Siempre que··-se ·quería iiitroducir un plAsmido a una cepa 

recep~ora, se utilizó el método de transformación que permeabi

liza a las células por un tratamiento de cloruro de calcio. 

1. Crecer las células hasta 40 u. klett en medio rico. 

2. Dejar el cultivo en hielo durante 10 minutos. 

3. Centrifugar a 5,000 rpm durante 10 minutos. 

4. Guardar la pastilla celular y resuspenderla en la mitad 

del volumen de cloruro de calcio 100 mM estéril. 

s. Incubar en hielo durante 30 minutos. 

6. Centrifugar a 5,000 rpm durante 10 minutos. 

7. Guardar ls pastilla y resuspenderla con mucho cuidado en 

la misma soluci6n de cloruro de calcio (1/10 del volumen 

original). 

e. Dividir en alicuotas de 200 ul según lc·s plásmidos a 

transformar. añadir de 20-SOng de plasmido por alicuota y dejar 

en hielo durante una hora. 
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9. Dar un choque calOrico de 2 minutos a 42'C. 

10. Pa•ar a hielo 2' y añadir BOOul de Luria a cada tubo 

de tranaformaciOn. 

11. Incubar a tempera~ura perQisiva durante 30 minutos. 

12. Centrifu1ar a 5,000 rpm duranto 5 minutos y espatula la 

pastilla de bacterias en caJaa con medio de selecciOn. 

PURIFICACION DE CADENA SENCILLA PARA SECUENCIA (42). 

l. Poner un precultivp con la cepa JH103 con el plésmido 

pTZ 18R que lleve clonado el in•erto a secuenciar. 

2. Inocular Sel de Luria con aepicilina con soul del 

precultivo. 

3. Crecer con •1itaci6n a 37•c hasta una o.o .•• o.-- de 0.3 a 

0.6. 

4. A1re1ar en .. e momento 1x10• fagos H13 K07. 

S. Dejar una hora a 37•c con fuerte agitación. 

6. Tomar 100µ1 e inocular 3ml de Luria con kanamicina.deJar 

con agitaciOn fuerte !250 rpm) a 37'C toda la noche. 



7. Centrifugar 1.5 ml del cultivo de toda la noche en un 

tubo eppendorf a 10 000 rpm s minutos, 2 veces. 

B. Recoger, finalmente, 1.2ml de sobrenadante. 

9. Poner 0.3 al de polietilén glicol y mezclar cuidadosamente 

(El PEG se prepara en NaCl 2.5 M a una concentraci6n final de 

20~). 

10. Incubar 30 ainutos a temperatura ambiente. 

11. Centrifu1ar a 14, 000 rpa durante 15 minutos. 

12. Secar la pastilla perfectamente. 

13. Resuspender en 200 ~l de Tris-EDTA 10-1 aM pH B.O 

14. Extraer: 2 veces con fenol 

vez con fenol-cloroformo SO:SO v/v 

1 vez con cloroformo 

15. Precipitar con 1/10 do Acetato de sodio 2 M pH 4.8 y 

2.5 vol. de etanol absoluto. Congelar. 

16. Centrifugar 20 minutos en frio. 

17. Secar y resuspender en 100 ~l de Tris-EDTA 10-1 mM. 



18. ~orrer en un sel de agarosa al 11. y cuantificar. 

19. Precipitar los 90 µl restantes con 9µl de acetato de 

sodio 2 H pH 4.8 Y 225 µl de alcohol absoluto. 

20. Conaelar en hielo seco. 

21. Centrifugar 20 minutos en frio. 

22. Lavar dos veces con etanol al 70~ colocando en hielo 

aeco durante 30 ainutos cada vez y centrifugando 10 minutos. 

23. Secar y reauspender en 15 µl de Tris-EDTA 10-1 mH pK 

?.S. 

24. Guardar a -2o•c y secuenciar 7 µl. 

SECUENCIACION DE DNA POR EL HETODO DE SANGER (43). 

Una de las metodologias para la secuenciación de acidos 

nucléicoa es la de 5anger (43) llamado comunmente método por 

terminaciOn de cadenas O método de los dideoxi. 

El pl6se1do utilizado para secuenciar en esta tesis es el 

pTZ 18R que aide ~3kb. 



1.Para cada ~emplado, se hace la siguiente. reacción de 

alineación: 

primero M13 reversa 

DNA 

buffer de alineación 5X 

(200 mH Tris-HCl pH 7.5 

100 111! H&Cl,. 

250 aH NaCl ) 

H,.o para un volúmen final de 10ul 

0.5pmol 

O. 5-1. Opmol 

2ul 

2.Calentar la reacciOn a 6s•c durante 3 min.,luego dejar 

que se enfrie lenta•ente hasta temperatura ambiente. 

3.Aparte se preparan las siguientes aezclas: 

Mezcla de Marcaje (dil 1:5): 

aezcla para marcarje de nucleótidos 

(1.5 uM dGTP. 1.5uM dCTP. 1.5uH dTTPl 

H..O 

Sequenasa"·"· (dil 1:7): 

aequenasa 

Tris-EDTA 10-1 mH pH 7.5 frio 

4.Para aarcar la reacciOn de alineación, una vez que é~ta 

bajó a temperatura ambiente.se le añade lo siguiente: 

DTT(0.1 Hl 

Mezcla de marcaje 

[a-'"'SJ ó [a-3 '"PJATP 

Sequenasa ... ·"· (dil 1 :7) 

lul 

2ul 

5uCi(::0.5ul> 

2µ1(3 U> 

6; 



El volú•en final es ~15~1. Mezclar bien e incubar por 5 mio. a 

teaperatura aabiente. 

S .Se etiquetan 4 tubos ºG", 11 A", "T"'. "C". se llenan con 

2.S~l de l• aezcla de terainacion de dideoxí(cada mezcla 

contiene: G: 80µH dGTP,8uH ddGTP,50aH NaCl; A: BOµH dATP, 

8µHddATP,SOllH NaCl; T: 80µH dTTP, 8µH ddTTP,SOmM NaCl; C: SOµM 

dCTP, 8¡.iK ddCTP, SOaH NaCl.l y se precalientan a 37'C-42'C. 

6.Cuando la reacción de marcaje esta completada, se 

transrieren 3.5~1 de ella a cada uno de los 4 tubos precalentados 

con la ••zcla de cada dideoxi. Se incuban por s min. a 37'C-42ºC. 

7.Al cabo de ese tiempo, se aftaden 4µl de la soluciOn de 

tera1nac10n 195~ foraaaida, 20aH EOTA,0.05~ azul de bromo!enol y 

o.os• xilen-cianol !fl a cada tubo, se aezcla y se congela. 

e.Para carear el gel de secuencia, se calientan las 

auestras a 75•c durante 3 min. y se carea de 2-3µ1 en cada 

carril. 

Las reacciones para secuenciar el DNA clonado y purificado 

coao cadena sencilla del pTZ 1BR se llevan a cabo utilizando un 

"kit" comercial que contiene las soluciones de nucleOtidos y 

dideoxinucleOtidos además de la enzima y los buffers necesarios. 
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El utilizado aqui fue el paquete de ··•sequenase" de la casa comercial 

A•ersham. 

Las muestrae fueron corridas en geles de acrilamida al 4% 

y 6f. con SOf. de urea a 2,000-2.500 voltios. 



Los geles se secaron a 60ºC toda la noche antes de poner a 

exponer con una placa Kodack X-O mat K durante 24 horas,despues 

de lo cual se leyeron las secuencias. 
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