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INTRODUCCION 

En t·:>dos los sistemas biológicc•s la.· .incorporacic·n :del 

nitrógeno a macromolééulas y a numerosos .comp~es;t:os' ,;d~ · bafo 

peso molecular, es esencial para. el créc~f{~~~'.?;~'. '~\~¿~;,~ffs
0 

me­

tabOl icas para el metabolismo nitrogenado ~'¡;l.l~d;p 'l@~~~;'farvididás 
.. , , -· '·~i·'.~~· ',":\.'.'. :: . '· 

en dos clases: . -·.'L -:-:¡· :.~::f.~~(--" 
• :.{~.'.·-~ .- :'~o'>. ' 

·:::.:~;.,) '·'.::.,; 

-~~~¡~ <<·-~ 
a) Las vi as asimilatorias necesarias para la utiliza,~ión: ·del ' 

nitrógeno de compuestos que se encuentran en el medio·:•··, 

b) Y las vias biosintéticas que permiten la producción de 

compuestos nitrogenados para la célula. 

En casi todas las células el glutamato y la glutamina sirven 

como donadores de nitrógeno para reacciones biosintéticas, por 

¡o tanto, el conocimiento de la formación de glutamato y gluta-

mina a partir de varias ~uentes de nitrógeno es muy importante 

para comprender el crecimiento celular. 

En las enterobacterias, todo el nitrógeno celular para la 

sintesis de macromoléculas, deriva de la glutamina y del gluta-

mato o directamente de la incorporación de amonio (32). 

El glutamato cede su grupo amino, para la sintesis de ami-

noacidos y proteinas, mientras la glutamina cede su grupo amido 

para la sintesis de purinas, pirimidinas, aminoazócares, histi­
+ 

dina, triptofano, asparagina, NAD y p-aminobenzoato. 
+ 

Cuando la concentración del NH en el medio es mas de 1 mM, 
4 

éste es incorporado directamente a glutamato, glutamina y 
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--· ·_- -:_,-'. 

asparagina y cuando la concentración es' rllenor · d_e ·o:: 1' ·m11' eritonées 

es incorporado sólamente a glutamina. ., .. , . ' 

Las reacciones responsables de la 'asirnLia~Íór1' de amonio y para 

la sintesis de glutamato y glutamina en medi~~ que contienen 

amonio son las siguientes: 

+ 
NH + 

4 
L-glutamato + ATP _füL > 

Mg2+ 
L-glutamina + ADP + p 

i 

L-glutamina + a -cetoglutarato + NADPH gQGAT, 2 L-glutamato + NADP + 

+ 
NH 

4 

La glutamino sintetasa (GS) es la única enzima capaz de bio-

sintetizar L-glutamina, mutaciones en gln~. gene estructural de 

la glutamino sintetasa causan auxotrofia a glutamina (25,16). 

Las reacciones catalizadas por la GS y GOGAT, forman el ciclo 

de la asimilación de amonio. 

Para las enterobacterias las fuentes preferidas de nitrógeno y 

carbono, son amonio y glucosa en medios minimos, aunque también 

pueden utilizar al nitrogeno de una gran variedad de compuestos 

organicos tales como arginina ,prolina, histidina, etc, 

algunas especies de Kl§Q~i§llª pueden utilizar. NO 
3 

(32). 

NO 
2 

y 

y N 
2 

El crecimiento en estas fuentes de nitrógeno organico, es mas 

lento que en amonio, a este crecimineto se le llama en limita-

ción de nitrógeno, y a los sistemas que se inducen por esta 
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limitación se les denomina Ntr. 

Estos sistemas Ntr involucran la formaci6n de las enzimas que 

degradan estas fuentes de nitrógeno y los sistemas de transporte 

para estas fuentes (25). 

La regulación fina de la actividad y sintesis de la GS en 

respuesta a la disponibilidad de nitrógeno se conoce con detalle 

(25), en contraste con la glutamato sintasa. 

Debido a la importancia de estos sistemas y a la poca informa-

ción que se tiene sobre la regulación del operón gJ!~Qf que 

codifica para la glutamato sintasa, es nuestro objetivo tratar de 

obtener información que ayude a entender su regulación. 

Organización fisica de los genes de GOGAT. 

·. 
En g~ ~Qli. la enzima GOGAT tiene dos subunidades no idénticas 

en cantidades equimolares. El gene gJ!~ codifica para la subuni-

dad grande de 135,000 d, el gene E1!Q codifica para la subunidad 

chica de 53.000 d (22, 19) y son genes contiguos (8, 14, 12). 

Recientemente en el laboratorio (7) se reportó la presencia de 

un tercer gene denominadc· gltE involucrado en la repuesta Ntr; 

los 1 dos genes estructurales y el tercer gene regulatorio forman 

parte de una unidad transcripcional que cons~ituye el operón 

Las mutaciones que resultan en la pérdida de la glutamato 

sintasa han sido localizadas en el min 69 del mapa de ~~ ~Qli 

Figura 1 , ( 24) . 
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Figura 1. Mapa de E§~b~~i~bis ~Q1i. localización del operón 
gltaQE en el min 69. 
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Recientemente se reporto (23), la secuencia ll~~ieio~idfca. de 
,, -,._ ' . , 

J;.2s:.h~ris:.hiª- ~2Ú· Losiautores .identif-
.:.>·: .. ,--> .;·-';:,;> .. .,.=.'.- _ . . ~: 

icaron en el extremo s del DNA un si t.io de ini.C:cio.''oe''transcrip-

cion y un promotor funcional de la su~~n~~~~W. ~ra~é:le, · Otras 

posibles secuencias regulatorias son .cles'~~·ft~t; 

Bioquimica de la Glutamato Sintasa 

La glutamato sintasa, se abrevia GOGAT; este es ·sü ·nombre 

trivial derivado de glutamina amidotransferasa 2 oxoglut•rato 

aminotransferasa (oxidoreductasa, NADP} (E.e 2.6.~.Sj}, 

Hay dos caracteristicas que distinguen a la glutamato sintasa 

de otras amidotransferasas va bien estudiadas. 

Primero, la glutamato sintasa es una flavoproteina fierro 

-azufre. Los grupos Fe-s están dentro de la subunidad grande 

(17, 18, 26). Quizás la estructura compleja de la glutamato 

sintasa refleja alguna función desconocida además de la 

sintesis de glutamato ya que las estructuras Fe-S son típicas 

de enzimas involucradas en el transporte de electrones y reduc-

ciOn-oxidación (271. 

Segundo, tiene los sitios catali_ticos en las .. dos subunidades, 

la glutamina se une a la subunidad grande (gl~ª} y su grupo 

amido es transferido al a -cetoglutarato unido a la subunidad 

chica (31,19). 
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Fisiologia de la Expresión de la Glutaniá:to_sinta_sa. _ 

Realmente se conoce poco acerca 

sintesis de la glutamato sintasa. 

De los escasos estudios reportados-, 

~~ ª~r2g~n~§ encontró niveles muy altos 

con 

en 

comparación con los cultivos crecidos en amonio en exceso (20). 

El grupo de Magasanik (6), usando una cepa diferente de K~ 

ª~rQg~D§§, encontró que los niveles de GOGAT eran mas bajos en 

condiciones de limitación de amonio o glutamina, que aquellos 

cultivos crecidos en amonio en exceso. 

~~ ª~r9g~n~2 o E~ ~211 crecidas con glutamato como unica 

fuente de nitró~eno contienen niveles bajos de GOGAT (20,29). 

Aunque no es posible hacer enunciados definitivos acerca de la . 
regulación de GOGAT a partir de los datos presentados, es claro 

que la sintesis de GOGAT esta regulada. La primera forma de 

regulación aparece por la represión por glutamato o la activa-

ción por la deprivación del mismo, aunque se conoce muy poco 

acerca de este mecanismo. 

Cabe hacer notar que aunque el glutamato puede ser sintetizado 

por la GOGAT y la GDH, esta ultima en.zima sigue una via de 

biosintesis independiente de la GOGAT (11, 15, 6). 

Un fenotipo interesante que presentan las cepas g~~ª , es que 

son Ntr (24), incapaces de elevar su nivel de GS en condiciones 

limitantes de nitrógeno (32, 16) y carecen de actividad de 
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GOGAT. La relación entre la biosi_ntesis ·de la glutamato sinta-

sa Y el sistema Ntr es sugerida pC,1;:~i.hecho de que el fenotipo. 

Ntr de mutantes en g.!1.!? puede '5.e-,z?Fku'iri11licto. por mutaciones en.· 
' . . . ;- '!; ji._'\.~ 

g.!D1 C 16, 24 l • el cual resu!t:;;;_· en; un~F alta . conc.entración . cie. 
":?~~~};·i/"' -;~''.' .·. 

glutamino sintetasa independien:fe ··é!e~ifa;'fuente de nitrógeno del 

medio. ~··~;. fr .... is> 
' ., --;.,,-.;_,_'-" 

º'.::-(i-~(~r,'. __ :~~~r- x.;;?-~ 
, ' :~ :_;~-;-:' 

- Mutaciones que afectan la sint~si~~deGOGAT 

una mutante que carece de la actividad enzimatica de GOGAT, 

ésta ne• puede crecer en medio.s minÚn·o·s que contienen amonio 

como unica fuente de nitrógeno a concentraciones menores de 1 

mM. Mutantes que no tienenactiv.idad de GOGAT y GDH, son 

auxótrofas de glutamato (•5). 

Dending·:r §1 -ª.!. ( 1980 l, < 10 l aislaron en ~-ª1!!!.QD§.!.!-ª 1YQDi!!!1!ri1!!!! 

mutantes que tenián alteradas las actividades de GOGAT (un 253 

con respecto a la actividad normal de la cepa silvestre) y la 

GDH, las cuales no pod!an crecer en medios minimos con glucosa 

como fuente de carbono y amonio a concentraciones menores de 1 

mM como fuente de nitrógeno. Ambas mutaciones (ueron localizadas 

en el mapa de ~~ 1Yehim~~i~m. en sitios diferentes a los encon-

tractos en mutaciones que causan fenotipos similares en ~~ ª§~Q~ 

Fuchs §1 -ª.! .(1982),(11) localizaron los genes estructurales 
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que codifican para la glutamato sintasa' y los earacterizaron 

Ya se habia demostrado que mutaciones en l• glutamato sintasa; 

en ~~tYEhim~~i~m se encontraban en el min 69 del mapa ero-

mosómico (11). No se conocía, cuél de las dos subunidades era 

afectada por es-r.as mutaciones, en 1985 Madonna, ~:!;. ª1 usaron 

estas mutantes, para aislar deleciones con TnlO e inserciones 
·- . -·-- -

con Mu cts dl para obtener un mapa fino de la region q~e' ¿,oclif~c: 
ca para la glu"t.amato sintasa. El analisis permitió definir que 

gltª codifica para la subunidad grande y gl:!;.º para la subunidad 

pequeha. 

Pahel ~1 El-119781, (24) realizaron estudios genéticos y fisi-

ológicos con la mu"t.ante CBlOO y otras mutantes derivadas de 

ésta. Los autores reporta'ron que ésta cepa mutante era incapaz 

de utilizar una amplia variedad de compuestos nitrogenados como 

arginina, prolina,Y -aminobutirato y glicina. Durante el curso 

de este estudio encontraron que la posición reportada del locus 

de gltª era incorrecta y por transducción con P , observaron que 
1 

gltª cotransduce 443 con el locus de ª~g~ (24). 

En g~ fQl!. dos genes apararentemente analogos a gl!~D y que 

tienen la misma organización genética a gl!~D de §~ 1YEb!m~~!~m 

han sido clonados (12, 14). 

Castaño ~1 El· (1988), (7) en experimentos de hibridación 

encontraron un RNAm tricistrónico que muestra la presencia de un 
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tercer gene, gltE. cuyo producto es una proteina regulatoria del 

sistema Ntr, localizada en el min 69 de g~ º211· La información 

del sistema genomico g11ªQE es aun incompleta, por lo que es 

un sistema muy interesante para estudiar. 

. . 

13 



Antecedentes. 

Con el objeto de obtener mayor información sobre el operón 

en el laboratorio Laura Velazquez, aisló por inser-

cienes al azar de Mudl en el genoma silvestre de g~ ~21~. dos 

clases de mutantes con fenotipo Aut , una clase de las cuales 

tenian afectada la actividad de GOGAT siete veces mas baja con 

respecto a la silvestre, éste dato sugeria la existencia de una 

probable mutaciOn regulatoria sobre el operón g1,J;J2J2!'.. En este 

trabajo se continuó el estudio de estas mutantes y a la muta-

ciOn que presento un efecto sobre la expresión del operón 

Por otra parte, en el laboratorio durante la caracterización de\ . 
la cepa MX988 se observó la presencia de una mutación regulato-

ria; que afectaba la expresiOn del operón g1,J;J2J2!'., abatiendo la 

actividad de GOGAT siete veces aproximadamente con respecto a la 

silvestre (Tesis de Maestria de Irene Castafto). 

Resultaba interesante esta mutación regulatoria, ya que como 

se menciono anteriormente no hay mucha información sobre la 

regulaciOn de este operón. 

Estos dos trabajos, apoyaban la hipótesis de una probable 

proteina activadora del operón g1,J;J2J2!'., posibilidad muy intere-

sante, y bajo éste marco se estudiaron estas do~ mutaciones, 

los resultados obtenidos durante su caracterización los 

presento a continuaciOn. 
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OBJETIVO 

Objetivo General: 

Este trabajo forma parte de un proyecto, que tiene como obje­

tive· general, ·tratar de entender como se regula la e>:presiOn del 

operOn gl~ªQf que codifica para la glutamato sintasa en I~ s21!~ 

Objetivo Particular: 

Caracterizar dos mutaciones que afectan la expresión de la 

glutamato sintasa 
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MATEFUAL y, METODOS. 

La~ éepas utilizadas en este trabajo son derivadas de l§~b~ri: 

f.b-1.ª l;.'21.i K-12, y se encuentran.dsscritas e.n~ h Tabla 

Todas las substancias 

casas comerciales: Difco 

Las cepas se mantuvieron 

de Luria,los cuales 

Para reali=ar los 

siguientes medios: 

- Luria (21) que contiene 

levadura y 13 dE! 

- Medie• de LC: 

C1 • E-3 de agar. 

Mejio de LCTG: 

cloruro de calcio, timina 25 µg/ml 

final. La timina se esterilizó por filtración y la glucosa por 
o 

autoclave durante 20 min, a 15 lb, 121 e, la timina y la glucosa 

se agregaron después de esterilizar el medio eh el autoclave, y 

cuando tenia aproximadamente 50 C de temperatura. 

- Medio Minimo NN (8) que contiene fosfato monobésico de pota-

sio 13.6 g/l, sulfato de potasio 2.61 g/l, sulfato de magnesio 
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heptahidratado 0.2 

ferros·:• , heptahi_drat_ado 

el autoclave 20 rnin, a 

glu·:osa O. 23 

de amonio 15 

nic.J , o glutamina 1 rng/rni" 

corno fuentes de nitr6gen6. 

dienternem:e por filtracio'n 

(21). 

Los antibióticos se 

ciones: ~anarnicina 50 µg/rnl, 

10 µg/rnl, arnpicilina 100 µg/rnl. 

Para los cultivos 

medios. adicionando agar 15 g/l. 

4.- fr~2ªrª~i~o 9~ lieªºº§ E Yir&. 
1 

Para los -axperirnentos de rnapeo por :transU:iucci. 05n- :generalizada 

se utilizo el fago f 
1 

exponencial 140 UKl. 

·:·'-,,:. .· .·_. __ - ._·. 

Yirt.~ Para la propagación del fago en la 

Se tornaron 0.5 rnl del cultivo y se mezclaron con 0.1 rnl de 
-7 

bacteriófagos diluidos a 1 x 10 u.f.p./ml en Luria estéril, 

la mezcla se transfirió a tubos con 3 ml de LC. 

La mezcla con agar suave se vacio en cajas de Petri con medio 

17 

-. 



o 
de LCTG; seguidamente se incubaron aproximadamente 12 hrs a 37 

• '~ e ·e '" - -_ · . e-.·.-_'. - - -

C. Luego se ra,sp·~ el ·agÚ suave con espatúla~ se agregS.ron 3 

ml de L~l:i~ V ~O::_-i:i-~¡~~firió ~ tubos: se anadió un volumen de 
: -~-, ' 

v•:·rte;(. 

c.lorof•::>rmo ft='n la éPl;°ópC.1:·3i6n de; 1':20··Y se\agi tó. yigorc•saniente en 
¡ ·- .- . ..- •". ·. ~;·::. ;.::. .: .i . ;-- ·, '. ::_,r:· '·. - --. -- . 

De5,~~~;:i;;~~¡'~¡:~~t,~~-hf'~~ a '.~ooo. ~pm Y.· el s'o:;brenad an t~ se 

re·:uperó y ~~r;~. 3.nadi"~'' n';leva,men:te i:c~.oroformc·, se guard~. a 4 e. 
,.~;:, ·:~~·~:~<~~~i~'. :·,)~¡·~· .";.·,' .;.:~.;:·~~;·~--~ .·.·_: <~:~:; 

. '"'" . . . -,},-.-,;-.'' 

s . - IH1ü§sof~o;.i~j~~~~~-(-~_::~¡~~;i;\·': ..• 
--;;--

Los lis::ld;_:,~;;~~¡t'~fLJf·~-f;jri'-i~t~~-t'ancto -ª la cepa sensible AB1157. 

·:ul tivada en,·;llÍ~;:l·i~•;'~it~'~{~~--y -'~~w~~~radS. en O; O.L~ de•.sulfat~ - de 

magnesi 0:• y o,oos-~;~e\c'ior~;~;decalci6, :.s~me~<:i~r~~ 0.1 ml de 
-·-'-- ··~--:·'·~.'r' ,_• ·~/.: ~~~~~~:'.', ~j~-:-- ---

suspensión cei\Jia.I-.·'C:¿;r¡jci.i.ferentes 'dÚúciOh~~·~Ctel' f~go 
.--~ ,;::::>:->.--=-.::::~- -=---·- --- ,-,--,,- -~~t~:;:.::·""'t-:~~~ 

la 

después de 20 
o 

min de incubación a 37 e 
-:~~~'~'.~',, .-· 

vaciaron sobre cajas de LCTG con avuda de agar .~0i.Í·~~e ~e·. -

6. - .EnlE-ª!:-ª~;i,20 9.§o l;hgQg§!}ª§. Q§ .E Qm.,_ 
1 

Se puse· un precultivo de la cepa que se queria 

p 
1 

se 

hacer 

lis6gena,se dejó crecer toda la noche, al dia siguiente se 

inocularon 10 ml de Luria 1:100 y se dejaron crecer hasta 30 UK, 

se plaquearon 0.3 ml de la cepa en cajas de LCrn. Se esperó a que 

se absorbiera muy bien lo plaqueado, después pe pusieron 
o 

seis 

gotas del P Cm sobre la cepa plaqueada, se incubó a 30 e durante 
1 

12 hrs, se parcharon las colonias que crecieron en donde se goteo 
C• O 

el fago sobre cajas de LCrn se incubó a 30 e y 42 C. se selec-
R o o 

cionó una cepa que era Cm a 30 e y temperatura sensible a 42 c. 
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1 
o· 

So: creció el precultivo de· la .MX1061 a _:30~~:: ___ en - Luria ma: 

magnesi:> o. 01 M concentra·:iO~ÚI~a-iJ:,"'.~;~ i~1a '.?i:gui~nte: se 

cr-=·:iO la cepa MX106l~ ú6C'·i~~~¡fk~~a:;ii1-~~:i'~dfi"~-r~f~~t<:IC:l1ado de 
, .: ... ... :; :<.:.t ,-:·-;.::<:_.:::-::~/).~~' :>.;.:. "),.~~ ,;-.'~rc.,·,;2·.~ ;-;·:\i"~:~f.··. 

su 1 rato de.:· mag~e.sio_;;f: _:~-~;m,~i:~t.;~~~-~~;~)~_1;~~c~i~-~~f~~[-~~t#t iormente 
hasta 40 -UK, .. se.centrifugo•;~y·,:resuspendJ.'6:.,en· '" l,:!{-~~ismo medie• 

concent1·anC!c.' ci~~c- --~ec;,;s\:,;~~-0;r~w;:[~~< ~:;~ '- -~:~~~re. ~;fe du-
' - -- - < o.' ?.,,'!],•--,, ;,e•]:. --ikt. ..,_. ·-----i\· .. c,.z, 

::::: 

2 

c::s ~l::o::.::oae:7 1:-1~Íi.:]~~lf~",~~-gr:;~~i~rti~!~t:::.:~; s:e 

tomó el s·:•brenadante v se repi~'{r~;_~l;~rá.~~-)€i~i~~c;f~~~:, .é:lorc•for-

me·' se guardó el sobrenadante á 4 e. 

8.- Ii!~lª~i2D 9~ E ~m~ 
1 

Se creció el precultivo de la AB1157 durante toda la noche, al 

dia siguiente se crecieron 10 rnl de la cepa hasta 40 UK, se 

centrifugó durante 5 min a 5000 rprn. La pastilla :e resuspendió 

en la mitad del volumen en que se e recio en un medio de ad sor-

ción ( (1. 01 M de sulfate- de magne:i·:· heptahidratado ma: 0.005 M 
-1 

-je cloruro de calcio:•). Se hicieron dilucione: del fago de 10 
-7 

ha:ta 10 en Luria mas cloruro de calcio 25 rnM. Se tornaron~ 0-,-1- -~-

rnl de células de la AB1157 y se mezclaron ~on la dilución 
o 

deseada del fago, se incubo a 37 e durante 20 rnin sin agita-

:e puso el control bacteria y control fago, después se 

anadio a cada tubo agar :uave de LC, se agito la mezcla, des-
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pués se vació ~obre cajas ~e medio sólido de LCTG,_se incubó 

a 27 e .durante :12-hr~. ·Posteriormerit'= se cuantificaron las 

pla·:as lit.{~.;;¿; 

9. - Iiªn~i~ii.¡~~¿¡ ~~n E 
- ·1 

una ;;~i ''.;ro~~gado y ~i iU~kc; -~i P 
:: ',_- i:-1 ',' : 

_···_-.:;"-" -

vir. (cepa donadora l, se 

',:;'.-:~.·-·. -~~~:" )\:;,··.:;;~:<~·'. ··.:: .:/_-,: )~.'.~ ·<1.-'.~ 
cul t:ivó la· cep¡o·· rece-ptora,•en,m,~diorde iLllr,ia ·hasta 40 LTY., se 

cent:rifügó y se concent~~:~¡~~f:';'\;é;;e~t~h mi:dio cig Lúriá: Poste-
;->;~;~< ._,.,., .. ,.,- .. ,,_, I;:_ ~~2L·.:~>'-' .-

:~:::::::n s:e ::r:i1-f~~tt!i~~~1~:~~-i;~~~m;n.: :::a 0~:bom1dede un:ª-

sc·l udon de e lorú~8 -J~fg~i1¿1¿;,'.oi;o5 -~-y sulfato de magnesio o. 02 

M, al tub·~ de lá~ :¿.:i~~~ati~~'-~~e le ahadió O. 1 ml de P propa-
··:i''· ,:>: 1 
•l.' ~·.. \ >Z •• 

__ -,,,,_ .. -· .. 
-7 

gacjo en la cepa ci6n~clc)ra ·adecuada diluido 1 X 10 u.f .p./ml. 

Al cont:rol se le anadió 9.1 ml de medio de Luria. Después de 
o 

incubarlo a 37 e durante 20 rnin sin agitación. se centrifugo y 

las células se lavaron dos veces con NN. Est:as se resuspendier-

on en 0.1 ml de NN y se plaguearon en cajas de medio selectivo. 

Se creció un precultivo con 5 ml de medio de Luria durante 

toda la noche, después se inocularon 10 ml d~ medio de Lúria 
o 

1:100 con el precultivo y se dejó crecer a 37 e, hasta una 

D.O. de 0.5. se pasó a hielo 10 min, luego se centrifugó S min 

a 5000 rpm, se decantó el medio y se resuspendió en medio 

volumen de cloruro de calcio 100 mM, seguidamente se puso 15 min 
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en hielo. se centrifug•!• 5 -min a 5000 rpm, se -decantó. el medio, 
; ' 

después se resuspendiO en 1/1~ de cicruro"de caltio iOO mM: Se 

dejó en hielo durante 30 .. min ¿~ste''Pá~6pi.ied~ ser cie\39 ~~n,"a24 
·- 'j -·~ -,-o',,,=-'· ''··'-7 -"-:-.-;--, o-·~ .;;_,.··-,.--· :;;'.:.7'.' ·,o,:>;-'.,> 

::::~id~ue::b::d:~~:;º0~~l·f1~i:~ii~i}tl.#t·!~~itti~~;~~·~~·ict~~;:0r:s··de 
::: , ::.::::o:. ';::::::i~:t:f ¡~~11~J~i!~~f ~l~•;;::te de 2 

-- . . o... ,. ., -· .• ~é.,, •\;,'_;;: :::';'.'. : 

Luria v se dejo incubando a·• 37 e ::iu}~l1~~~if}[~ií1'(:~:F>osterformente 
.. : :~_ .---·-:·-_:~:_ :-·.;º . "'''.1 -~~--- - - '" .··:¡:~<· 

se centrifugo y resuspendiÓ en o .2•-rni¿;él;,;'éi:.Jr'ia ·y se plaquec· 
~<~~~: 

1110 y 9/10 en cajas· con los· medios'~(~.i,ii:C'b:~f~s. 

- iJ 

Se cre·=ió la cepa en un litro de-•L.i.ír-ia -hasta fase exponencial 

tardia. seguidamente se centrifugó a 7000 rpm durante 15 min, 

se ~esuspendió la pastilla con el poco medio que le quedaba al 

decantar. luego se agregó y resuspendió en 10 ml/l de cultivo 

en solución amortiguadora de 253 de sacarosa. Tris 50 mH pH 8.0, 

EDTA 1.0 mM pH 8.0. se mantuvieron en hielo los agregados celu-

lares y se separaron agitando sin lisar las células. Seguida-

mente se anadió por litro de cultivo: 3 ml de EDTA 0.3 M pH 

8.0. 1 ml de lisozima (5 mg/ml en Tris HCl 0.025 M pH 8.0), 0.1 

ml 
- 5 

de RNAsa (10 mg/ml en acetato de sodio o.i M. EDTA 3.3 x 10 
e• 

M pH 5.0, precalentado a 80 C durante 10 minJ, se agitó 

suavemente, se dejó reposar durante 15 min en hielo, se añadió 

3 ml de tritón "lytic mix" 3x (3 ml de tritón al 10 3, 75 ml 
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de 8-.:o.-· ·~}Í_~·;~~~.1:~~ Qe ·~agy~) ., 
suayemen~~. ie • dejf ~epo~ar; /:in h{~1i''.pc•k d !"~i'n ~'/.· 

agi-

se cen:trifug·~'eñ',tli68sc de.:'p'Oiipro~i1~~d;;éf~Es'6/'.hi'ü:.~ • iQ.·.:;iop;¿'~pm· =. 
C· .'.. ':>~~" ::,;/ .·· ,·.·,,·,. ,.-_ .. ";~;·:. '._'j~~<~I ~¿;. '-'" 

" e durante<'.3o:;"iíiin7'.desplÍ~s s'e,éfecant·~i. el/ "~:;:,g;~e·~~~:[rit~_;:·· \la 

pastilla ~·~· ~:~¡~~~i:B~~f ~~·.~~+i;~~ª·aaiñente:yº ~1>~;:::· a~'.1~º11c1¿11·· 
am·:·rtigua&0ra·.~-.f~?'(§~1Ul~~~fra~:J'H1~~~do;a Á·ic»::~[T;i~!.ª.;;;M• '.'..pH·· 

".'. ~' EDTA io mM ;· sr>S ~~::'/' ;/fi~;(¡:>J~s se agregó 1/10' de V6i~~:~ 'de 

proteasa 1( ( 5 rng/~'l;' :rí. ~·,;i'Zdón amortigúadora A ;Pr~vi~~~ht:e, 
in·: u baja a 37 \; dur~n~~: :30 >m2ri l . 

men 

EDTA 

min. 

Luegc•. se agr'eg:.5 'i/:lo''de' volu:.. 

de RNAsa 

. . ·: ~-_; 

( 5 mg/ml, en sc;ltición amortiguad6ra E){ Tri~\ SO_• j1M,, 

2 mM pH 7.5}), prehervida a tiahof'lariaá.8QC{c!u:ranj:'ª;io 

ajustandc· a que llegue a una concentrac fón f.inal ··~~ •'o· .. i.- -a 
·.c.- ""-'·'·· ·,,_ .•'ce:> .. 

0.5 mg/ml. Posteriormente se incubo tóC!a la 'mezcla. a _37 e 

durante 60 min, se extrajo dos v~~~s;a Jem~~ra'tuJa ambiente con 

" dos vol amenes de fenol. se centrifugó a .,.·10 ;ooo rpm a 

rante 10 min. se tomó la fase acüos.á• con pipetas 

o 
4C 

Pasteur 

du-

de 

punta e:ncha y se repitió la extracc'ión.,~ Se centrifug(· y la 

fase acuosa se e:-:trajc· c·:•ff dos voió'fu~Ü~s';, de ··cloro forme·, seguida­

mente se •:entr i fugó, se tomó la f~~= :~cu~sa y se precipitó con 

d·:·s vc·lumenes de etanol frio, nias 1/25 de cloruro de se.die· 5 M 

v se dej6 toda la noche a -20 C. Después s~ centrifugó a 
o 

10,000 rpm a 4 e durante 10 min, se decantó el etanol y se secó 

el DNA durante 5 min. Posteriormente se resuspendió en solu-

ción amortiguadora TE (Tris- HCl 10 mM pH 8.0 y EDTA 1 mM pH 

8.0). 

·22 



das (4 ) .. 

:sario :segun Ü1 

eron calentando a 

13.- l:li!2rigg;~i~n 

ti-:ron a 

grosor en una 

tiene: acetato de 

3.72 g, Tris base 48.44_ 

a so V•:•l ti os a 

tinó con bromuro d-: 

desnaturalizó con 

0.5 M dej~ndolo 15 

ci~n una vez m~~-

Después se neutralizó M 

pH 7.0 d·~s vec-:s durante 15 min, cada vez: La transferencia del 

DNA al filtro de nitrocelulosa •• hizo de la siguiente manera se 

acomc•dó el gel sobre un puente de papel Whatman 3 MM, humedecido 

en solución SSC 6x (SSC 20x 175.2 gil de clor~ro de sodio mas 

88.2 g/l de citrato de sodio). Sobre el gel se coloco el filtro 

de nitrocelulosa humedecido en agua v encima otro pedazo de 

papel Whatman 3 MM del tamafto del filtro. Sobre esto se puso 

medio rollo de toallas Kleenex absorbentes y un peso encima de 
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aproximadamente_ O. 5 Kg, se dej·~ transferir durante 16 hrs a 

temperatura ambiente. 

hojaE de papel Whatman 

seguidamente se 

durante 2 hrs, 

dación se 

solución de 

zada, 2 .-5 

M, O .1 ml de 

ficoll, 0.02 

agua est4ril, 7.5 ml 

requerida para la hibridacipn, luego ¿-e mas 

de 10 min. pas6ndolo inm~diatamente a hielQ hast~"el momento de 

ahadirlo a la solución amortiguadora de hibrid~ción.], 
o 

luego 

se sellO la bolsa y se incubó a 42 C'düra~te-3 hrs, Seguida-

mente "~ c-:•rt-:. una esquina de la _bc·lsa y s·e agregó la sonda 

marcada radiactivamente y se dej6 la hibridación toda la noche 
o 

a 42 c. 

Al dia siguiente se cortó una esquina de la bolsa, se vertió 

la solución en una botella de desecho radiacti~o. A la bolsa se 

le ahadiO 25 ml de la solución formada por SSC 2x, SDS 0.13 a 

temperatura ambiente, para enjuagar y volver a desechar el 

liquide•. Luego se sacó el filtro y se puso en un volumen de 
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500 a 

dej~·-

más 

P·:·s~eri•.:irmente 

se mantuvo a -

pué: ct;;: 12 hrs. 

Se 

agua. envuelto: en papel 
·. 

de aluminio, a lc•s filtros 

e:tériles se colocaron sobre caja: de ~etri con medio de Luria, 
o 

Eobre el cual se parcharon ~as ~ol6nias. se incubó a 37 C 

aproximadamente 12 hrs. Al dia siguiente (Los filtros se pu:i-

eron sobre cajas de Petri con la solución respectiva, mas papel 

Whatman 2 MM corno soporte. cuidando de que no hubieran burbujas 

debajo) se lavaron los filtros con hidróxido de sodio 0.5 M y 

cloruro de S•:>dio 1. 5 M una vez durant~- S--rnin ¡:>a_ra __ desnaturalizar 
---"---=-.~:-C---_-,-'--:7-~.-~:=-;-c-,-

seguidamente se lavaron con Tri~ o;s~M ~~;~·ºy cloruro de sodio 

1. 5 M dos veces durante 5 min cada.ve~- para :neutralizar. Des­

pués se pusieron a s-acar los fil_tros de nitrocelulosa sobre 

ZS" 



papel 

EL>TA 

de sodio 

g/l, se ajust?• ei pH 

1 1 con agua, se ~steriliz6 

20 min, para quitar 

sobre papel Whatman, 

ciOn. 

Se preparo 60 ul ¡.il de 

agua estéril, se coloco todo en agua 

hierviendo durante 10 min para desnatur~liz~rlo, inmediatamente 

se puso en hielo en esp..,ra de su uso; La mezcla de prehibrida-

ciOn •• preparo con 3.75 ml de SSPE 20x, 7~5 ml de formamida 

[la formamida se desionizO con la resina de intercambio iónico 

AG 501-X8 fD) de BIO RAD, se agit6, se ajustó el pH a 7.0 y se 

filtr6 por papel Whatman 3 MM], 0.3 ml de Denhardts SOx Ficoll 

0.5 g. polyvinylpyrrolidona o.~ g, BSA 0.5 g, todo en so.o ml 

de agua, se filtro por "millipore", se guardó 
o 

en alicuotas de 6.0 ml a ~ 20 C), 0.45 ml d~ SDS 103, mas 2.9 

ml de agua estéril. Se puso' esta solución en una bolsa de 

plastico. luego lc•s filtros , después se anadió el DNA de 

esperma de salmOn, todo en un volumen final de 15 ml, se selló 
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C• 
la bolsa, se incub6 a 42 e durante 3 h·rs .. · Mientras tanto se 

preparó la 

mente 

England 

c~;,rt6 una 

sonda, 

la nc .. :he. 

tornaron 

·:iOn 

rnin 

agitación leve. 

a autorradiografia 

reveló. 

o 
:'...76 e, 

Se midiO la actividad total de la enzima mediante el ensayo 

de y -glutarnil transferasa. Los extractos se prepararon 

creciendo 10 ml de cultivo en medio NN con las fuentes de 

nitrOgeno adecuadas hasta un crecimiento de 80 UK, inmediata-

mente se anadiO 1 ml de CTAB a una concentraci~n de 1 mg/rnl, se 

agito durante 3 min en las mismas condiciones de crecimiento. 

Se enfriO inmediatamente en hielo, las células se centrifugaron 
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a 4 C. pos~eiiormente se•lavaron·una ve~ ~on cloruro de potasio 

al 

de 

de la 

La 

2 

MnCl 
2 

ADP 

CTAB 

L-glutamina 0.2 M 

6. 7s i ml 

0;150 nil 

'Jci\75::º · ml 

)}~6315 mi 
-' ... :-· 

Se a justó el pH a 7. 33 con• hidróx.ido de sodio :.,despUés se 

afc•r<~· a 8. 25 ml. se inc~~·a~~~ las muestras eri. u.n bai'io 
o 

a 37 C; 

se colocaron tres tubos d~vidrio de 13 x 100 por extracto, a 

todos los tubos se les puso 0.4 ml de la mezcla. Ai primer tubo 

se le a~adi6 1 rnl de reactivo para detener la reacción luego 

se agregó 0.1 ml del extracto, el segundo y el té~c~ro se incu-

baron con el extracto durante 5 min y 10 min respectivamente 

antes de detener la reacción. El reactivo para detener la 

reacción contiene 55 g/l de cloruro férrico hexahidratado, 20 

gil de tricloroacético y 21 ml/l de ácido clorhidrico. Los 

tubos se centrifugaron v se determinó la ·absorbancia del sobre-
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nadante 

miente• do:! 8(1 

rante 10 min, 

ción amortiguadora 

pH 7.6 

Se centrifugaron las células~y se resuspendieron en 1 ml de la 

solución amortiguadora usada p~ra lavar. Se puso el ml del ex-

tra·:to en un tubo "eppendorf" y este en un vaso de precipitado 

con hielo para sonicar a 50 Watts las células, tres veces du-

rante 10 seg y con intervalos de descanso de 30 seg, luego se 

centrifugo 25 seg a 11,000 rpm, se tomo el sobrenadante, se 

puso en frio e inmediatamente se determinó la actividad en­

zimética de GOGAT por medio de una cinética enzimática de 4 

min a 340 nm. manteniendo el extracto en hielo hasta el momento 

de la determinación. 

Se hicieron dos controles, ya que existen varias transamidasas 
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qu-:: utilizan glutamina y producen glutamat:· ·al catalizar' la 

transferencia del grupo amido de l.a glutamina.. Tambien se ;-:.nc•­

cen algunas transaminasas que útiliiah q -c-.,t.:;:giUtar~t·:· com·:> 

a.:eptor del :que resúl ta 
\ .. ' 

tambien en la 

C·:·ntrc·l-· .a - ceto pl 

Glutamina 5 mM .so so 

Tris-HCl 50 mM pH 7.6 50 so 

Agua cbp 675 

NADPH 0.25 mM 125 125 

Mezcla completa 

a -ceto glutarato 5 mM pH 7.0 50 

Glutamina S mM so 

Tris-HCl SO mM pH 7.6 so 

Agua cbp 67S 

NADPH 0.2S mM 12S 

se inició la reacción __ con 100 µl del extracto: 

Para GDH es el mismo procedimiento y se empl~a la misma mezcla 

de reacción, solamente que en vez del substratc• glutamina se 

utiliza cloruro de amonio 40 mM so µl. 

so 



17.-

Se 

crecer 

resuspendieron 

Mezcla de reacciOn: 

Trü- HCl •).1 M pH 7.6 ' 

a -cet·:>glutarat·:> O. 2 M pH 

CTAE 1 mg/ml 

Deoxicolato de sodio 125 ug/ml 1 .. ml 

Glutamina so mg/ml - 1 ml -

(preparar al momento). 

Poner cloruro de amonio 40 mM 1 ml, en vez de glutamina para el 

ensayo de GDH. 

Después de tener bien resuspendidas las células se incubaron 

a 2~ s durante 5 min, seguidamente se agregó a cada muestra 10 

µl de NADPH (6 mg/ml en Tris 0.1 M. se puede preparar anticipada-
º o 

mente, alicuotar v guardar a -20 CI. Luego se incubo a 37 e 

durante 15 min, posteriormente se tomo 5 pl de' cada muestra y se 

aplicaron sobre papel Whatman 3 MM, se dejaron secar a temperatu-

ra ambiente. Después bajo luz ultravioleta de onda larga se 
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·:-bservó si habla o no actividad erizimat1ca. viendc• la fluore­

scencia del NADPH .. Se pusieron ta~to ;el ; c6'ntr?L ; poú ti V•:> (no 

por ic, tanto hay ~S~i;;l~}cl 'eni.:i:mai::ic~S y.· 'é1 

negativo < si fluc•resce). pai-a·~~~·~;e;;;l~B~affia;c¡¿~¡;>qúe se busca. 

fluoresce. cc•ntrol 

~- - • ·,'._,· .. c.'.i_-< <_~-~.·- ':.·: 
.. 

' ' ' 

L•:rs ~xtractos se prepararon crec¡e~do 10 ml de cultivo en medio 

NN con las fuentes de nitr6gen~ adecuadas hasta un crecimiento 

de 80 UK, posteriormente el cultivo se enfriO 20 min en hielo. 

Despu~s se colocaron tres tubos. tiempo O, 15 min y 30 min. A 

todc·s los tubos de vidrio dEi-13 x 100 se les puso 

cultivo. mas 0.9 ml de la solución 

en hielo. 

Solución amortiguadora Z, 

NA HPO .9H O 
2 4 2 

NaH PO .H O 
2 

KC:l 

MgSO 7 H O 
4 2 

s-mercaptoetanol 

0.06 

" 
Se ajustó el pH a 7. o cc•n hidró,'.¡ido' de(sódio y se aforó a 

100 ml. 

de 

Se agregaron dos gotas de cloroformo, una gota de SOS 1.03, se 

agitó mecánicamente durante 10 seg. Se pasaron los tubos, a 
o 

un baho a 28 e, al tiempo o se le agregó 500 µl de carbonato 
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de sodio l M, al :tiempo;1s y 30 min se le ·agrego 20.0 )il de ONPG 
. ' ' '., ' "~.,,,·,j. 

Se prepara al mÓrn~n'to' 'cté usarse;, p~sand:'..'4.:.~g¿ri;1.: e_rr sC.lucion 

am.:.niguadora de .. f~sf~to~"o)~. Mc~~4j/~.·:~~;/ e~y~eÍ~~·~• ie~:;~a~el 
'.. . . ' ::e;;.·· ...... ._ ... J• - . ,: .:: . :·, - .. - ~\'. ..... ~ '' -

a1umino v se co1oc¿ en t'i1eié.i'.Y s.e "J~t~v~:·ia: re~~~i!-·n :·eº~· 200 µ1 

de carbonato de sodio l M :aélco~~;:J'.~s :{,,3·~; 'ni•{¡~". ;~~~~~fi~t·;~~;~~;:, 
luego se centrifugo a 4° e Jl·i;k~;t; ¡c§}m{~.( se> ~:t·~~~li.~@ ~i~ 

'";, •. --:>:-.o .. -.- - • ;:;:;~', .. ,.'•, 

actividad enzimática midiendo ·el 07riúfofen81 .· pí::odGcidcr~· a\' "420 
. '',_,.~\ --,.}:~{;>·'- .. 

nm. /:·:~~?: ·····" -:--"· 
~~---·:; ~ ) :·: :' ,/ .· :· ~-::·· 

19 . - .Q§~Sirn.:bm~.!.Qn g§ 12r2!§i!H 122r §1 tl:t:!QQQ g§ h2i:ü:Y: ú~l.:.. 

Se prepararon las siguientes soluciones: 

- Solución A para l litro 

NAOH 4 g 

Na CC> 20 g ·. 
3 

- Solución B para 100 ml 

Tartrato de sodio y po~asio 2 g 

- Solución e para 100 ml 

cuso . 5 HzO l g 
4 

o 
- Solución de BSA. 1 mg/ml, se alicuotea y se guarda a -20 C. 

- Solución mezcla. 

Solución A 98.0 ml 
Solución B 1.0 ml 
Solución e + 1.0 ml 

---------
100.0 ml 

3'3 



- SoluciOn Folin, 

Un~ diluciOn 1:3 •. an ~gua. 

a) Blanco : l ml d~~agua~destilada. 

Referencia: 100 

Muestra: 100 

bJ Se agregó 5 ml 

mente v se dejó 

e) Se agregaron 

vigorosamente v se 

proteina a 625 nm. 
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.· 
RESULTADCIS 

T:tbla 1 

AB1157 

CAG12072 

CAf'H215:3-

M)'. 0:'71 

M~~l245 

A < E:t:Q.::l§!~) • 
R 

A•.1t , Ms 
" . ib.'. 

MX614 slo§Z1::Tn5, Aut 

P IKL161 M MX970 
1 

+ 
M),:614 ;;i§!l]; 

F' (F'A:340l >': 
1 

+ s 
Gln . Aut , Lac , Ms 

MX985 infectada con Mudl--> Ap / 
+ + R 

Gln , Aut , Lac , Ms . 
R 

MX985 infectada con Mudl--) Ap I 
+ + R 

Gln , Aut , Lac , Ms 
R 

MX1206/pRSP21 --)Ap 
R 

-->AP 

R + R 
Crn /AL1t. , Ms 

R + s 
Crn / A•.1t , Ms 
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M>i.1247 
R R + R 

'-->Ap Crn /A•.it. , Ms 

M:••'.1248; •' ~1:~12(t6/pl?;Ot:'i3 R R .- R 
-·<>Ar:· ~;":= 1~ut:.:,r~s 

M~<1312 

·-· ';'-¡.·_ ··-:- .. · _;-

.. ;;_'." M~~_i 21"2/pC~OGi3 

~i,:~. 14 sgb: : Tn5, 
·.-.R-:.--

·.· •. ··_::::: ->~:> . .-, ..... ·• . _ R F: + 
mo 17:::/pRSF,·21 ''~~·;; :srn Sp·= /A•.it. 

M;•(tl;g¿~~~Ct;~~3 -· > Srn R sr: .. = F,: Te R I A•.lt. + 
__ R R 

M:X:E: 14.~>il!:E:i ·: .Q.- '-,. > Srn Sr:"= 
• · ... ••· . .-.--•· .. - + 

P crn c~>;~S-42'. ~< M>;9:::s selt; - -> 
R 

Ap 
l · ,__ 

-·~~~~e -.. 
P Crn <M:•020€0 l 

l 

F: 

+ F: 
p Crn<MX12431 X¡~X985 Se!!; --> Ap 

1 

P IPA340l x MX971 
l 

+ 
;;ir.·;:i§ [ A•.it l 

+ 
p IMX1302l X MX971 --; ªr.s§ [Aut 

1 
F: 

P <C:AG12153l x MH1302 --> T~ [Aut l 

P ( M)<;:::4:::) >;. 

1 

p ·<M~~~·E'lo2>:. ->~- .;;~~ir;~e>1. _ 
1 . 

----> 

.F: 
Kan· [Aut: 

F: 

F: 
P (CAl?;120721 x MX1267 --) Te 
. 1 

+ R 
P <MX1302l ~MX~176 --> l?;lu Kan 

1 

I-rer1e C:ast.af"ii:• 

Esté Trabaje, 

" . 



F1•;:1ur::. 6. Hibr ida1=i ór1 t.'ipc• [.1NA-DNA 
no se encontrabá e~ ~1~ª· 

Pares 
Bases 

21,227-

5149-
4973-
4269-
3530-

2027-
1904-
1594-

1375-

947-
821-

564-

.. ~ 
~ .. 
N N 

~ ~ 

~ 1 

MX1266 Porta la mutación gJ,j;: :Mudl 

,;: 
§S 
~~ 

MX1267 Porta la mutaci6n gJ.f::~~z: : Mucti. 

MX1268 Porta la mutación gJ,J:..;...;..m.b!f!l 

MX614 Control positivo ( gJ.tfü2[) 

PA340 Control negativo ( llgHfü2El 
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Figura 3A Curvas de crecimiento en amonio 15 mM como 
única fuente de nitr6geno en cepas que contienen la 
mutaci6n glt: :Mudl 

O MX614 
e MX902 
• MX1206 
l!. MX1242 
[J MX1243 
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Figura 3R Curvas de crecimiento en arginina como ún!_ 
ca fuente de nitr6geno en cepas que contienen la mu­
taci6n .!\!.!.: :Mud 1 

O MX614 

e MX902 

ti. MX1206 

[J MX1242 

• MX1243 

(horas) 



Figura 4A Curvas de crecimiento en amonio 15 mM como Figura 4B Curvas de crecimiento en arginina como ún_i 
única fuente de nitr6geno en cepas que contienen la ca fuente de nitr6geno en cepas que contienen la mu-
mutaci6n glt::Mudl complementadas con pGOG3 taci6n .s.!.!:.: :Mudl complementadas con pGOG3 

~ 

100 ~ 100 ~ 80 
1- 80 

1- 60 1- 60 O MX614 1- w • MX614/pt:OG3 

r 
w 40 ..J O MX1248 
..J ~ 40 C MXl249 
:11:: en IC ~U 1250 
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~ g 
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frl • MX12SO E 2 
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Figura SA Curvas de crecimiento en amonio 15 mN como 
única fuente de nitrógeno en cepas que contienen la 
mutad.Ón Ji.!.!:..::Mudl complementadas con pRSP21 

t- 100 
ti 80 

~ 60 

"' 40 LLI 
e 
¡§ 
z 
:::> 
z 
IAJ 
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IAJ 
~ 

frl 
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1 
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TIEMPO 

o MX614 

• MX90'2 

"' MX1245 
a MX1246 

• MX1247 
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(horas) 

Figura SB Curvas de crecimiento en arginina como ún.!_ 
ca fuente de nitrógeno en cepas que contienen la mu­
taci6n fil: :Mudl complementadas con pRSP21 
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b~ Segreg~ción d~ la 

F'·:•:=:t.er1 1:1rrnet~1t.e, las. 

de Mlldl en el cromosoma de la~ 

llevb a ~abo como ~e Mllestra en 

baJa v para de~cartar la posibilidad 

en ~l:t;.~ se hizc, tlr1B hibt-ida;=ión-6NA~r:iNA·~: 

Fi9tl.~-a 6. 

.44 



RECEF'TOF: SELECCION FENOTIPO . TF:ANSDUCTANTE 

- - - - ------ - -- ----- - - - - -- - ----·- - -- ....: ._ ~ ._ ~--._ · .. ::..:. - ..: -- ~--..: - __ ....: -- ...: - ....: -- ..:.. -- - - - -
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·. 

R + 
M:X:614/pRSF'~1· :--'>· Crn~·/Aut. 

R"· ··'R: + 
MX1178/pRSF'21'~->Srn Spc /AY~ 

R F: R + 
M:":ll 7•3/pGOt?;::< --> Srn Sp•= Te /Aut .: 

R + 
MX1302/pRSF'21 --> Cm /AY~ 

M)(l245, M:•,124E0 , M:•H247; ~l>a':24:::,.:f ~l:,,:{24•;i.; M:•U25ü, - . . ··.<,.: ·.· ·'.·:·"·,'.·' 
:.1:•n transfc1rrna1=i,:1ne: 1je ·=epas •=,:•n plé.srñídc:1=: .... : ·si.~:-ti'~~rneró r1•:1 se 

'', ;:.:. : / 

carnbi ó para ne• al t.et"ar t.t·at1aj•:1s er1 lcis_ cL~c:t.res.·:.va.~·'est.at_·,; :-r~·,;i(st.ra-

Pl~smido: Genotipo o fenotipo relevante 

pl~OG:3 

pRSF'21 

·:t l t: : íl 

pBR322::R F'st.!~!iE -->Te 
1 

+ + + R 
·~LU'._['._E_ - - > Cm 

.. . 

R 

Subunidad pesada d~ ~O~~T-.c~~-·el ca-

Fragmento flanque~do por multiples 

sitio: de re:tr·icci6n ( Eco Rl, Smal, 

Bam Hl, H1nd IIIl, gue codifica para 

la resistencia de espectinomicina 

(Spc) y estreptomicina CSm). 

37 



cepa con fenotipo Aut 

también podemos ver a 

(pl~sm1do q1.Je lleva 

·41.~e l lev:i el ·:iene ~lt-E>. Esta;: 1=ornplerner1ta.c:i.:•r~~s 
+ 

saber si el fer1otipo Aut se restablecia por l.a-
+ + + 

;i.!!;-1ª_Q_E_ y pot· la pro:sen•=i a del pt·•:•duct.o::• de ::i.!1.f. Se Observa 

'=lararner1t.e ·:¡ue •=1.~andc1 la M~<:l 17f: e~ t.rar1sfc•rrn~da F••:•r F•RS~'-21 se 
+ ---=-+------,-;'-O---'-::-:· 

c1:1nv i erte a Ai.~t y qi_~e F·l:.i(ll:.13 r1c1 c1:1rnp 1 ernent.a e 1 f et-i•:•t i PC• Ai..~t 

En la figura 3A, se presentan los resultados del crecimient6 de 

las tres cepas con inse~ciohes de Mudl aisladas por 



respectivamente. 

En la figura 3B se 

crecidas en argin1na 

e~ A1Jt intermedio. Cabe 

er1 caja 

En la figura 4A, observamos 

Mudl complement.adas con pGOG3-

de estas curvas de 

eticuent.r·a et1 pGOG3) _no complementa 

En la fig~~ra 5A se presentari a 

complement.ad~E por· el PRSP21 crecidas 

le~ misma~ cepas crecida~ en arginin~, 
+-

le<. M:,,:1245 y la M:,0247 s.:•n A•.~t 

39 
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Figura 2A. Curvas de crecimiento en amonio 15 mM y ar­
ginina como única fuente de nitrógeno. 
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Figura 2B Curvas de crecimiento en amonio 15 mM y ar­
ginina como Única fuente de nitrógeno de cepas que 
contienen la mutación gltB::íl complementadas con pRSP21 
y pGOG3 

100¡ Y MX1178 Nlli, 
80 • MXl 178 Arg 
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En est.a hibridación se 1..1só ·=,:•rno rncir1it.1:1r 1..1r1 f'.._~~r~e~~.;..:.i;·--,~-H~~a __ I· -

Hpa I <:3. 3 f<.b> de: ::i:!l:!;;!;c,, ve:t', Fi·:iw·a 9.'' 

diferentes fu~ntes de nit.róger10. Los r~2ultadoi se observan en 

la Tabla ::;:. 

" '• 

.· 

47. 



__________________ ..:..::.:...::.:...:..._-.:.. _____ ~,:...-;;_ _______ ,:...,:... _____ . ______________________ _ 
¡• 

e.) Las actividades de fiO•~AT estar1 e>~pt-esadas en nrnol de NADF'H 
r:•>::i1:la1j1:• P•:•r rnir1 p1:1t- rn•; de F•r1:1teina; las de GS en r-irn•:•l de Y -
9lutarnil-~1idroxarnato formado por rnit1 por rng de prot~ina. 

t,) NH 
4 

+ 
15 mM, significa que los Cl~ltivos se crecieron a 

conce11t.rac1ón como fuente de nitrógeno. 

esta 

e> Gin significa crecimiento en L-gll~tarn1na 1 rng/rnl como fllente 
de ni t. r 1~:::i·;1eni:1. 
d) Aut significa crecimiento en L-arginina 0.2X como concentra­
ción final como fuente de nitrógeno. 

+ = Ct-e•=imientc1 después de 10 hrs de_ in~;•"..lJ:.!_ª'==~~~1 en rnedic1 

liquido a 37 C con agitación. 
- = Ne• crecirnierrt:.c1 desp1_les de 10 hrs. de·. it_ii=üa.baCión erl medie• 

liquido a 37 C cot·1 agitación. 
+ 

e> Los valores en NH 
4 

y L-gluta~in~ son el promedio ~e dos 

determinacione~ y en glut~rnico es el de una determinación. 

48 
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•:le la_ GS. 

glutamina, pr~s~ntan 

completamente reprimida, 

Aut in-

se seleccionó esta mutante para .estudiarl~ con mas 

detalle~ aur~que no se descartaron por c6mpl.et~ las otras dne 

-R 
1.~r1c1 er1 ial rni_t~1 €.:=:. 75 -~'- el c•t.rc• en -e1 -mrr,- 7-0; se'lec•=icir1ando Te . 

Est .. :•s datos los observamos en la Tabla 4 y Fi9u~.a 7. Los resul-

el min 66.76. Este dato ar=·oya el re~1.~lt.adc· c1bt.er1idc1 ·er1 la hibri-

49 
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se 1 ec•= i_1:1r1a-d•:1s er1 1 ós rn in 

MX1266 no permitió 

Cot1 el objeto de cot1ocet· si la ~epa M)<1310 CTabla 4) recuperaba Ev 

actividad de GOGAT al ~•r recombinada por la región del TnlO 

de la CAG12072, se le determ1n6 est.a enzima 

exceso y en glutamina. En la Tabla. 5 se obset·va como resultado 

,. 

so 



Tabla 4 Mape1:1 F•i:1t· tr at-·1~-dL~c1= i óh -de,', l é\ 

1=i:•r1 réSF•e1=t.·~· a : : Tt~~-i"·i ,r~ir1 ¿'._:~,:~ 75~ €.Ú::.·;!~-.. rn1n 

+ R 
-ª.!:;3~1 Ap 

F: 
AP A•.it. 

+ F: 
~nü26:::: M::< 0371 ~!:9_~ Ap (1 

. R + 
CAG1215:3 M:,a267 T•= Ali t. (1 

+ 

( (1/1 (10) 

((1/2(1(1)' 

a) Aut y Aut ~ign1fican crecimiento y no crecimi~nto, respec-
ti\·arner1te, en L-ar9inir1:.. 0.2 /; 1=c1rn1:1 ft~ent.e de nit.ró-·:ienó. 

F: 
b) Te significa crecimiento en 100 ~g/ml de tetracicliha. 

R 
e) Ap s1gn1fica cr~c1m1ento en 100 ~g/ml de ampicili~a. 
d) Estos experimet1tos se t·ealizar·on por duplic~d6 
e) El n~mero de cepa entre paréntesis, es el asi~n~do a la 
trat1sductante aislada y purificada. 



Fi·:11.,ra 7 MaF·a d~ leo. r~·;ibr1 er1 dón_de,,·::..,e._ en•=t.ler1t.ra la rnl,t-cv=i·~•r1 
·"!lt:.;:;.;:;_z: : M•.Hj 1 de ~,_ o;2ll. 

Mapa elaborado seg~n los 

~ ~ ~ ~ ~ t..;: 
66 67 68 : : 69 

66.76 68.75 "IG 70 
1/IBDF .. 0% 

E 0% 
( 1.99) 0.5% 

a) El rr~mero entre paréntesis indica· la "distancia en min, 
seg~ln el arreglo de Wu (33). 
b) Los porcentajes son la frecuencia de· ¿otransducci6n entre los 
rnarcadi:1res. 
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Tabl~ 5 

MX614 

MX1310 

al Todos los 

que los._de ·la 

mismos 

53 



P CCAG12Ct72l x M:":1267 
1 

galactosidas~ no se observaba 

specto al contr·ol MX1267. y 1 c-. 

permitió estl~dios poster~~res. 

Se hicierot1 experimentos 

encontr·ar un~ respuest~ a 

secuenciac16n. Este• es para poder 

de: 

Una de las razones fundamentales por las cuales a~n no 5e ha 

podido clonar el gene silvestre correspondiente a 

es la dificultad de selección, ya que es fécil 

encontrar complementación con plésmidos conteniendo el 

54 



+ + + 

:=1!~-~-E- d.;b id•:• a- -su e::q:::•r e? i1!1t·1 rntt 1 t. i •=•=•F' i a ·:¡•.~e .. r1•:i parece 

y 

glut~m1co; p~ro en 9lut~m1na 

·, 
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Tabla 6 Actividad et1zim~t1ca de ~~galact6~i~a~a ~e las ~epas 
M~·=:l:.307 y M~·=:1:30·3, en dif8-ret.·1t.es f1Aet1t.es do: 1·1it.ró·~er1•:•. 

--------------------------------------~----------~--------------

Significa que no 

NH 
4 

Act i vi da•:I 

+ 
1SmM NH 

4 

+ 
O.SnM Gln 

Si,) T1:idi:•E l•:tS sirnt:11:1lC1S 1 . .p:.iliza1j1:1s en ~=:t:~ Tabla"-· s,:.-t~1°.-f1'.:1s~- rnisrn1:1s 
que los de la Tabla 3. 

.· 
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Maest.1· i«l, 

l 8. F'A340 
+ 

M)<:'?71 <~E11 , ~.t:~§ 
+ 

ArgG y ent.re éstas 

transductantes s~lecc1onad~s, 

en colonia ut1liz~ndo 

De las transductar1tes 

la sc•nda 

prcobadcw de DNA del ·:iene :;il!;-1ª. 

ya perfectament~ 

hibridar · posit.ivament.e con el 

El porcentaje de cotransdu~ción 

con ªrs~ ~s parecido al que se report6 anteriormente por Pahel 

Zelenet.z y Tyler 124). 

tantes Aut (6.0%) heredó una mutación, que confiere el fenotipo 

57 



Allt pero que hibrid6 positivamente 

por la t.écnica en colonia. 

posibilidad de que dicha 

rnap~ rn~s al 1 a de §1::9§ y -,:te! 

mutaciones ltidependientement~~ 

tr-at1sdl,cir de nuevo la cepa MX971~ para 
+ 

1j1_,,=tar1te~ Ar91:i e>~isten i:• 1·11:> y er1 ·:¡1.,é 
+ 

Determit1ac1one~ er1zimé~ic~s de GOGAT d~mostraron que cepas que 

veces gue la de la cepa silvestre. 

Con el objeto de reproducir la segregación de la mutación 

F' 
1 

s~ repitit• la transducción: 
+ 

MX971 ---> Arg !Aut l 

la mutaciOn regulatoria se hizo lo siguiente (Figura 8): 

58 



A B 

- .. 
_, - r - ~ ---- - ... -....- --- -- -- • -- -... - -. .. ... • -!'-" ... .. --- 1 - ·- • ¡ 

MX614 ,• PA340 MX614 PA34(: 

En la hibridaci6n en col6nia se ~tilizó el fragmento Hpa I 

Se tomaror1 tres posibles positivas y tres negativas a 9li~~ los 

controles se encuet1tran en el margen it1fet·ior de la Figur~ 8~ a 

la izq1Jierda se encuentra el control positivo MX614 y a la 

derecha el control negativo PA340~ para cada panel. 

59 
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Cm' 
SmaI SmaI 

pRSP2'1 

qzzzzzza 

Fig•.u-a 9. Mapa del plasrnid•:• pRSF'21. 
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actividad de GOGAT, para seleccion~r Cl~antitativ~mente ·c~al era 

la ~$i:.on d<1tc•: fo;6b$~r0a;n.~•='·en ··la Tc.b l c. 

7. 
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la~ ::¿.0::1:; trar1~·j'-~·=tant.es Aqt ,t."reS· 1::e1=·as p1:1sit.ivei.~ y las 
1=epa:;:. ne·~at.ivs.s a hibridaciór1· c•:·~·(:fa'·.sonda de 9li-ª de 
cruza P IPA340! x MX971. 

1 

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - :- -,-; 7" ~-~'"':'"- - -:-.-.- - - - - - - - - -: - - - - - - - - - - - - - -

C:eF·O 

~n,:i:.14 

T r C1n:.d1.~~ 
t.ar1t.e 1 

2 
3 
4 
5 
;:. 

C•:>n la .sonda 

+ 

+ 
+ 
+ 

·~!.t~. 

. . 

A;=~.{~ida•:J Er1zirnati·=a 
GCIGAT 

.70 .+ 

·. 

----------------------------------------------------------------:,_'.:_. '· .. ;>·:.:.· . - ' -~ .... -: ·· .. ;_-.:_ : ... -· -

fod•:•s 1 -=·= : i rnbo:• 1 o:•s •.it. i 1 i za•:J•;~ ~1·1 Li::c, Tabla~ &11 •lc•s 
los de la Tabla 3. 
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i::•t~obab l ~merite 

PA'.340. 

C;OGAT, 

d<= la 

activador positivo~ 

mult1copi~ s~ ~xpre~ara corno 

la MX614/pRSP21. La cepa silvestre 

tiene une actividad de GOGAT de 747 (Tabla 8); este nivel se debe 
+ + + 

multicopia g11aQf en el pRSP21: por •sta razón se ve aumentada 

la actividad de GOGAT diez veces mas con respecto a la cepa 

MX614 sin transformar. La PA340, tiene una deleciOn en el cromo-

soma de gl!ªQf y la mutación que afecta la expresión del 
+ + + 

operón .51.ULQ_.f_: su actividad en este caso es de cero, pero 

transformada con pRSP21 tiene una actividad de GOGAT basal de so. 



+ 
[Tanto de las tres cepas g11ª y las tres depas g11ª transfor-

macias con pRSP21, se esperaba una diferencia entre 'sus activi-

dades de GOGAT. Debido a que las que hubieran heredado la muta-

e ion regulatc·ria, g1J;fü?f J y al estar transformadas con pRSP21 se 

esperaba una actividad de GOGAT menor a la de MX614/pRSP21; pero 

igual o mayor a la de PA340/pRSP21. 
+ + + 

LS! e>~F·res i ón basa 1 de GOGAT aF•art-i t- de 50 Ct:•F=·i a::. de ~l!-~_Q_E_ 

~er·ia muy similar a la de 51 copias]. Las actividade~ de GOGAT 

fuer·on it1ter·media~ y como tales, t10 es Posible asignarles 9 las 

tantes i~ 2 y 3~ l'n car~cter de regulador positivo definitivo. 

·, 

64 



T~bl:.. ::;: Tt-ans f1:1rrna.•=1 ór1 •:fe 1 c..s ·t.r::.s :''.=:eF'.·~~·.;=1.:t..~'. ·=1:in ¡=.RSF'21 y 
det.errn1naciót-1 de le.. ai=t.ivid~.d er1zirnát.i1=a.·:de(;.·6lJCiAT. 

CeF•aE" 

PA'340/pRSP21 

T r ans1:fu•=tant.e /pRSP21 

T r ansdu1=t.ar1t.e .:. /pRSP21 

T t- :tr1sd1.,ct.ar1t.e: 3 /pR~:P21 

T r- ei.nsd1.,•=t..ant.e: 4 /pRSP21 

T r ar1s•:l•.,,=t.ant.e 5 /pRSF'21 

T r ar1s1:f1_,,=t.ant.e ¿. /pRSF'21 

q~,e los de la l"abla 3. 

Hibridaciór1 

•=c•n el F·r•:•b~­
d•:•r de r.•NA de 
..:!lH! 

+ 

+ 

+ 

+ 

65 

Aciividad·enzi~~tic~ 
GiOGAT 

NH 
4 

+ 

747 

51 

470 

·.5:34 

_ :30:::: 

1'5 mM 



el 

-=.fa· t~-~i::e~·t.;:ir a:::j.;1'.;~:-117é.~ -~ (C2v::t.af'k1 

;j,~¡: rnUi;.a··~l(:or:is ls ·~·;!G:.1 l •:"=~ l 1 z °''j;¡, en 
, _.,'. ,:J::·. . ._ -· :: .. 

~ • "'in :::i::.; 6 cleí' ;;;,.:•rnq:;.;~=-<¡:34): ~Y1 ~· 1nse1:·;:ió;', :3H:~ns·, , n ·:iu-= 
1 nt e r r--l~rnpe ·-gerie :-~-,i-~;~::::<~-¡:¡: :;"{;i~.-~'i~:-~);~,:'.~_tf~Qf-~, Et-~f.!t~-~-~; 1 as.. t:r ar1sdu·=-

; 

~;.: 

de . __ -1 ~-:i_-~.:-::.;:~~~~:~~;-~ .. j·i:~·;;~::a-~:1t«€i~ 3~:-_ c~:~'~'e ~~) ~ ~~, _-?,~~re_--,-~_l) rO_i nsr ~r1 

06 



binantes her·eda~ o 

rnerrf:.e < Te,t:.l a '5'). 

~r-~nsd1.1c~1ones no hubieron 

F in2lrnent.e~ se 

6.7 



Tat•l a ·:i 

Trar1sd1.~1= 

t.ar1to:: :3 

a= N~mero asignado a 

68 



Tabla 10 [:iet.~rrnir1a1=iór1 de la a•=t.ividetd Err.zirné.t.ica de GCIGAT a 
cer:•as ·=11.Je c 1:1rit.ier1er1 l•:is •:ier1es ·~lt§Qf.:o en. él .9.;:h1::irna :si lve~tr~ d·~ 
MX1176 <MX1312, dE la Tabla 9). 

.. . 

ActiVidad Enzim~tica 

. 1::;01:1AT 
+ 

NH 15 rnM 
4 

61) 

72 

· . 

8.) Lc•s sirnb•:1l1::is 1..rt:.i 1 izad1:1s er1 est.a Tabla. s1:ir1· l•:is rnisrnos, .::¡r.,e: lc•s 

69 



Eh la 

rnt~t.ac i ón 

son altas cot1stitutivas para la sinte2is de _as. 

Se realizaron exper·imentos poi- transducción con P pare local·-
1 

_-o·c-'.",- -~-0::?-~-: =- ~)_---·=.-=:' 

la Tabla 12. Ci:·rni:• se ób'.?_~l'.'-~-~~;_'·-' :·est:a rn•At.ei.-

en;=tie;:,~,r:'~: ~t~1 ~¿/~•i :. rofn .· .· 6·~. 
rnat·;::a:~:;;:~i ·~~. ;~:i~ie~~n\ acc•rn•:•-

" >'./, ·:;;!:; r.~ : 

la Tabla 12, l CtS 

rn1.1y 
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Tabla 11 Car·acterizaci6n. d~ l~~ actividad :e~z1m~tica-·de i·~ GS 
Y GOGAT de l :-e M>~l :302, er1 1:t(fer_ant.e·i~'· _fi_~et·,~t.e=--- .. ':;i_e- rri-t~_r ó·;en1:1·. 

Cepa 
1;;1n 

+ 1~S 
NH4 NH4 

- - - - - - - - - .(15.Jlt.l)_ (Q • .S!!i!!l ___ - - ---- ~ ~- _:::i~fl~llt-!Jl.9~5.iiffi __ - -

·= d 
M:,,:614 161 1370 1190 14~;0 70 

d d 
M),:1 :302 :=:·:r '?20 3'.36 4''14 o 

Todos loE simbolos utilizados en 
los d~ la Tabl& 3. 
NH o. 5 rnM si ·:wii f i '=ª ·=11-~e 1 CtS '='-~ l t.'i vi:1.~ 

4 .. 
concent.ra~ión de amonio como fuente 
e> Promedio de tres repeticior1es. 
d) Promedio de do~ repeticiones. 
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Tabla 

·;;! H:'ª-:.;;;;:;:, 
min 70.0 

a:: 
t.arrt.e 

72 



Fig•.Jra 10 Mapa de l& t·egibn en dohde ~e encu~ntra l~ mutaciót1 
~li§=~~ª de ~~ ~2!!, elabot~ado' seg1~n los dato~ de la Tabla 12 

~ a -~ 

" 
::. 

71 11in 68 .. 
68.75 tl,#6 1/IG-221 

¡1180F I-I 96.25% (0.07 •i•) 

33.93" (1.52 •it) 

t--;-- 31.00" ( 1.31 •i•) 
.. 

~> Los n6mero~ et1tre paréntesis indican - la- distancia--en -miri 

b) Los porcentajes son la frecuencia de cotran~ducción entre los 
rnar,=ad•:•res. 

La rn1..Ji:.a•=i·~•r1 1jen•:•rninada ~1.1§.:~6§.: se er1•=t~entra'- entre el 1rnir1 

70.07 y70.3:::: 
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rnut a1= i·ót·1 -:iil-.t..:~;;.?.;::-M_1j!~ l ': 1 =-
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·:.:i l •.lt.arn i r1s... 
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·. 
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