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RESUMEN 

. '/· 

En esta tesis se presenta un rnapeo de restricción del plásmi 

do pELG 9 el cual contiene completo al gen para la subunidad pesada de -

la enzima GOGAT de Escherichia coli. Se demuestra que los genes para las 

dos subunidades de esta enzima se transcriben en el mismo sentido a par-

tir de promotores distintos precediendo el de la subunidad pesada al de 

la ligera. Se restringe la localización del promotor de la subunidad --

pesada a una región menor a 500 pares de bases. En la discusión se plan 

tean enfoques experimentales para el análisis de la regulación del siste 

rna de GOGAT. 

. ' .. ';. 



INTRODUCCION : 

En la atmósfera se encuentran grandes cantidades de nitrógeno molecu­

lar ( aprox. 78% ); es un compuesto inerte que solamente puede ser usado por 

algunos microorganismos corno son las bacterias fijadoras de nitrógeno y al­

gunas algas verde-azul. Por esta razón la gran mayoría de los organismos 

vivientes obtienen el nitrógeno en forma combinada como amonio, nitritos, ni­

tratos y aún compuestos más complejos como son los aminoácidos (1 ). En es­

te contexto se pueden reconocer dos procesos importantes en el metabolismo 

del nitróge~110: 

1) La asimilación de este elemento a partir. de los compuestos disponi-­

bles en el medio en donde la forma de asimilación dependerá del organismo e~ 

cuestión y 

2) Su utilización en la biosíntesis de los compuestos nitrogenados necesa 

ríos para la supervivencia de ese organismo. 

Desde hace ya algunos años se reconocieron a los aminoácidos glutamato 

yglutamina como fundamentales en la asimilación y biosíntesis de compuestos 

nitrogenados, ya que actúan como donadores de nitrógeno en las reacciones 

biosintéticas. Al glutamato se le reconoce como donador primario del gru­

po amino para la síntesis de aminoácidos principalmente por la via de la 

transaminación, en cuanto a la glutamina se sabe que puede donar su grupo 

.amido para la biosíntesis de aminoácidos, purinas~ pirimidinas, arriinoazú­

cares y otros compuestos. 



En los procariotes es donde más se ha profundizado en e.l estudio de la 

formación de estos dos aminoácidos y en la distribución del nitrógeno en la 

célula a partir de ellos. Por lo tanto, en el caso que ahora nos ocupa, tra-

taremos esencialmente de la formación de glutamato y glutamina en las bac-

terias entéricas en general. Se sabe que las enterobacterias utilizan glucosa 

como fuente de carbono y amonio como fuente de nitrógeno, para crecer en 

un medio mínimo. En estas condiciones, el metabolismo intermediario fun-

ciona principalmente con los grupos nitrogenados que provienen de glutamato 

y de glutamina. La formación de glutamato procede esencialmente por 3 vi-

as, dependiendo de la forma en las que se encuentren los átomos de carbono 

y nitrógeno en el medio; estas vías son: 

1) La que utiliza 2-oxoglutarato en reacciones enzimáticas diferentes de 

la transaminación como son: 

a) A partir de amonio y 2-oxog1utarato, reacci6n catalizada por la en­

+ 
zima deshidrogenasa glutámica ( L- glutamato: .iNADP óxido reductasa; ECl. 

4 • l. 4 • ) ( GD H ) • 

La reacción catalizada es: 
o 

NADP H + H+ NADP+ 
. '---- GD H...--/' 

2-0XOGLUTARATO + NH4 + L-GLUTAMATO + H20 

2. 



b) A partir de 2-oxoglutarato y L-glutarnina, reacción catalizada por 

la enzima glutamato sintasa ( L-glutamato: 'NADP+ óxido reductasa, EC 1. 

4.13.) ( GOGAT) en forma acoplada con la reacción dependiente de ATP que 

es catalizada por la enzima glutamino sintetasa. La reacción catalizada por 

la GOGA T es la siguiente: 

+ 
NADPH + H 

GOGAT 
2-0XOGLUTARATO + L-GLUTAMINA ----

+ 
NADP 

2 L-GLUTAMATO + H20 

2) A partir de 2-oxoglutarato y los grupos amino de otros aminoácidos 

por transaminación; la reacción general es: 

R-CHNH2-COOH 

(aminoácido) 

+ 

COOH-CO- CH2-cH2 -COOH 

(2-oxoglutarato) 

R-CO-COOH 

(<·'--c etoác ido) 

+ 

COOH-CHNH2-CH2-CH2 ' ~. 
COOH 

(L-glutamato) 

3) A partir de átomos de carbono y de nitrógeno derivados de la degrada-

ci6n de otros aminoácidos. 

En otros microorganismos se han observado también reacciones cataliza-

das por deshidrogenasas glutámicas pero que utilizan NADH y éstas parecen 

estar involucradas en procesos catabólicos ( desaminación oxidativa) míen-

tras qu.,e las enzimas dependientes de NADPH realizan 1prinéipalmente la fun-

3. 



4. 

ción biosintética ( aminación reductiva) del glutamato. En las enterobacte-

rias se ha descrito solamente la GDH biosintética. 

La formación de glutamina se realiza por una sola vía mediante la reac-· 

ción catalizada por la enzima glutamino sintetasa ( L-glutamato: amonio-li-

gasa, EC6.3.l.2.) ( GS ). La información que se tiene sobre esta enzima 

es muy amplia y se sabe que está sujeta a vad.as formas de regulación lo que 

implica un riguroso control celular sobre la concentración y actividad de la 

GS. La reacción que cataliza es la siguiente (2): 

ATP ADP +Pi 

L":"GLUTAMATO + NH4 + 
GS 

L-GLUTAMINA 

En la figura 1 se esquemci.tizan las formas de incorporación del amonio a 

moléculas orgánicas y las tres principales vías de formación del glutamato 

. 
para llegar a la biosintesis de glutamina. 

Puede observarse que la asimilación de amonio y su utilización para la 

formación de glutamato en las enterobacterias está controlada por las tres en 

zimas antes mencionadas: GDH, GOGAT y GS y la relación entre ellas se 

esquematiza en la figura 2. 

De las enzimas mencionadas anteriormente, trataremos en particular 

de la glutamato sintasa (GOGAT) ya que este trabajo :versa sobre la caracte-

rización de los genes que codifican para las dos subunidades que componen 

la GOGAT de Escherichia coli K-12 • 

. ' ~; " ': . 



Ha sido descrito por varios autores que el mecanismo primario para la 

síntesis de aminoácidos a partir de amonio y metabolitos intermedios, es 

realizado por la GDH; o bien, en aquellos organismos que carecen de esta 

enzima, por algµnas deshidrogenasas de aminoácidos análogas como la alani 

no deshidrogenasa. Sin embargo, Tempest y colaboradores (3), realizaron 

observaciones que apuntaban hacia una vía alternativa de la asimilación del 

amonio en las bacterias. Estas observaciones son las siguientes: a) mutan­

tes de Bacillus subtilis que habían perdido tanto alanino deshidrogenasa co­

mo la deshidrogenasa glutámica eran aún capaces de asimilar amonio y cre­

cer en medio mínimo. b) la síntesis de deshidrogenasa glutámica en Kleb­

siella aerogenes podía ser reprimida casi totalmente sin afectar la capacidad 

de estos microorganismos de asimilar amonio y crecer en medio mínimo. 

Una investigación detallada de este hecho reveló la existencia de una e!!. 

zima que utilizaba glutamina para sintetizar glutamato y que era desconoci­

da hasta entonces. 

Se estableció claramente que la síntesis de glutamato, en cultivos de 

Klebsiella aerogenes limitados de amonio, podía efectuarse por un proceso 

que involucraba dos etapas; primero la síntesis de glutamina donde se utiliza 

una molécula de ATP y luego la transferencia reductiva del grupo amido a 

la posición 2 de 2-oxoglutarato, formándose as1 dos moléculas de glutamato, 

en esta reacción se consume NADPH'. 

De esta manera las reacciones de formación de glutamato vía glutamina 

y la reacción catalizada por la GDH, son casi idénticas con la excepción del 

5. 



gasto de una molécula de ATP; las reacciones correspondientes se pueden ob 

servar en la figura 3. 

·Actualmente se reconoce que la reacción 1 de la formación de glutamato 

por la vía GS-GOGAT está catalizada por la glutamino sintetasa y que la 

reacción 2 es catalizada por la glutamato sintasa. 

Tempest y col. (3) realizaron· un estudio del contenido y distribución de 

GOGAT y GDH en varias especies de bacterias y levaduras encontrando que, 

mientras la GDH estaba ampliamente distribuída,, la formación de glutamato 

por la GOGAT solo se manifestó en los procariotes. Esto incluye a los orga 

nismos .(ijadores de nitrógeno, varias especies de algas azul-verdes, algunos 

anaerobios, bacterias termofílicas y criofilicas. 

En el casode.los microorganismos fijadores de nitrógeno se conoce que 

el amonio el el producto primario del proceso de fijación y que este metabo­

lito es un potente inhibidor y posible represor de la nitrogenasa, entonces 

para que los organismos continúen fijando el nitr6geno debe existir algún me 

canismo para eliminar efbienternente el amonio tan pronto corno es formado. 

Algunos autores han planteado la posibilidad de que la . GOGA T, presente en 

estos organismos funcione inicialmente para eliminar el amonio que se es­

tá formando (4). 

6. 

Por otro lado, recientemente se ha reportado la presencia de GOGAT en·-·:-­

ciertos organismos eucariotes tales como E'chizosaccharomyces y Neurospora 

crassa (1 7). En las plantas se sabe que las dos enzimas importantes para Ja 

síntesis de glutamina y para la transferencia de su nitr6geno amido a otros 



aminoácidos son la glutamino sintetasa y la glutamato sintasa respectivamen­

te. Estas dos enzimas se han aislado, encontrándose a la glutamino sintetasa 

tanto en el citosol corno en los plástidos, a diferencia de la glutamato sintasa 

que sólo está presente en los plástidos (17). 

7. 

Los estudios bioqímicos acerca de la GOGAT de Escherichia coli. son amp 

lios y han sido realizados por varios autores { 5-7). a partir de la purificación 

a homogeneidad de la enzima. La Comisión de Enzimas de la Unión Internacio­

nal de Bioquímica estuvo de acuerdo con el nombre de glutamato sintasa ya que 

la enzima cataliza la síntesis de glutamato pero no utiliza ATP. las siglas de 

GOGAT provienen de "glut~mino {amido): 2-oxoglutarato amino transferasa 

(oxido reductasa NADP )", nombre sugerido inicialmente por Tempest (3). 

Se sabe que la GOGAT es una flavoproteína que contiene 7. 8 moles de fla­

vina, 38.4 moles de hierro y 30.4 moles de azufre por cada 800,000 gr. de 

proteína; tiene un coeficiente de sedimentación de 2 O S. Se le determinó un pe­

so molecular de 800, 000 d. por equilibrio de sedimentación y filtración en gel. 

El espectro de absorción es máximo a 278 nrn. y 440 nm.· Por espectros de 

absorción y de resonancia electrónica paramagnética del NADPH reducido se 

sugiere la formación de un intermediario flavina se:miquinona estable. La 

proteína pura migra como banda única en electoforesis en geles de poliacri­

lamida a pH 7. 2 y pH 8. 5 y al tratarla con SDS, urea o guanidina aparecen 

dos polipeptidos de 135, 000 d. y 5 3, 000 d. de peso molecular en electrofore­

sis de poliacrilamida- SDS, lo que sugiere que esta enzima está formada de 

dos subunidades diferentes. 



8. 

Las Km's a;_:)Arentes para NADPH, 2-oxoglutarato y L-glutamina son 7. '9JM 

7. 3¡.lM y 25qµ.Nl respectivamente. Según Miller (5). se puede mantener la enzi-

ma pura a -80ºC en presencia de 2-oxoglutarato y EDTA por más de un año 

conservando su actividad total. El pH óptimo es de 7. 6 y entre los más poten-

tes inhibidores de la actividad de la enzima están L-aspartato,, L-metionina, 

+ D- glutamato y NADP • 

Se han aislado la subunidad pesada y la subunidad ligera de la GOGA T de 

Escherichia coli, y las características que presentan difier.en de otras amido-

transferasas conocidas. Se estableci6 que es en la subunidad pesada donde se 

une la glutamina para la formación de glutamato: esta actividad es dependiente 

de las flavinas y del Fe-S contenidos también en esta subunidad, aparentemen-

te es necesaria una cisteína· para la unión de la glutamina, en esta -subunidad se 

determino una actividad de glutaminasa (6, 7). Para la subunidad ligera, se ob-

serv6 que también podía formar glutamato pero a partir de amonio, en reacción 

similar a l¡;i de GDH. Pudiera pensarse que la deshidrogénasa glutámica y la 

subunidad ligera de GOGA T son la misma proteína pero esta posibilidad queda 

descartada ante la falta de reacción cruzada entre los anticuerpos anti-GDH y 

la subunidad ligera de GOGA T (6). 

El mecanismo por el cual. forman glutamato ambas subunidades es diferen-

te según el resultado de la utilización del NADPH (7). La actividad dependiente 

de glutamina es inhibida por una clorocetona y por metionina sulfoximina,, am-

bos compuestos análogos de la glutamina. Sin embargo, estas sustancias no 

inhiben la formación de glutamato dependiente de amonio y esta útima activi--

. i'; 



9. 

dad se ve inhibida por ditionitosódico. 

Poco se conoce sobre la regulación de la formación de la GOGAT (2). En 

trabajos realizados con Klebsiella aerogenes, se obser·:van algunas contradicci~ 

nes ya que se han reportado altos niveles de la enzima en cultivos limitados 

de amonio (8) respecto de cultivos crecidos en exceso de amonio. Sin embargo, 

otros trabajos realizados con otra cepa de K. aerogenes reportan que el nivel 

de GOGAT era más bajo en células crecidas en condiciones limitantes de amo-

nio que en exceso de éste (9 ). Brenchley y col. (1 O), reportaron en un exten-

so estudio realizado con_§. :typhimurium, la existencia d~ altos niveles de 

GOGAT en células silvestres crecidas en medio mínimo con glucosa y exceso 

de amonio a pesar de la presencia de glutamato y glutamina. Sin embargo, se 

encontró una actividad baja en cultivos crecidos con caldo nutritivo o en me- . 

dio con glucosa y amonio suplementados con aspartato o con una combinación 

de aminoácidos que inhiben la actividad de la glutamino sintetasa. 

Se ha reportado también que la adición de cAMP a mutantes cya de E. coli 

bajan el nivel de GOGAT haciendo disminuir también la velocidad de creci--

miento. En otro estudio, La Pointe (11), reporta un incremento de cinco ve-

ces en el nivel de GOGAT, en cepas de E. coli con una mutación_termosensi-

ble en el gene para la glutamil-tRNA sintetasa, cuando se crecen a una tempe-

ratura parcialmente restrictiva y donde la velocidad de crecimiento se veía 

reducida. En este caso, los niveles de glutamino sintetasa se incrementaron 

. 50 veces lo cual podía alterar el nivel intracelular de glutarnina. De estos da-

tos se ha concluido que la formación de GOGAT está regulada aunque no ha 



10. 

sido posible establecer el mecanismo de esta regulación (2}. 

·Sobre la genética de la formaci6n de la GOGAT. se han descrito cepas mu­

tantes en K. rneumoniae, · K. aerogenes .. E. coli y S. typhimurium. Estas mu­

tantes sin incapaces de crecer en rnedio mínimo con glucosa conteniendo una 

baja concentración de amonio o una variedad de compuestos nitrogenados co­

mo única fuente de nitrógenó. Estas cepas fueron descritas originalmente co­

mo Asm o negativas para la asimilación de amonio (4). 

El locus genético involucrado en la biosintesis de GOGAT, denominado 

gltB, se repotó originalmente unido al locus malP Q. Sin embargo, Pahel 

y col. (12) han relocalizado este locus (gltB) en la cercanía del gene argG ( min-

68 }, en el cromosoma de E - coli. Tyler ha propuesto (2) que el fenotipo 

Asm podía resultar de mutaciones en cualquiera de dos genes estructurales 

ya que la GOGAT está formada por dos subunidades diferentes .. o bien que es-

te fenotipo resultara también de alteraciones en una o más proteínas regula­

torias. Sin embargo, no se han reportado cepas Asm- que pierdan la activi-. 

dad de GOGAT po:r: una mutaci6n no ligada a argG lo que sugiere que, los ge­

nes para a1nbas subunidades están cercanos a argG (2). 

Una alternativa interesante para estudiar los genes que codifican para 

las enzimas antes mencionadas, se ha presentado con el aislamiento de plas 

midos que complementan mutaciones presentes en estos genes (13}. Estos 

plásmidos se han aislado a· pá.rtir de un banco de genes de E. coli (14). Es­

to ha abierto la posibilidad de estudiar la organización física, transcripció~ 

in vitro, expresión en multicopia y regulacj6n de estos genes. 

' .. ·· 



Los plásmidos aislados son pACRl, que complementa la mutación glnA20 

de la cepa MX705 que es auxótrofa para glutarnina, pRSPl y pRSP20 que com­

plementan las mutaciones· gdhl y gltB31. respectivamente de la cepa PA340. 

Células de esta cepa conteniendo estos dos plá.smidos por separado, pierden 

ahora la auxotrofia por glutamato. En el caso de la 1V.í.X729 ( PA340/pR.SPl ) 

se detecta actividad de GDH pero no de GOGAT y en el caso de la cepa MX7 30 

( PA340/ pR.SP20 )·se tiene ahora actividad de GOGAT pero no de GDH (13). 

'También se ha demostrado que estos plá.smidos contienen los genes que co­

difican para estas enzimas. 

o 

' '>. _·:.:' 
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ANTECEDENTES: 

En nuestro grupo se ha continuado el estudio de éstos plásmidos. Como 

part'e.-de la caracterizaci6n del plásmido pRSP20 se hicieron las siguientes 

observaciones que en seguida se n1encionan porque constituyen los anteceden­

tes relevantes de la presente tesis: 

1) Lo primero que se hizo fue demostrar que el plásmido pRSP20, derivado 

de Col El., efectiva1nente contiene los genes para las 2 subunidades de GO 

GAT. Las evidencias para ésto son, primero .. el hecho de que este plásmido 

complementa efectivamente a la mutación gltl331 de la cepa PA340 para ad­

quisición de la actividad de GOGAT, a pesar de que esta cepa per se proba­

blemente no produce ninguna de las dos subunidades de la enzima (15). Me­

jor evidencia aún es el hecho de que el sistema de mi.llicélulas, que permite 

ver las pr oteinas codificadas por un plásmido, muestra .. para minicélulas 

conteniendo el pRSP20, "la aparición de dos nuevos polipéptidos. cuando se 

compara con el patrón de polipéptidos obtenido con minicélulas conteniendo 

Col El, cuyas migraciones en electroforesis en dos dimensiones (0 1 Farrel) 

son idénticas a las de las dos subunidades de GOGA T (16). 

Por último se demostró que estos dos polipéptidos codificados por el 

plásmido eran reconocidos antigénicamente por suero anti-GOGAT purifica­

do, demostrandose con ello que éstos corresponden a las dos subunidades de 

la enzima (16). 

2) Se localizaron los sitios de reconocimiento que existían en el plásrnido 

pRSP20 para las enzimas de restricción más usuales. (figura 4). El mapeo 

12. 



de estos sitios sirvió para posteriormente construir plásmidos derivados 

conteniendo porciones menores de la región del DNA cromosoma!, conte­

nida en este plásmido. Sin embargo durante estos experimentos de subclo­

nación surgier.on-- datos que demostraban inconsistencias en el mapa de res­

tricción del pRSP20. Este mapa preliminar fué establecio usando DNA del 

fago)... digerido con EcoR1 como marcador del peso molecular. Desgracia­

damente los pesos de estos marcadores están un poco fuera del rango con- .. 

veniente para este mapeo y por tanto el mapa resultó poco preciso. 

Cabe mencionar que en ese mapa existe una región de 6 md. sobre la cual 

no hay ningún sitio· de restricción localizado, además. considerando el ta­

maño del Col El, el mapa indicaba que el sitio de restricción más próximo 

a una de las uniones Col El-DNA cromosoma! era uno para la enzhna --

Hind 111, localizado aproximadamente a 2. 5 md. del probable sitio de esta u­

nión, donde se encontrarían las colas de A/T. Asimismo, como se puede 

ver en el mapa, no se precisaba el orden de 3 de los fragmentos de Hind 111 

aunque se sabía a .qué región del plásmido pertenecían. 

Por último.de este mapa original se desprende el hecho de que el DNA 

cromosoma! clonado pesa 8 md, es decir 5 md. más que lo necesario para 

codificar las dos subi.midades de GOGAT (3. 5 md. ). 

13. 

3) A partir del pRSP20 se construyeron distintos plásmidos derivados que CO.!!_ 

tienen partes del DNA cromosomal clonado en el pRSP20 los cuales se ven 

en la figura 5. (18). 

Conviene mencionar que el plásmido pELG4 en el cual el pequeño fragmen-



to de Eco Rl de O. 5 rnd del pRSP20 fue sustituido por el plásmido pBR328 

(19)~ digerido con Eco Rl, produce en el sistema de minicélulas una sub­

unidad ligera de un tarnafio distinto y la cual es obviamente no funcional. 

Este plá.smido no complementa a la mutación gltB31 de la cepa PA340. 

El plásmido pELG2 que contiene la región de DNA cromosornal compren­

dida entre los sitios de Bgl 11 a Sal 1, codifica una subunidad ligera normal 

y ningún polipéptido detectable en minicélulas que pudiera derivarse de la 

subunidad pesada. 

El plásmido pELG9 que es la subclonación del fragmento mayor de Pst 1 

en el sitio de Pst 1 del pBR327 (19), contiene el orígen de replicación del 

pBR327 en sentido contrario al del Col El, el cual aún está presente. Ade­

más de conferir resistencia a colicina, 'confiere resistencia a tetraciclina 

y ha perdido la capacidad de conferir resistencia a arnpfoilina, propia del 

pBR327. Este plásmido produce en rninicélulas una subunidad pesada ínte­

gra pero ningún polipéptido que pudiera provenir de una subunidad ligera mo­

dificada. Extrañamente este plásmido tampoco complementa la mutación 

gltB31 de la cepa PA 340. 

Los experimentos de'.:complementación y de minicélulas en los plásmi­

dos antes mencionados y el hecho de que la cepa PA340 no produce antígeno 

que cruce con suero anti-GOGAT purificado, se oponen a considerar a los 

genes de las dos subunidades corno constituyentes de un operón clásico y 

sugieren tres posibilidades: 

a) que constituyan un operón divergente y 

14. 



b) que tengan promotores independientes pero respondiendo a una regulación 

común o e oordinada. 

e) que exista in vivo un sólo promotor principal funcional para ambas subuni-. 

dad es pero haya uno secundario para la subunidad ligera. 

15. 



OBJETIVOS: 

·En virtud de los antecedentes anteriores, se plantearon los siguientes ob­

jetivos experimentales, lós cuales constituyen el motivo de esta tesis. 

a) Hacer un mapeo de restricción más exacto del pELG9. 

b) Determinar la dirección de la transcripción del gene que codifica para la 

subunidad pesada de GOGAT. 

c) Determinar la localización del promotor para este gene en este plásmido. 

16. 

El pELG9 resulta más adecuado para hacer un mapeo de los sitios de res­

tricción en esta región que el pRSP20, ya que su tamaño es menor, y la preseE_ 

cia del pBR327 proporciona una gran cantidad de sitios de restricción conocidos 

y localizados que sirven como referencia para el mapeo de los sitfos descono­

cidos de la región de DNA c.romosomal. 

El determinar la dirección de transcripción del gene que codifica para la 

subunidad pesada ayudará para distinguir entre los posibles modelos de regu­

lación. 

Por último, la. localización del promotor es esencial: para: póder'· analizar 

qué clase de promotor es y si existen algunas otras regiones de control im­

portantes. También posibilita el hacer una fusión de este promotor con algún 

otro gene cuyo producto sea facilmente cuantificable y no relacionado con 

GOGAT para poder llevar a cabo experimentos tendientes a entender la regu­

lación de ésta enzima. 



MATERIALES Y METODOS 

A. Cepas Bacterianas 

Los genotipos de las cepas bacterianas usada en este trabajo se enlistan 

en la tabla 1. La cepa PA340 de E. coli es la misma cepa CBlOO del labo-

ratorio de B. D. Sanwall con la cual Berberich (1972) (20) demostró que am-

bas mutaciones, gdh y gltB, son necesarias para construir una cepa auxótro-

fa de glutarnato. La PA340 revierte a independencia de glutamato con una 

frecuencia de 10- 8 por célula (12). La cepa CS520, obtenida de J. Carbon, 

fue la cepa de E. coli usada para la construcción del banco de genes (14). 

B. Medios y Condiciones de Crecimiento. 

1) Caldo Lur ia. 

El caldo luria (21), modificado por la omisión de glucosa, se usó como 

medio rico: Bacto-triptona (Difco) al 1. Oo/o, extracto de levadura (Difco) al 

O. 5%, Na Cl al 1. 0%, Na OH 2. 5mM. 

2) Medio Mínimo NN. 

Para los experimentos de complementación se usó medio minirno NN: 

KH2P04 13. 6g/l, K
2
so4 2. 61 g/l, MgS04 • 7H2o O. 2 g/l, CaC12 O. 01 g/l, 

FeS04 .5H
2

0 0.0005 g/l, ajustar el pH a 7.4 con KOH lON (aproximadamen­

te lOml/l), 10 rnl/l de glucosa al 20%, NH
4 

Cl 15mM, añadir los requerimie.!!_ 

tos de la cepa particular. 

La glucosa y el NH
4 

Cl se esterilizan en solución por separado y se aña­

den a la mezcla de sales ya estériles. Añadir finalmente los requeriinien- . 

tos de la cepa ya estériles. 

. . ' 
'~ _• .. } ' ... :... ·-·· 

17. 
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La glucosa y el NH
4
Cl se esterilizan en solución por sepa:r:~ 

do y se añaden a la mezcla de sales ya estériles. Añadir finalmente los 

requerimientos de la cepa ya estériles. 

a) Para el medio mínimo NN y luria s6lidos, se añadió agar (Difco) 

a una concentración final de l.5%. 

Cuando fue necesario, se añadieron antibióticos al medio só­

lido en las siguientes concentraciones: estreptomicina (Sm) 200 µ g/ml, 

ampicilina (Ap) 100 g/ml, tetraciclina (Te) 30 llg/ml. 

3) Medio Mínimo M9 

Para la purificación de plásmido y para crecer la cepa pro7-

ductora de minicélulas P678-54, se utilizó el medio mínimo M9: 10 ml/l 

de Mgso
4 

O.lM, 10 ml/l de Cacl
2 

O.OlM, 4 g de casaminoácidos (digerido -

pancreático de caseína) (Difco) , 100 ml/l de sales lOX, requerimientos -

de la cepa. 

Esterilizar por separado en el autoclave los requerimientos 

de la cepa y las sales lO:X (por litro: 132 g de Na
2

HPO 
44 

-71-1
2

0 ó 70 g de 

Na2HP04, 30 g de KI:I2Pº4' 5 g de NaCl, 10 g de NH4Cl). 

4) Requerimientos de cada cepa (en ml/l) 

a) PA 340: L-arginina al 2%, 10 ml/l; L-treonina al 0.5%, 10; 

L-histidina al 1%, 2.5; L-leucina al 1%, 5; L-glutámico al 0,5%, 

4; vitamina B
1 

al 0.1%, 0.2. 
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b) CS 520: DL-triptofano al 0.5%, 10; L-metionina al 0.5%, 3.5; -

glicina al 2%, 5 vitamina B
1 

al 0.1%, 0.2. 

e) P678-54: L-treonina al 0.5%, 10; L-leucina al 1%, 5; vitamina 

Bl al 0.1%, 0.2. 

5) Todas las incubaciones se efectuarán a 37°C, con agitación para los 

medios líquidos (200 rpm). 

C. Purificación de DNA de Plásmido 

La extracción y purificación de plásmido se efectuó por el -­

método descrito por Betlach y col. (1976) (22), después de amplificar el 

cultivo en fase logarítmica por la adición de cloranfenicol (23). 

Para un litro de cultivo: 

l. Crecer 10 ml del cultivo en caldo luria aproximadamente 12 horas 

2. Añadir 5 ml de este cultivo a un litro de medio mínimo M9 

3. El cultivo se incuba a 37°C con aereación hasta alcanzar una 

densidad de 4-5 x 10
8 

células/rol (35-50 unidades klett, filtro 

rojo). Añadir entonces cloranfenicol (170 a 200 g/rnl) para am­

plificar el plásmido (es necesario que se añada antes de que el 

cultivo llegue a la fase estacionaria). Continuar la agitación 

por 16 + 2 horas. 

4. En este paso, las células pueden almacenarse en frío por varias 

horas (preferentemente no más de tres) . 

5. Centrifugar: rotor CSA o GS-3 (Sorvall), 7000 rpm, 15 min. 4°C 
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6. Decantar y congelar el sedimento celular (puede usarse etanol-

hielo seco para una congelación rápida) . Lavar el sedimento -

con NaCl al 0.85% y centrifugar nuevamente en iguales condicio 

nes. 

7. Resuspender el sedimento celular en 10 rnl de sacarosa al 25% -

en Tris HCl 50 mN pH = B, EDTA.Na
2 

1 rnM pH = 8, (esterilizada 

10 min. en el autoclave, guardarla a 4°C) y pasarlo a tubos de 

polipropileno de 50 ml; mantener en hielo. (Resuspender cuida 

dosamente para no lisar las células en este paso) • 

8. Añadir en el orden dado las soluciones siguientes, (cuidad de 

mantener todo en hielo): 3 ml de EDTA 0.025 M pH = 8, 1 ml de 

lisozima (5 mg/m1 en Tris HCl 0,025 M pH = 8), 0.1 ml de RNAasa 

-5 
(_10 mg/ml en acetato de sodio O,lM, EDTA 3,3 x 10 M pH - 5, 

calentar a 85°C durante 10 min, para inactivar la DNAasa). 

L~ lisozima y la RNAasa deben guardarse a -20°C en pequeñas 

alícuotas. 

9. Mezclar suavemente y.dejar reposar en hielo durante 15 min. 

(En este paso las células se convierten en esferoplastos) . 

10. Añadir 3 ml de mezcla lítica de tritón 3X (3 ml de tritón X-100 

al 10%, 75 ml de EDTA Q,25 M pH = 8! 15 ml de Tris HCl 1 M 

pH = 8, 7 ml de H
2
0; guardar a 4ºC). Mezclar suavemente y man­

tener en hielo durante 15 min. (se lisan los esferoplastos), --

·Llenar los tubos con agua (aproximadamente 20 ml) y agitar sua-

vemente (el agua hace a la solución de sacarosa menos densa que 

el fenol}. 
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11. Centrifugar: rotor SS-34 (Sorvall)., 16 OÓO rpm, 4°C, 30 min. 

12. Decantar el sobrenaaante en una probeta de plástico (el DNA se 

pega al vidrio) inmediatamente después de terminada la centrifu 

gación (el sobrenadante no debe llevarse nada de los restos ce­

lulares, pues gran parte del DNA cromosomal se queda ahí). Ano 

tar el volumen y pasarlo a una botella de plástico de 250 ml. 

13. Añadir un volumen de fenol saturado frío (saturar el fenol bi--

destilado en presencia de Znºen un volumen igual de Tris-HCl 

50 mM pH = 7.5, 100 mM de NaCl; equilibrar unas 12 horas con 

agitación a 4ºC). Mezclar. Añadir igual volumen de cloroformo. 

Mezclar. 

14, Centrifugar: rotor HS-4 (Sorvall), 6 500 rpm, 4°C, 10 min. Re~ 

mover la fase acuosa (superior) a otra botella de 250 ml (no -~ 

llevarse nada de la película de proteínas desnaturalizadas que 

aparecen en la interfase). 

15. Añadir un volumen de cloroformo. Mezclar y centrifugar nueva-­

mente (rotor HS-4, 6 500 rpm, 4ºC, 15 min.). 

16. Añadir 1/30 - 1/25 del volumen de NaCl 5 M a la fase acuosa y -

2.5 volúmenes de
0
etanol absoluto enfriado a -20ºC. Mezclar y -

dejar reposar a -20ºC una hora o más (esto precipita el DNA). 

17. Centrifugar: rotor HS-4 (Sorvall), 7 000 rpm, -5°C, 30 min. 

Descartar el sobrenadante y secar el exceso de líquido en la 

botella con una suave corriente de aire. 

18. Resuspender el precipitado en 5 ml de buffer A -50 (Tris-HCl --

50 mM, NaCl SOOrnM, NaN
3

1 mM,. EDTA 1 mM, pll = 8). Añadir 1 rol -

de glicerol estéril al 80% y mezclar suavemente. 

·. ~ .'. ·:,.: '". 
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19. Colocar la suspensión en una columna de A -50 (partículas de gel 

de agarosa para cromatografía por filtración, Bio-Rad) de 

2 x 35 cm. Buffer de corrida: A -50. Colectar en fracciones 

de 4 ml a temperatura ambiente. 

20. Determinar la densidad óptica (D.O.) a 260 nanómetros (run) de -

longitud de onda de cada fracción. El DNA del plásmido debe e~ 

contrarse en los primeros cuarenta tubos, usualmente entre los 

tubos 15 y 25. (1 D.O. = 50 g de DNA/ml). 

21. Juntar las fracciones que contienen DNA de plásmido (primer pico 

el DNA crom?somal sale después en un pico más amplio) . Añadir -

2.5 volúmenes de etanol enfriado a -20ºC y dejar precipitar por 

una hora o más a esa temperatura. Centrifugar: rotor HS-4 

(Sorvall), 6 500 rpm, -5 9 C, 60 m.i.n. 

22. Decantar el sobrenadante. Secar los tubos con aire. Calcular -

la cantidad aproximada de DNA por absorbancia. 

23. Resuspender el precipitado de DNA en 2.1 ml de buffer TEN (Tris 

HCl 10 mN, EDTA l mM, NaCl l0ml1, pH = 8) por cada 500 g de DNA. 

24. Centrifugar la solución en un gradiente isopícnico a equilibrio 

en cloruro de cesio-yoduro de propidio. 

El yoduro de propidio (Pdl) se intercala en el DNA de doble -

cadena, preferentemente en el DNA lineal y circular relajado 

(con rupturas en una sola cadena "micks") que en el superenroll~ 

do, El PdI es menos denso que el DNA, de tal manera que la f'or­

ma lineal adquiere una densidad menor relativa al DNA de plásmi­

do cerrado covalentemente (plásmido superenrollapo) • 

·.' 
•• ·1;: 
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Preparación del. gradiente CsCl/PdI 

Colocar en tubos de nitrocelulosa de 5 ml: 

a) 2.2.g de CsCl (sólido) 

b) 2.1 ml de DNA disuelto en TEN (cada tubo no debe contener más de 

500 g de DNA. Disolver. A partir de este paso todo debe hacer 

se en la oscuridad, ya que el PdI en presencia de luz visible -~ 

ocasiona rupturas al DNA. 

c) Agregar 150 1 de PdI (2 mg/ml en H
2
o). Mezclar. 

d) Agregar 2.3 ml de aciete mineral. Balancear los tubos, en sus -

respectivas camisas, con aceite mineral (cuidar de no escurrir -

aceite dentro de las camisas). 

Centrifugar: rotor SW 50.l (Beckman), 38 000 rpm, 20 horas, 20°C 

25. Picar el tubo y recolectar la solución 

El DNA en el gradiente es visible a la luz ultravioleta, UV, d~ 

bido a que el Pdl fluoresce. Aparecen dos bandas principales: 

la superior corresponde al DNA cromosomal (roto) y a plásmido -

roto (lineal o circular relajado), la inferior corresponde al -

DNA de plásrnido superenrollado. A veces aparece una tenue ban-

da intermedia que corresponde a los intermediarios de replica--

ción del plásmido. 

En la oscuridad, a la LUz UV, perforar con una aguja el fondo --

del tubo y colectar, gota a gota, el DNA de plásrnido en un tubo 

de plástico. ,,. 
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26. Usar una columna de intercambio iónico (catiónico) (Dowex AG 

50'W-X8 Bio-Rad; esta resina es preciclada por tratamiento con 

base, NaOH lN, neutralizada con agua bidestilada y almacenada a 

4°C en Tris-HCl 0.1 M, NaCl 0.5 M, EDTA 1 mM, NaN
3 

1 mM, pH = 8) 

para eliminar el PdI. Se coloca.n 2-3 rnl de resina en una peque­

ña columna y se equilibran con 10 ml de buffer de"resina Dowex -

(Tris-HCl 50 n1M, NaCl lM, EDTA 1 m.M, pH = 8) por cada rnl de resi 

na. 

27. Diluir la muestra 1:1 con buffer Dowex y pasarla lentamente a tra 

vés de la columna (si la solución no se diluye, el complejo DNA­

PdI se moverá rápidamente a través de la columna) . 

28. Lavar con 2-3 ml de buffer Dowex el DNA remanente en la columna. 

Checar con luz UV si todo el. PdI ha sido eliminado de la solución 

de DNA. De no ser así, pasar el eluído nuevamente a través de -­

otra columna con resina Dowes (o remover la parte superior de la 

resina usada, la cual estará roja, y pasar el DNA sobre la misma 

columna de nuevo) . 

29. Dializar el DNA contra 4 litros de buffer Te (Tris-HCl 10 rnM, -­

EDTA 1 MM, pH = ~j por 6-8 horas a 4°C. Repetir dos veces más. 

30. Remover el DNA de las bolsas de diálisis y precipitar con 1/25 de 

volumen de NaCl 5 M y 2.5 vol(unenes de etanol enfriado a -20°C. 

Dejarlo por lo menos una hora a esa tempeiatura. 

31. Centrifugar: rotor HS-4 (Sorvall), 6 500 rpm, 60 min., -5ºC. 

32. Resuspender en 0.5 - 1 rol de buffer TE o TEN. Determinar la --· 

D.O. a 260 nm de longitud de onda para conocer la concentración 

de DNA (1-2 rng de DNA por litro, generalmente). Guardar a -2occ. 
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D. Enzimas 

1) Enzimas de Restricción 

Todas las enzimas de restricción usadas en este trabajo se p;::.e 

pararon conforme al método de Greene y col. (1978) (24). Las condiciones 

de reacción fueron las siguientes (Bolívar y col., 1977). 

A la mezcla de reacción se le adicionó 1/10 del volumen de 

buffer lOX adecuado para cada enzima. Dependiendo de la actividad enzimá­

tica se eligió la cantidad adecuada de enzima para cada mezcla de reacción 

(nunca se usó un volumen de enzima mayor al del buffer lOX) . Las reaccio 

nes se incubaron a 30°C en el caso de Pst y a 37°C para las demás enzimas, 

el tiempo suficiente para que la reacción fuera completa (las digestiones 

se checaron en geles de agarosa al 1%) • 

Las enzimas se inactivaron por calentamiento a 65ºC durante -

10 min. o por extracción con un volumen igual al de la mezcla de reacción 

de fenol saturado y otro de cloroformo (y posterior precipitación del DNA 

con 1/25 del volumen de NaCl 5 M y 2-2.5 volúmenes de etanol frío). 

Cuando se hizo necesario checar la digestión enzimática por 

corrimiento electroforético en geles, la reacción se detuvo añadiendo 

1/3 - 1/5 del volumen de mezcla inactivadora (urea 10 M, cianol de :x:ileno 

al 0.05%, azul de bromofenol al 0.05%, en agua). 

Buffers lOX: 

Eco RI: Tris-HCl 1 M pH = 7.5, MgC12 o.os M, NP40 0.002%. 

; . .'' 
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Sa;L l: 'l'ris-HCl 80 mM pH = 7.6, MgC1
2 

60 mM,·EDTA 2 mM, NaCl 1.5 M, 

BSA (albúmina sérica bovina) 0.5 mg/ml. 

Pst I, Bam HI, Bgl. II: Tris-HCl 1 M pH = 7.5, Mgcl
2 

0.05 M. 

2) Nucleasa SI 

La nucleasa SI se utilizó como lo describe Ullriche y col. 

(1977) (25): se efectupo a 65°C variando .el tiempo de reacción y la canti 

dad de enzima utilizada. 

3) Fragmento Grande de la Polirnerasa I de DNA. 

El. fragmento grande de la polimerasa I de DNA de E. coli se -

obtiene siguiendo el método de purificación de Klenow (ruptura proteolíti_ 

ca) (26). 

La reacción de polimerización del DNA con esta fracción de la 

pol.imerasa I de DNA se efectuó a 37°C en presencia de los cuatro nucleóti 

dos trifosfatados (NTP). 

Buffer lOX; 
o 

Fosfatos de potasio 0.4 M pH = 7,5, MgC1
2 

60 mM. Los NTPs (ATP, GTP, 

CTP y TTP) se prepararon en Tris-HCl 0.1 M pH = 7.5 como lOX. 

4) Ligasa de DNA 

La unión covalente de fragmentos de DNA se llevó a cabo en una 

solución de Tris-HCl 66 mM pH = 7.6, ~gC12 6.6 mM, ditriotreitol 10 mM y 

ATP 0.5 rnM a 12°C durante 12-24 horas, La concentración de la ligasa de 
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DNA del fago T4 y la de los fragmentos de DNA se variaron para promover 

polimerización o circularzación. 

Una unidad de ligasa de DNA de T4 por ml. es suficiente para 

unir fragmentos de DNA (O .1 µ M) con extremos cohesivos (Dugaiczyk y col. 

1975) (27). Cuando se ligaron fragmentos de DNA con extremos rasos, la 

concentración de las terminales fue al menos 0.2 M y aproximadamente se 

añadieron 5 unidades de ligasa de DNA de T4 por ml a la mezcla de reacción 

(Heyneker y col., 1976) (28). Los decanucleotidos sintéticos con el si-

tio de Eco RI (dCCGAATTCGG) se ligaron a fragme.ntos de DNA con extremos 

raros como lo describen Bolívar y Backrnan (1979) (29). 

E. Electroforesis del DNA en Geles de Agarosa 

La electroforesis de DNA se llevó a cabo en placa conforme a 

1as condiciones descritas por Bolívar y col. (1977). 

Preparación de la placa: se preparó agarosa (Bio-Rad) al 1% 

disolviéndola por ebullición en buffer Tris-Borator-EDTA (Trizma Base 

90 mM, EDTA 2.5 mM H
3

Bo
3 

90 mM, pH = 8.2). Se .vacía en las placas y se 

o 

deja gelificar. 

Preparación de la muestra: las muestras, conteniendo 0.2 - 0.5 

g de DNA en un volumen final de 15 a 30µ1 que comprende, además, 5 1 de 

mezcla inactivante, se colocan en los carriles. 

Condiciones de corrimiento: la electroforesis se llevó a cabo 

a 150 volts con el mismo buffer Tris~Boratos~EDTA durante una hora a tem-

peratura ambiente. 
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Este tipo de gel se usa para separar fragmentos de DNA de pe­

so molecular alto ·(0.8 - 4 md). Para separar fragmentos pequeños de DNA 

(0.015-1 rnd) se usan genles de poliacrilamida cuya concentración varía de 

5 - 7.5% de acuerdo a las necesidades. 

Después de terminada la electroforesis, los geles se sumergen 

en una solución de bromuro de etidio (40 Pg/ml) (Calbiochem) y luego se -

iluminan con una lámpara UV de onda corta. 

Para fotografiar los geles se usó un filtro de gelatina amari 

lla No. 9 Kodak Wratten y película Polaroid NP tipo 55 con una cámara 

.MP-5 Polaroid. 

F. Transformación 

Las células de E. coli K-12 de las cepas PA340 rec A y P678-

54 se prepararon y transformaron mediante el método descrito por Cohen y 

col. (1972) (30), el cual es el·siguiente: 

l. Crecer 30 ml de la cepa deseada en caldo luria hasta una densi-­

dad celular de 4~5 x 10
8 

células/ml (25-30 unidades Klett, fil-­

tro rojo). 

2. Centrifugar en un tubo estéril: rotor HB-4 ó SS-34 (Sorvall), 

10,000 rpm 5 rnin., 4°C. 

3. Decantar. Resuspender· las células en 15 ml de NaCl 10 mM (esté 

ril) frío. 

4. Centrifugar: rotor HB-4 (Sorvall), 10 000 ;t:"pm, 5 min,, 4°C. ,--

Decantar, 
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5. Resuspender las células en 15 ml de cacl
2 

30 mM (estéril) frío. 

Dejar en ~ielo durante 20 - 30 min. (el Ca++ permeabiliza la --

membrana) . 

6. Centrifugar: rotor HB-4 (Sorvall, 5 000 rpm, 5 min., 4ºC. De--

cantar. (observar que el sedimento de las células está ahora -

más extendido) . 

7. Resuspender las. células cuidadosamente (para no lisarlas) en 3 

ml de cacl
2 

30 :mM (estéril) frío. 

8. Añadir 0.2 rnl de esta suspensión a los tubos que contienen el -

DNA (0.2-2.0 g de DNA en un volumen final de 100~1 de Cacl
2 

30 mM). 

9. Dejar las células en contacto con el DNA durante 60 min. a 4°C 

(en hielo). 

10. Calentar los tubos a 42°C (usar un baño maría) durante 75 segun 

dos. Agregar 3 ml de luria y dejar 5 min en hielo. 

11. Incubar con agitación a 37ºC durante 2-3 horas. (Esto permite 

a la membrana su recuperación y estabilizar los plásmidos dentro 

de la célula) • 

12. Platear de 0.1-0.2 ml de cada muestra en medio selectivo y dejar 

crecer 12-24 horas a 37°C. 

G. Microensayo del DNA de Plásmido 

Este método consiste en la semipurificación del DNA de plásmi 

do con el fin de caracterizarlo parcialmente. Generalmente se efectúa en 

las colonias resultantes de la transformación que presentan los marcado--

res adecuados. 
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l. Crecer 3 ml de caldo luria durante 12 horas. 

2. Transferir 1.5 ml de cultivo a un tubo eppendorf y centrifugar 

3 min. en la microcentrífuga (Brinkman, 12 000 rpm). Decantar, 

agregar los 1.5 ml restantes y volver a centrifugar. 

3. Lavar las células con 1.5 ml de NaCl 10 mM. Centrifugar, decan 

tar y congelar el sedimento. 

4. Resuspender las células en 100 µ 1 de sacarosa al 25% en Tris­

HCl 50 mP pH = 8 (solución estéril, guardarla a 4ºC. 

5. Agregar 40 µ1 de EDTA 0.25 M pH = B. Mezclar. 

6. Agregar 80 µl de lisozima. Mezclar suavemente. Dejar 10 min. 

en hielo. 

7. Agregar 2 µ1 de RNAasa . .Mezclar. Dejar 5 min. en hielo. 

8. Agregar 150 µl de mezcla lítica de tritón 3X. Mezclar. Dejar 

10 min. en hielo. 

9. Agregar 200 µl de agua estéril. Centrifugar 5 min. en la micro 

centrífuga. 

10. Sacar cuidadosamente el precipitado mucoso con una pipeta Pas-­

teur y guardar el sobrenadante. 

11. Agregar al sobrenadante 300 1 de fenal saturado. 

dir 300 µ 1 de cloroformo y agitar nuevamente. 

Agitar. Aña 

12. Centrifugar 1-2 min. y sacar cuidadosamente la fase acuosa (su-

perior) y pasarla a tubos Eppendorf nuevos (evitar llevarse re~ 

tos del precipitado de proteínas que se forma en la interfase). 

13. Agregar 300 µl de cloroformo. Agitar. Centrifugar 30-60 segun 

dos, Descartar la fase clorofórmica (inferior). Si es necesa­

rio, eliminar el cloroformo residual por evaporación a 65ºC con 

agitación. 
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14. Precipitar el DNA agregando 1/25 del volúmen de NaCl 5 M y 

2-2.5 volúmenes de etanol frío. Dejar en etanol-hielo seco du-­

rante 10 rnin. 

15. Centrifugar 10 min. (en el cuarto frío), Decantar rápidamente. 

Resuspender en 400µ1 de agua estéril y volver a precipitar con 

NaCl y etanol, bajo las mismas condiciones. 

16. Centrifugar y decantar nuevamente. Secar el precipitado de DNA 

con aire o calor. Resuspender en 15-40µ1 de agua o TE (estéri 

les). Se obtienen de la 2 µ g de DNA de plásmido. 

Las soluciones marcadas con asterisco son las mismas que las 

utilizadas en la purificación de DNA de plásmido, 

Modificaciones: puede disminuirse u omitirse la cantidad de 

sal utilizada en la primera precipitación del DNA, pues existen restos de 

sal provenientes del medio de cultivo. Si el precipitado de DNA quedara 

con sal (blanquecino) puede reprecipitarse sin agrégar más sal. Puede -

lavarse también el precipitado final de DNA con etanol frío al 70% para 

eliminar restos de sal (cuidar de no agitar mucho el tubo para no resus-­

pender el DNA en la solución de lavado). 

H. Determinación de Proteínas por el .Método de Lowry (31). 

Preparar las siguientes soluciones: 

Solución A: Na
2
co

3 
al 2% en NaOH 0.1 N 

Solución B: KNac
4

H
4

o
6

·4H
2
o (tartrato de sodio y potasio) al 2% en 

agua. 
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Solución C: cuso
4

.5H
2

o al 1% en agua~ 

Estándar BSA:· solución de albúmina sérica bovina cristalina 1 mg/ml. 

Folin 1:3, preparar al usar: l volumen de reactivo de Folin-Clocal~ 

teu + 2 volúmenes de H
2

0 

Mezcla ABC, preparar al usar: 0.5 ml de e + 0.5 rnl de B 49 ml de A. 

Hacer una curva estándar de albúmina, a la vez que se tratan 

los problemas, que vaya desde O (blanco) hasta 250 µg/ml. Preparar en -

tubos limpios (exentos de materia orgánica) las reacciones colorimétri-­

cas correspondientes a cada punto de la curva y a cada problema. Poner -

en un tubo x ml de la solución estándar de albúmina o del problema (apro­

ximadamente 100 µl de extracto crudo de GDH), llevar a 1 rol con agua. 

Agregar 5 ml de mezcla ABC y agitar, dejar reposar 10 min. a temperatura 

ambiente. Añadir 0.5 rol del reactivo de Folin diluído y agitar, dejar -­

reposar 30 min. a temperatura ambiente. Leer a 625 rnn de longitud de on­

da contra el blanco (filtro rojo). 

I. Minicélulas 

La purificación de minicélulas se llevó a cabo por una modif.:!:_ 

cación del procedimiento de Roozen y col. (1971) (32) reportada por Meagher 

y col. (1977) (33). 

l. Crecer 500 rol de medio mínimo M9 inoculado con una colonia, o su 

equivalente de cada cepa durante 13.5 horas a 37ºC con agitación., 

en un matraz de 2 litros. 

2. Centrifugar: rotor GS-3 (Sorvall), 2 000 rprn, 4°C, 20 min. De­

cantar el sobrenadante muy cuidadosamente (contiene a las minicé 
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lulas) sin llevarse nada del sedimento de células. Centrifugar 

el sobrenadante a 5 000 rpm durante 20 min. 

3. Resuspender el sedimento de minicélulas (y células contaminantes) 

en 2 ml de buffer BSG (NaCl al 0.85%, KI-I
2
Po

4 
al 0,03%, Na

2
HPo

4 
al 

0.06%, gelatina 100 µg/ml; esterilizar y enfriar) cuidadosamente 

(para no lisarlas). 

4. Colocar la suspensión sobre un gradiente discontinuo de sacarosa 

en un tubo Corex de 30 ml, formado por volúmenes iguales de saca 

rosa al 20, 12.5 y 5% en Tr±s-HCl 50 mH pH = 7,5, NaCl 100 mM, ~ 

EDTA 0.1 rnM (esterilizar y enfriar las soluciones de sacarosa an 

tes de usarse). 

S. Centrifugar: rotor HB-4 (Sorvall), 5 000 rpm, 4°C, 15 min. Des~ 

pues de este tiempo, es posible ver una banda difusa en la parte 

superior del gradiente que corresponde a las minicélulas. Tomar 

la parte superior d.e la banda (la mitad de la banda, aproximada­

mente el volumen de 6 pipetas Pasteur) y transferirla a un tubo 

Sorvall de 50 ml, añadir 10 ml de BSG. 

6. Centrifugar a 10 000 rpm durante 15 min. a 4°C. Decantar y re-­

suspender el sedimento en 1 ml de buffer BSG y colocar la suspeE 

sión en un segundo gradiente de sacarosa. 

7. Centrifugar: rotor HB-4 (Sorvall), 5 000 rpm, 4°C 15 min. Se -

colecta la mitad superior de la b~nda (aproximadamente 4 pipetas 

Pasteur), se diluye con 10 ml de buffer BSG, se centrifuga a 

10 000 rpm durante 15 min y se resuspende en 1 ml de BSG. 

8. Se corre el tercer gradiente y la mitad superior de la banda se 

lava con 10 ml de BSG. 
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9. El sedimento de minicélulas se resuspende en 2 ml. de medio míni 

mo M9 (que contendrá, en lugar de casaminoácidos, 50 g/ml de 

cada uno de los aminoácidos, excepto metionina) (puede usarse 

también el "medio de ensayo de metionina", Difco, adiconado de -

glucosa y sales lOX) y la D. o. se ajusta a 0.2 a 620 nm 

(0.2 = 8 x 10
8 

minicélulas ml). 

10. Transferir 2 ml de esta suspensión a un tubo córex de 15 ml y -­

añadir 50 Ci/ml de 
35

s-metionina. Incubar 20-30 min. a 37ºC con 

agitación, para incorporación de la marca. Centrifugar a 10 000 

rprn durante 20 min y descartar el sobrenadante muy cuidadosamen­

te con una pipeta Pasteur. Congelar el sedimento de minicélulas 

marcadas radioactivarnen~e a -20°C, 

J. Electroforesis de Proteínas 

1) En Geles de Poliacrilamida -SDS (una dimensión) 

Se efectuó por el método reportado por Laemrnli (1970) (50). 

Gel de poliacrilamida al 0.11% -SDS: 

a) Gel inferior: 8.25 rol. de acrilamida-bisacrilamida (29.2 y 0.8% 

p v respectivamente), 4.5 ml de Tri-HCl 2 M pH = 8.8, 0.113 ml. 

de SDS (dodecil sulfato de sodio) al 20% en agua, 8.93 ml de -­

agua, 0.3 ml de persulfato de amonio fresco 10 mg/ml. Degasifi 

car 2 min. Añadir 15 µ1 de TEI1ED (N, N, N', N' tetrametilet~leE_ 

diamina) puro. 

Verter entre dos vidrios, nivelar. 1.a superficie del gel con agua 

y dejar polimerizar. 
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b) Gel superior: 1.75 ml. de acrilamida-bisacrilamida (29.2:0.8), 

0.325 ml.'de Tris-HCl 2 M pH = 6.8, O.OS ml de SDS al 20%, 

5.75 ml de agua, 0.1 ml de persulfato de amonio fresco 10 mg/ml. 

Degasificar 2 min. Agregar 5 l de TEMED puro. 

Verter sobre el gel inferior (ya polimerizado y sin restos de -

agua) , colocar el peine (preparativo o analítico) y dejar poli­

merizar. Quitar el peine y lavar muy bien con agua los restos 

de acrilamida. 

Colocar las muestras y correr a 10 mA gel, corriente constan 

te, hasta pasar el_ gel superior y luego aumentar a 20 mA por gel para el 

inferior. 

Buffer de corrida 

Tris-glicina 4X (TG4X): Tris (hidroximetil)-aminometano, 12 g; gli 

cina, 57,6; agua a 1 litro. 

Al usar, tomar 200 ml de TG4A, añadir 8 ml de SDS al 20% y llevar 

a 1 litro con _agua. 

o 

Preparación de las muestras: 

a) Tornar de 1 a 10 µg de la proteína (según pureza) y llevarla a -

40 1 con buffer de disolución de proteínas, agitar. Hervir a 

baño maría durante 2 min. Meter al gel. 

Buffer de disolución de proteínas (BDP): 0.1 g de SDS, 100 µl de -

2-mercaptoetanol, 0,0074 g de EDTA, 1 ml de glicerol. Disolver. -
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Llevar a 10 ml con Tris-HCl O.QS M pH ,.... 6,8 y añadir azul qe pr~ 

mo.fenol hasta una concentración final de Q.05% (p/yl, 

b) Para observar las proteínas marcadas sintetizadas por las mini­

células, resuspender el sedimento de minicélulas (marcado radio 

activamente) en 50 µl de mezcla de lisis (glicerol al 10%, SDS 

al 2.3%, Tris-HCl 0.0625 11 pH = 6.8, 2-mercaptoetanol al 5%). 

Hervir 5 min. a baño maría. Tomar 10-15 ml y añadir 1 µl de 

azul de bromofenol al 0.5% en agua. Meter las muestras al gel y 

correrlo. 

Tinción del gel: 

Una vez que termina de correr el gel, teñirlo con azul de Coomasie -

(30 ml.de metanol, 10 ml de ácido acético glacial, azul de Coomasie 

al 0.06%, llevar a 100 ml con agua) durante 15 min. a 62ºC. Deste­

ñir con ácido acético al 10%, dos cambios de 15 min. cada uno a 62ºC 

y dejar en solución toda la noche. 

Secado del gel: 

Este tratamiento se hace necesario para la autorradiografía de los 

geles de proteínas marcadas provenientes de extractos radioactivos -

de minicélulas. 

Sumergir el gel en DMSO (dimetilsulfóxido) (usado) durante 30 min. -

Sumergir nuevamente en DMSO (nuevo) durante 30 min. (a temperatura -

ambiente). Dejar el gel en PPO (2,5-difeniloxazol, útil en medicio­

nes de escintilación) al 22% en DMSO (a temperatura ambiente) duran­

te 30 min. Sumergir en agua durante 30 min. 
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Para secar el gel colocarlo sobre un papel filt~o y cubrirlo con pa~ 

pel celofán •. Ponerlo en un secador de geles y secarlo aproximadam~n 

te 1 hora con calor y vacío. 

Autorradiografía del gel: 

Para detectar las proteínas marcadas poner el gel en contacto con la 

película de rayos X (Kodak X-Omat) (si se desea, marcar previamente 

una orilla del gel con un pequeño punto de tinta radiactiva) y colo­

carlo entre dos vidrios dentro de una carpeta, protegiéndolo muy 

bien de la luz. Dejar exponiendo 12 horas o más (segun marca) a tem 

peratura ambiente. Revelar y fijar la película. 

2) Electroforesis en Dos Dimensiones: Separación por Punto Isoeléctrico 

y por Peso Molecular. 

Se llevó a cabo empleando el método descrito por O'Farrel 

(1975) (34). 

l. Primera dimensión: separación por punto isoeléctrico. 

a) Buffers y soluciones 

i) Buffer de lisis: urea 9.5 M, NP.40 al 2.0% (p/v), anfoli 

tos al 2.0% (1.6 pH de 5 a 7 y 0.4% pH de 3 a 10), 2-rner­

captoetanol al 5.0%. 

ii) Acrilarnida al 30%: acrilamida al 28.38% (p/b) y bisacri­

lamida al 1.62% (p/v). 

iii) Nonidet P.40: solución de NP.40 al 10% (p/v) en agua. 

iv) !3t1ffer para el ánodo: H3Po
4 

0.01 M 

y) Buffer para el cátodo: NaOH 0.02M 
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vi) Urea 6.0 M, anfolitos 0.8% pH de 5 a 7 y 0,2% pH de 3 a 10. 

vii) Buffer de muestra: Tris-HCl 0,06 M pH = 6.8, SDS al 2.0% 

(p/v), 2-mercaptoetanol al 5.0%, glicerol al 10% • 

• 
Guardar las soluciones i y vi como alícuotas congeladas, Las solucio 

cienes iv y v deberán hacerse frescas para cada corrida por dilución 

de una solución 1 M. Guardar las demás soluciones a 4°C. (Los por-

centajes que no se indican se refieren volumen/volumen) . 

b) Preparación de los tubos. 

Los tubos se lavan pasándolos en decon, potasa, ácido crómico y 

alcohol. Secarlos. (Usar pipetas serológicas de 1 ml como tu--

bos). El fo~do de los tubos se sella con tres capas de papel.pa 

rafina (parafilm) para asegurar que no gotee. Se marcan los tu-

bos a 12.5 cm del fondo (los tubos deben tener la misma longitud 

por ejemplo 13 cm, al igual que los geles, ya que estos factores 

afectan la reproducibilidad de las corridas) • 

e) Preparación de los geles. 

Para preparar 10 ml de mezcla del gel, mezclar en un matraz de -

125 ml: 5.5 g de ure, 1.33 ml de acilamida (solución B), 2 ml -

de NP.40 (solución v), 2 ml de agua, 0.4 ml de anfolitos pH de -

5 a 7, 0.1 ml de anfolitos pH de 3 a 10. Agitar el matraz hasta 

disolver completamente la urea. Añadir 50 l.11 de persulfato de -

amonio al 10%. Degasificar cuidadosamente y añadir 7 l.11 de 

TEMED • 

. ,. _, 
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Distribuir la solución en los tubos usandb una aguja larga de ca 

libre delgado (sin atrapar burbujas de aire en los geles). cu-­

brir los geles con 10 µ 1 de agua y dejar polimerizar (aproximad~ 

mente 2 horas). Cortar y quitar el papel de parafina (sin dañar 

el gel). Colocar los geles en una cámara de electroforesis, 11~ 

nar la parte inferior con ácido fosfórico 10 mM. Eliminar las -

burbujas del fondo del gel y sacar el agua del tope de los geles. 

cubrir el tope de los geles con 10 µl de buffer de lisis A, 10 1 

de solución vi y buffer v hasta llenar los tubos. Añadir el bu-­

ffer de corrida (solución v) muy cuidadosamente a la parte supe-­

rior de la cámara para no perturbar las capas de soluciones sobre 

el tope de los geles. Conectar el electrodo positivo al tan~ue 

inferior y el negativo al tanque superior. 

Precorrer los geles: 200 volts durante 15 min, 30 min, 400 volts 

60 min. o más. 

Luego, remover cuidadosamente el buffer de corrida .de la parte -

superior de la cámara (evitando que el NaOH haga contacto con la 

superficie de los geles) . Remover la solución vi y el buffer de 

lis;is i y lavar el tope de los geles con agua ( 20 µ 1, tres veces) . 

d) Corrimiento de los geles 

··Aplicar las muestras (para minicelulas 5-l- µ 1 de muestra + 15 µ 1 

de buffer i} y cubrir con: 10 1 de solución vi y buffer v has­

t~ llenar los tubos. Añadir cuidadosamente más buffer va la -­

parte supe~;ior de la cámara y correr los geles a 400 volts duran 

te ~8 ho~as aproximadamente (no incluir el pulso final de alto -
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voltaje descrito por O'Farrel). Remoyer los geles de los tubos 

inyectando aire o agua, sin romperlos (recibirlos en papel par~ 

fina, marcar en un extremo el sentido del corrimiento). Colo-­

car los geles en tubos de 30 ml y añadir 7 ml de buffer O, De­

jar equilibrar durante 20 min. sin agitación. Guardar a -20ºC, 

2. Segunda dimensión: separación por peso molecular. 

Es semejante a la separación electroforética de proteínas ya des 

crita, con algunas variantes. 

Hacer geles preparativos de poliacrilamida al 11% ~SDS, Colo-~ 

car sobre ellos los geles tubulares de la primera dimensión (t~ 

dos con la misma orientación) y sellarlos con agarosa al 1% +· 

azul de promofenol al 0.06% en puffer de corrida Tris-glicina­

SDS. Correr a 9 mA/gel, corr;i.ente constante, durante 5-6 horas. 

Cuando el corrimiento electroforético haya terminado, remover 

el gel de las placas de vidrio y fijarlo 1 hora en metanol al 

45%, TCA (ácido tricloroacético) al 15% (si las proteínas están 

marcadas). Teñir con azul de Coomasie y desteñir el exceso. -­

Tratar el gel con DMSO y PPO~ secarlo y obtener una autorradio­

grafía para observar las proteínas marcadas. 

K, Unión a RNA Polimerasa 

Los experimentos de unión a polimerasa se realizaron por el 

:método de West y Rodr~guez (51). Las reacciones se hicieron en 15 1 de 

buffer de reacc;i.ón de unión a po1imerasa. ( BRUP; 20 mM Tri-HCl pH 8. O, 
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10 mM MgC1
2

, 0.1 :mM EDTA, 0.1 mM DTT, 5% glicerol y 75 mM l<.Cl) • Ep todo 

caso se usaron 3 g de DNA por reacción de RNA polimerasa.. La RNA poli­

merasa se añadió en una relación molar 10:1 ~NAp/DNA y se incubó durante 

30 minutos. Entonces se añadió heparina a una concentración final de 

0.5 mg/ml y se incubaron las reacciones durante 20 minutos más a 37ºC. -

Las reacciones fueron diluídas con 100 µ 1 de BRUP y después se hicieron 

pasar lentamente a través de un filtro de nitrocelulosa de 6 mm de diáme 

tro los cuales fueron inmediatamente lavados pasándoles otros 250 µ1 de 

BRUP. El DNA unido a polirnerasa y atrapado de esta forma en los filtros 

fué recuperado sumergiendo los fil tras en 100 µ 1 de un buffer que contie 

ne SDS y calentado durante 1 hora a 65°C. El DNA que se desprende de 

los filtros fue precipitado con etanol en presencia de NaCl y después re 

suspendido en 15 µ1 de H
2
o y sometido a electroforesis normalmente. 
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RESULTADOS 

De acuerdo con el rnapeo original del pRSP20, en el pELG9 debía 

existir una región de 6 rnd sobre la cual no hubiera ningún sitio de res-­

tricción localizado (Fig. 6). Esto, además de dificultar el determinar -

con precisión la localización de los sitios de restricción ya mapeados, -

era especialmente inconveniente, ya que centrado en esta extensa región -

del plásmido se encuentra la unión entre Col El y el DNA cromosornal y por 

ende, algunas consideraciones sugerían que allí podía haber regiones im-­

portantes .del gen de la subunidad pesada. Con el fin de solucionar estas 

dificultades se probó una bacteria de enzimas de restricción que compren­

dia a Ava I, Bal I, ~ HI, Bel I; Bgl II, Bst_EII, Cla I, Eco RI, Hinc II 

Hind III, Hpa I, Kpn I, Pst I, Pvu II, Sal I, Srna I, Xba I y :Xho I, espe­

rando que alguna de ellas tuviera un sitio de reconocimiento fácilmente 

localizable en esa zona de 6 md, y en particular que alguno de estos si-­

tios estuviera localizado diametralmente opuesto al de Eco RI del pBR327, 

ya que los 'sitios en la parte central del Col El no resultarían realmente 

útiles para el manejo posterior de estas secuencias (Fig. 7). 

De todas las enzimas de restricción probadas, la única que -­

produjo un patrón de restricción adecuado fué la enzima Bst EII, que ge~~ 

ra cuatro fragmentos. El pBR327 no contiene ningún sitio para esta endo­

nucleasa y por tanto los cuatro sitios del pELG9 debían estar ya sea, en 

la región cromosomal o en la región del Col.El, A partir del tamaño apr~ 

ximado de los fragmentos generados por .Bst EII en el pELG9 se concluía -­

que al menos un sitio para esta endonucleasa debía encontrarse en la re--
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giórÍ deseada y por tanto se decidió hace~ e¡ ~ape9°de estos sitios, 

Cabe mencionar aquí, que el mapeo del pRSP20 representa esen 

cialmente un mapeo de Hind III, ya que es con respecto a los sitios de -

esta enzima corno están localizados los sitios de las otras enzimas de 

restricci6n, Es importante notar que de los sitios de Hind III del 

pELG9 todos menos uno, el del promotor de resistencia a tetraciclina en 

el pBR327, caen en la región de DNA cromosornal. 

Para el nuevo mapeo del pELG9 se eligió la estrategia de ha~ 

cer un mapeo doble con Hind III y Bst EI.I. Una ve2 localizados estos ~­

sitios servirían de referencia para la posición de los sitios de recono­

cimiento para otras enzimas. 

Quizás la forma más sencilla de entender como se estableció 

el mapa de la Figura 8 es el siguiente: al digerir el Col El con Bst EII 

se gneran dos fragmentos (Fig. 9). El menor de ellos, de aproximadamente 

0.7 md, comigra exactamente con el menor de los cuatro fragmentos que 9!=:_ 

nera esta enzima a partir del pELG9. Para localizar los dos sitios de -

Bst EII en el Col El se hicieron digestiones dobles de este Bst EII + 

Pst I y Bst EII + Eco RI. De estas digestiones se desprende el mapa de 

la Figura 9, Al extrapolar la posición de estos dos sitios de Bst EII al 

pELG9 se ve que se encuentran a aproximadamente 0~8 y 1.5 rnd de las colas 

de A/T. 

¡!;n el pE~G9, una doble ~igestión con Bst EII + ~ I genera, 

entre otras, una, panda tan pequeña qu.e generalmente migra con el frente 

de la elect~of9;r:-csJ,s en geles de agarosa al 1% y depe pesar menos de 0.1 
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md. Esta banda indica que exis.te un sitio de Bst EIJ: muy cerca de uno de 

los dos sitios de Pst I, pero eL cual no se encuentra ni en el pDR327 ni 

en el Col El y por tanto está la región de DNA cromosomal junto a la 

unión pBR327 = DNA cromosomal. La localización de este Último sitio per­

mitió, con una digestión doble Bst EII + Ec~ R:C, demostrar que la orienta 

ción que antes se había conjeturado para el pBR327 es la correcta. Ade-­

más, con la localización de estos tres de los cuatro sitios de Bst EII, -

se pudo determinar la localización de los fragmentos 1 y 4 de Bst EII y 

se concluyó que el sitio no localizado aún debía estar sobre el cromoso-­

rnal en una de dos posiciones posibles de forma tal que se generen los dos 

fragmentos medianos detectados, cuyos pesos se estimaron en 2.0 y 1.2 md 

respectivamente. De aquí surgió la primera evidencia sería de que el 

pELG9 contenía probablemente 2.S md menos DNA cromosomal del que se pen­

saba, es decir, sólo cont"iene 2.7 md y no más de 5 md como se creía. Es 

te dato condujo a la necesidad de modificar el diseño de experimentos y 

a reconsiderar las posibilidades de colocación de los genes para GOGAT. 

Para discernir entre las dos posibles posiciones del sitio -

faltante de Bst EII, fué necesario localizarlo con respecto a los sitios 

de Hind III. Sin embargo, los sitios de Hind III estaban ambiguamente -

localizados y sobre todo, ya que en el pELG9 ·no existían estos 2. 5 md de 

DNA que antes se creía que existían, resultaba dudoso que aún los sitios 

"seguros" de Hind III fueron del todo confiables. De cómo se definió 

entonces la o_rganizaci6n de los sitios de Hind III, me ocuparé ahora. 

El pELG9, al ser digerido con Hind III, genera 5 bandas de 

·4, 2.5, 1,0, 0.5 y 0.3 md, aproxirnadcimcnte. De éstas, las tres pequeñas 
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pertenecen enteramente a la región de crornosomal. El orden de estqs tres 

bandas, no puede ser obtenido respecto a ninguno de los sitios del pBR327 1 

mediante la realización de digestiones dobles. El orden de las cinco ban 

das fué deducido a través de un complicado experimento, cuya verdadera 

finalidad era otra muy distinta. El experimento fué el siguiente: se 

construyó un banco de inserciones del gen que codifica para la transaceti 

lasa de cloranfenicol, el cual confiere resistencia a éste antibiótico, ~ 

El banco se hizo mediante una digestión parcial de Hha I del pELG9, de f~r 

ma tal, que solo se hiciera un corte por molécula de plásmido. Este plá~ 

mido linearizado se ligó con un fragmento de ~ I purificado, que cante-~ 

nía al gen de resistencia a cloranfenicol con su propio promotor y después 

de transformar, se seleccionó para resistencia a cloranfenicol,. ademas de 

tetraciclina. Los plásmidos contenidos en las colonias obtenidas, cons.,--

ti tuía.n un banco de inserciones, probablemente en todos los sitios de 

Hha I del pELG9 y contenían ahora dos sitios para Eco RI cada tmo. Esto 

se verificó haciendo d.igestiones de Eco RI de un grupo representativo de 

los plásmidos del banco. Entonces se hizo una mezcla de todos los pl~s--

midas; se digirió con Eco RI y, en condiciones que favorecen recirculari-

zación se ligaron. Esta mezcla de plásmidos recircularizados, se utilizó 

para transformar y se seleccionó para resistencia a tetraciclina. De es-

ta forma se obtuvo un banco de plásmidos que representan una serie de de-

leciones del pELG9, las cuales inician en el sitio de Eco RI del pELG9 y 

tienen perdida de DNA en el sentido de las manecillas del reloj, según 

el mapa de la figura, El tamaño de la deleción dependió del lugar donde 

anteriormente se hubiera insertado el fragmento de Hha I que confiere re-

sistencia a cloranfcnicol. l\l ordenar por tamaño los plásrnidos resultan-

tes y hacerles un patrón de Hind III, se vió que los que tenían una menor --- ' 
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deleción sólo habían perdido la banda l • .Al aumenta~ el tamaño de la a!!:_ 

leción, los plásmidos perdieron la banda 3, al aumentar aún más, per.die.,.. 

ron la banda 5, luego la 4 y hasta el fin~l la 2, De aquí se concluyo -

el orden de los fragmentos de Hind III segpun las manecillas del reloj y 

éste fué: l; 3; 5; 4; 2, a partir del sitio de Hind III del pBR327 • 

. Una digest.ión Bst EII + Hind III del pELG9 demuestra que el 

tercer fragmento de Hind III contiene el cuarto sitio no localizado para 

el Bst EII. Por otro lado, el sitio de Bgl II de este plásmido queda a 

la vez, dentro del tercer fragmento de Hind III y dentro del segundo 

fragmento de Bst EII. Cuando una doble digestión del pELC9 con Bst EII + 

Hind III es digerida subsecuentemente con Bgl II, desaparece una banda -

que mide exactamente la mitad del tercer fragmento de Hind IIl. De aquí 

se concluye que el sitio no mapeado de Bst EII, queda a la mitad del ter 

cer fragmento de Hind III y por tanto, que el orden de los fragmentos de 

Bst EII, de acuerdo a las manecillas del reloj y a partir del sitio inm!!:_ 

diato anterior al pBR327 es: l; 4; 3; 2. También se desprende la locali 

zación correcta del sitio de Bgl II como se ve en el mapa de la Figura 

Uno de los objetivos de esta tesis, era el hacer un rnapeo de 

precisión del pELG9 y para ello se determinaron los pesos exactos de los 

fragmentos ya mapeados, productos de digestiones sencillas o dobles, me­

diante el uso de electroforesis especialmente diseñada para mejorar la -

correlación entre la migración de las bandas y su peso molecular. Este 

tipo de electroforesis usa un electrolito en base al ión acetato y son -

corridos a bajo voltaje (1.5 V/cm) durante 12 horas; por otro lado, se -

corren cantidades bajas de DNA (menores de 0.1 g por banda) y se busca 
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un tamaño de poro para la matriz del 9el que favorezca la resolución d,eE_ 

tro del rango deseado. En nuestro caso, se usaron como marcadores de --

peso molecular los siguientes: fago digerido con Eco RI (13.7, 4.8, -

3.7, 3.56, 3.03 y 2.09 rnd), plásmido RW 33 (1.7 rnd), y SV40 digerido con 

Hind III (1.16, 0.77, 0.723, 0.347, 0.295 y 0.142 md). 

Con este tipo de análisis se confirmó el ordenamiento que 

antes se había establecido y se concluyeron las proporciones del mapa ac 

tual del pELG9 (Figura 8), en donde el tamaño de los fragmentos se pre--

senta con un error menor al 5%. 

Las implicaciones que para el planteamiento e interpretación 

del trabajo experimental tiene este mapeo, se analiza en la discusión y 

conclusiones. 

El resultado más importante de esta tesis es la determinación 

de la dirección de la transcripción de la subunidad pesada de GOGAT res-

pecto a la posición de la subunidad ligera de esta enzima. Un rápido --

análisis del mapa antes determinado permite ver que parte del gen para -

la subunidad pesada y quizá el promotor de la misma deberá estar conteni 

do en el tercer fragmento de Hind III y por ello se decidió clonar este 

fragmento en forma aislada en el sitio de Hind III del plásmido pBR322 -

(36) (Figura 10) • Este experimento se realizó ligando el fragmento de -

Hind III, purificado por electroelusión, al pBR322 digerido con Hind III. 

... . ... f . s Despues de transformar con esta mezcla, se selecciono el enotipo Te 

r 
Ap y a la~ colonias resultantes se les analiz6 el plásmido contenido 

mediante un patrón. de restricción. El resultado de este experimento fué 

el plásmido pH3, el cual lleva el tercer. fragmento de Hi12_<! III de tal for 
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ma que el sitio de Bgl II de este fragmento está distal al sitio de Eco RI 

del vehículo. 

Al analizar en un sistema de minicélulas qué polipéptidos co 

difica el pH3, se observa un polipéptido de apro:xirnadamente 57000 dalto-­

nes de peso rnolecular que sólo puede ser codificado por el fragmento clo­

nado y que además requiere al menos el 80% de la capacidad de codifica-­

ción de este fragmento {Fig. 11). Existe en el pBR322 un fuerte promotor 

(antitet) (52) entre los sitios de Eco RI y Hind III en forma tal, que un 

gen clonado en el sitio de Hind III de este plásrnido podría ser transcri~ 

to a partir de este promor en dirección al sitio de Eco RI. Para ver si 

el polipéptido de 53 kd (kilodaltones) codificado por el pH3 se origina -

de una transcripción a partir de este promotor o de un promotor propio, ~ 

se decidió invertir la orientación del fragmento clonado, produciendo así, 

un plásmido al cual se le llamó pI8 (Fig. 10) , 

En el pIB, el sitio de BgI ¡¡. se encuentra proximal al si tia 

de Eco RI del pBR322. Al analizar en minicélulas los productos proteícos 

de este plásrnido, se observó que el polipéptido de 57 kd se sigue produ-­

ciendo pero en mucha menor cantidad (Fig. 11), La interpretación a estos 

datos es que en el pH3, el RNAm se produce a partir del promotor antitet 

que es un promotor sumamente fuerte pero que probablemente en ambos plás­

rnidor se usa e]. mismo sitio de unión a ribosorna. De esto se desprende -­

que la transcripción del fragmento clonado en el pH3 se lleva a cabo en -

la dirección Eco R,I-BgI II. No es fácilmente concebible que se puedn.n 

leer en el tercer fragmento de Hind II;r más de 1000 nucleótidos en dos 

fases distintas o en direcciones antiparalelas, por lo cual se concluye -

que el poJ.ipéptido de 57 kd corresponde a parte de la secuencia d~ amino-
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ácidos de la subunidad pesada. De aquí se desprende que en el pELG9 el -

gen para la subunidad pesada se transcribe en la dirección del Col EI ha-

cia el y en el pRSP20 del Col EI hacia el gen de la subunidad lige 

ra; es d que en el cromosoma, el gen para la subunidad pesada prece-

de al de la l.igera en el sentido de transcripción de la subunidad pesada 

(Fig. 12). 

Ya que tanto en el pH3 como en el pIB se produce un polipépti 

do cuyos rimeros aminoácidos deben ser codificados por secuencias nucleo 

tídicas m cerca del principio del fragmento clonado, entonces el promo­

tor para a subunidad pesada debe estar, en el pELG9 dentro del tercer -­

fragmento de Hind III extremadamente cerca del sitio de Hind III mas pró­

ximo al C< 1 EI, o bien, estar contenido en los 250 a 300 pares de bases -

comprendí as entre este sitio y las colas de A/T. El plásmido pB
2 

es una 

deleción el pIB que fusiona el sitio de Bgl II del inserto con el de 

Bam HI de vehículo (Fig. 10). Tal como se esperaba, este plásmido codi­

fica en m·.nicélulas un polipéptido de aproximadamente 48 kd, corresJ?on-­

diente a na deleción del polippeptido de 51 kd, lo cual apoya la locali 

zación de] promotor de la subunidad pesada (Fig. 11). 

Para ver si el promotor se encuentra contenido en el fragrnen 

to de Hin III del pI8, se realizó un experimento de unión de fragmentos 

de restri ción a la enzima RNA polimerasa de E. coli. Para ello se di-­

girió el fIB con Hin~ III + HinE_ II generando cinco fragmentos, dos de -

los cuale, contienen completo y exclusivamente el DNA cromosomal que pr~ 

viene del pELG9. Al ver cuales de estos cinco fragmentos unían RNA poli_ 

merasa los e~perados del pBR322 más los dos del cromosoma! lo 
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hacían. Este resultado es consistente con la suposición de que el promo~ 

tor de la subunidad pesada está contenido en el tercer fragmento de 

Hind III del pELG9 pero plantea la pregunta de por qué el fragmento 

Hind III-Hi~ II que contiene al sitio de BgI II en el pIB une RNA polim~ 

rasa siendo que no tenemos ninguna evidencia que hiciera suponer la exis­

tencia de un promotor en el mismo (Fig. 13). La mas probable explicación 

a esto es que en el fragmento que es cortado por Bg~ II exista un pseudo 

promotor, es decir una secuencia parecida a un promotor, la cual tenga -­

una buena región de -35 pero una región de -10 que no sea funcional para 

originar iniciación de transcripción. 
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DISCUSION Y CONCLUS¡ONES 

La primera conclusión que se deriva del nuevo mapa del pELG9 

es el hecho de que la arnbigUedad en la localización de la subunidad pes~ 

da de GOGAT ha sido fuertemente reducida. Anteriormente esta localiza-­

ción se limitaba a afirmar que debía de estar allí, en una región de 5 md 

de DNA cromosomal presente en el pELG9, ésto es, una región dos veces tan 

grande como se necesita para codificar a esta subunidad. De acuerdo al -

nuevo mapeo, esta región mide tan solo 2.9 md y las siguientes considera­

ciones se hacen pertinentes. En primer lugar el peso de la subunidad pe­

sada de GOGAT estimado en 135 000 daltones implica la existencia de un -­

gen de 2.5 md, si a ello agregamos la necesidad de regiones regulatorias 

y el hecho de.que quizás el pELG9 contenga una parte del gen para. la sub 

unidad ligera, entonces ésto implica que ambos genes no solo están próxi 

mos sino éontiguos¡ y ésto Último se ve reforzado, ya que el peso asign~ 

do.ª la subunidad pesada-pudiera estar errado hasta por 5 kg. 

La segunda conclusión es que entre el inicio del gen para -­

la subunidad pesada y el Col EI no debe haber una gran distancia y quizás 

tan sólo unos 200 p. b. Además, existen evidencias de temperatura de fu 

sión que sugieren que las colas de A/T en esta unión son especialmente -

largas, lo cual indica que la región de cromosomal puede ser más corta -

aún. 

Por otro lado, en el nuevo·mapa se ve que el sitio de Hind III 

más lejano al pBR327 está a mayor distancia ele la que se había pensado. -

Este dato permit;i..ó pl~ntearse el cxpe:r:imento de construir el pH3, ya que 
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según el mapa anterioz, el tercer fragmento de Hind III no podía contener 

el promotor de ~l gen para la subunidad pesada y en cambio sí era posible 

según el segundo mapeo. 

El hecho de existir diferencias tan notables entre los dos -­

mapeos, aconseja la necesidad de revisar el mapeo de la región de cromo-­

somal del pRSP20 que no ±ué remapeada en el pELG9 ya que la localización 

del promotor de la subunidad ligera fue basado en cálculos para los cua-­

les la correcta estimación de los pesos moleculafes de fragmentos de res­

tricción es indispensable. 

El resultado más importante de esta tesis es el demostrar que 

ambas subunidades se ~ranscriben en la misma dirección siendo que la sub­

unidad pesada precede a la ligera. La evidencia para ésto es el hecho 

de que el tercer fragmento de Hind III del pELG9 es transcrito en casi su 

totalidad en el sentido de las manecillas del reloj ael CoI EI hacia el -

inicio.del gen para la subunidad ligera) y que dicho transcrito contiene 

una fase de lectura sin codones de terminación. 

La posibilidad de que el polipeptido producido por el pH3 sea 

en una parte significativa, codificado por el gen de resistencia a tetra­

ciclina, se descarta ya que el plásmido pIB produce una proteína del mis­

mo peso esencialmente. 

El análisis realizado para el gen de la subunidad ligera ha -

indicado que el pELG9 debe contener su promotor y que su sentido de tran~ 

cripción en el cromosoma es alejandose del gene para la subunidad pesada. 

Esto, aunado a los resultados de esta tesis, plantea cuestiones interesan 
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tes, Se ha visto que la mutación gltB31 contenida'en la cepa PA340 impi-

de la síntesis de cualquier producto detectable antigénicamente con suero 

antiCOGAT purificado. Además esta cepa no es complementada por ninguno -

de los plásmidos que llevan independientemente los genes para la subuni--

dad pesada a la subunidad ligera de la enzima. ;Existen distintas posibi-

lidades para expl~car por qué una mutante como ésta no produce al parecer 

ninguna de ·las dos subunidades. La primera y más obvia es que la mutación 

consista en una deleción de ambos genes. Sin embargo, esto es poco prob~ 

ble, ya que la Írecuencia de reversión de esta mutante, si bien no ha si-

do estudiada específicamente, es observable con facilidad y probablemente 

-8 -9 
sea del orden de 10 a 10 por célula. Esta misma frecuencia de rever-

sión sugiere que dos mutaciones independientes en cada uno de los genes -

tampoco es la explicación. 

Otras explicaciones posibles son el que ambos genes compartan 

una zona regulatoria común, la cual esté alterada en la mutación gltB31, 

o bien, que esta mutación afecte a un regulador difusible común a ambos -

genes. Existen dos formas posibles para que ambos genes compartan una --

región regulatoria, ya sea que constituyan una unidad de transcripción, o 

que sean dos unidades que
0

divergen con un operador común. Los resultados 

de esta tesis excluyen la s0gunda posibilidad, ya que ambos genes se trans 

criben en el mismo sentido. Sin embargo, la primera posibilidad tampoco 

es clara ya que existen evidencias de que la subunidad ligera puede ser -

transcrita a partir de un promotor distinto al de la subunidad pesada. 

Esta evidencia proviene del hecho de qlle el plásmido pELG2, el cual con--

tiene una i;Ggión de DNA crornosoméll qüe inicia en el sitio para Bql II y -

que incluye toda la r.egión que codifica a la subunidad ligera, produce en 
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minicélulas unu. subun;Ldaq ligera normal, (_37l, a pesa;i:;: de que el promotor 

de la subunidad pesada está claramente exclu~do de es.te fl,"agmento ~ 

Queda la posibilida de que el promotor que se usa en el caso 

del pELG2 sólo sea utilizado en este plásmido y no sea fisiológico. Sin 

embargo, hay que mencionar que dicho promotor da origen a una alta expre 

sión del gen en el sistema de minicélulas. Aunque promotores fuertes que 

sin embargo no son usados en condiciones fisiológicas ya han sido repor--

tados (53), el hecho de que su expresión sea tan alta indica que no es un 

pseudopromotor, sino un promotor bien constituído. 

Hay otras formas de explicar la mutación gltB31, corno el que 

el promotor· presente. en el pELG2 ·sólo sea usado en ciertas condiciones 

fisiológicas, en particular, en fuentes ricas de nitrógeno donde no es -

posible observar complementación. También es concebible que alguna de las 

subunidades fuera además un inductor necesario para la síntesis de la 

otra subunidad y que esta estuviese mutada para ambas funciones en la ce-

pa PA340. 

La baja síntesis de polipéptido en las minicélulas contenien-

do el plásmido pI8 indica que quizás no se esté usando el promotor normal 

de la subunidad pesada. De ser ésto cierto, entonces el promotor sería -

tal que contenga al .sitio de Hind III o posiblemente que estuviera en la 

región de cromosornal comprendida entre este sitio de Hind III y las colas 

de A/T. En todo caso nuestra creencia es que tanto el pH3 como el p~B --

sí usan el sitio de unión a ribosomas normal de la subunidad pesada para 

dirigir la sf.n,tesis qe polipéptido de 57 kd, Las evidencias y el mapeo 

;indican que no existen más de 0.2 md de material gen<'ltico donde este pro 
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La posibilidad de que en los p1ásmidos pRSP20 y pELG9 la 

transcripción de1 gen para la subunidad pesada se iniciase en un promotor 

de1 Col El parece poco probable, ya que regiones ricas en A/T provocan. -

absorción de la transcripción, y entre el Col El y el gen de la subunidad 

pesada las colas de A/T parecen ser especialmente largas . 

. A pesar de que los datos son congruentes con la localización 

de promotor cerca del sitio de Ilind III más próximo al Col El, es irnpor--

tante saber si el promotor se encuentra en el tercer fragmento de Hind III 

del pELG9 clonado en el pH3. En este sentido se realizó el experimento de 

unión a polimerasa descrito en la sección de Resultados. La interpreta--

ción a este experlincnto se ve complicada por el hecho de que ambas bandas 

de la región de cromosomal parecen unir RNA polimerasa. Sin embargo, el 

dato ºdebe ser tomado como apoyo de que el promotor se encuentra en el 

fragmento clonado. Se puede pensar que quizás falta un sitio de unión de 

un activador prescindible en el experimento in vitro pero necesario 

in vivo. Esta idea es congruente con el dato de que una célula que lleva 

de 25 a 30 copias de los genes en plásmidos sólo produce 25 veces más en-

zima que la cepa silvestre con los genes en monocopia. Es claro que la -
o 

tercera banda de Bst EII lleva el promotor y probablemente el trabajo de-

hiera enfocarse a la subclonación y caracterización de la misma. También 

sería muy interesante clonar en un plásmido probador de promotores cuul--

quier fragmento que vaya del sitio de Hind III hacia el Col El. 
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Para el estudio de la regulación de un gen, es útil el tener-

lo clonado ya que esto permite su caracterización física y una manipula--

ción muy directa del mismo. Sin embargo, el análisis de1 DNA clonado, 

sin contar con un marco de referencia genético y fisiológico adecuado, en . 
mi opinión, no sólo no está justificado en ningún caso sino que resulta -

difícil e improductivo. Por esto, el resto de esta discusión está dedica 

do a procurar una integración de algunos datos existentes respecto al 

sistema de GOGAT. 

·. ,.-
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_Aunque alo largo de este breve análisis no se recurrirá ex­

plícitamente a ellos-conviene tener en mente dos hechos importantes: 

a) Además de las dos vías principales de síntesis de glutámico --­

(GOGAT y GDI-1), éste puede ser sintetizado, por transaminación, 

a partir de distintos aminoácidos (38) , y 

b) que las reacciones llevadas a cabo por GS y GOGAT más que una -

vía metabólica constituyen un ciclo. Este hecho es la causa por 

la cual a lo largo de la discusión se dará tan.to énfasis en la -

posibilidad de una regulación común o recíproca para estas dos -

enzimas. 

Durante algún tiempo, a partir de GOGAT fue descubierta, se -

discutió respecto a su síntesis está regulada o es constitutiva. La res­

puesta hubiera sido inmediata si no fuera porque la l~teratura respecto a 

GOGAT es algo contradictoria, y distintos grupos reportari regulaciones 

opuestas para esta enzima en condiciones de crecimiento supuestamente 

equivalentes (8,9). 

Actualmente es ya aceptado que los niveles de GOGAT en la cé­

lula cambian en respuesta al medio indicado la existencia de una regula-­

ci6n (2). En particular parece ser que el crecimiento en altas concentra 

cienes de amon~o o en medios ricos ~ep~imen la s~ntesis de la enzima (10, 

... '~ 
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La posibilidad de que en los plásmidos pRSP20 y pELG9 la 

transcripción del 9en para la subunidad pesada se iniciase en un promotor 

del Col El parece poco probable, ya que regiones ricas en A/T provocan -­

absorción de la transcripción, y entre el Col El y el gen de la subunidad 

pesada las colas de A/T parecen ser especialmente largas. 

A pesar de que los datos son congruentes con la localización 

de promotor cerca del sitio de Hind III más próximo al Col El, es impor-­

tante saber si el promotor se encuentra en el tercer fragmento de Hind III 

del pELG9 clonado en el pH3. En este sentido se realizó el experimento de 

unión a plimerasa descrito en la sección de Resultados. La interpretación 

a este experimento se ve complicada por el hecho de que ambas bandas de -

la región de cromosdmal parecen unir RNA polimerasa. Sin embargo, el da­

to debe ser tomado como apoyo de que el promotor se encuentra en el frag­

mento clonado. Se puede pensar que quizás falte un sitio de unión de un 

activador prescindible en el experimento in vitro pero necesario in vivo. 

Esta idea es congruente con el dato de que una célula que lleva de 25 a -

30 copias de los genes en plásmidos sólo produce 25 veces más enzima que 

la cepa silvestre con los genes en monocopia. Es claro que la tercera -­

banda de Bst EII lleva el promotor y probablemente el trabajo debiera en­

focarse a la subclonación y caracterización de la misma. También sería -

muy interesante clonar en un plásmido probador de promotores cualquier 

fragmento que vaya del sitio de Hind III hacia el Col El. 

~ara el estudio de la regulac~ón de un gen, es ~til el tener­

lo clonado ya que esto permite su caracterizaci6n física y una manipulación 

muy directa del mismo. Sin embargo, el ani\lisis del DNA clonado, sin coE_ 

tar con un m~rco de ~efcrencia genético y fisiológico adecuado en·mi opi~ 
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nión, no sólo no está justificado en ningún caso sino que resulta difícil 

e improductivo. Por esto, el resto de esta discusión está dedicado a pro 

curar una integración de algunos datos existentes respecto al sistema de 

GOGAT. 

Aunque a lo largo de este breve análisis no se recurrirá ex-­

plíc i tamente a ellos conviene tener en mente dos hechos importantes: 

a) Además de las dos vías principales de síntesis de glutámico --­

(GOGAT y GDH), éste puede ser sintetizado, por transaminación, a partir 

de distintos aminoácidos (38), y 

b) que las reacciones llevadas a cabo por GS y GOGAT más que una -­

vía met~bÓlica constiuyen un ciclo. Este hecho es la causa por la cual -

a lo largo de la discusión se dará tanto énfasis en la posibilidad de una 

regulación común o recíproca para estas dos enzimas. 

Durante algún tiempo, a partir de GOGAT fue descubierta, se 

discutió respecto a su síntesis está regulada o es constitutiva. La res­

puesta hubiera sido inmediata si no fuera porque la literatura respecto a 

GOGAT es algo contradictoria, y distintos grupos reportan regulaciones 

opuestas para esta enzima en condiciones de crecimiento supuestamente 

equivalentes (8,9). 

Actualmente es ya aceptado que los niveles de GOGAT en la cé­

lula cambian en respuesta al medio indicado la existencia de una regula-­

ción (2). En particulnr parece ser que el crecimiento en altas concentra 

ciones de amonio o en medios ricos reprimen la síntesis de la enzima (10, 
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39), mientras que crecimiento en bajas concentraciones de amonio van acoro 

pañados de altos niveles de ésta (8,10). Esto resulta bastante lógico, 

ya que GOGAT no debe ser requerida en condiciones donde los niveles intra 

celulares de glutámico sean suficientes y por otro lado debe ser indispeE_ 

sable en condiciones donde la célula no esté posibilitada para utilizar 

alguno de los otros mecanismos para producir g1utámico o en situaciones 

donde el sistema GS-GOGAT sea la única alternativa para asimilar nitróge­

no como lo es el caso de crecimiento en bajo amonio. Los reportes indi-­

can que en éstas tres condiciones mencionadas, los niveles de GS parecen 

variar en una forma similar a los de GOGAT y, en general no esperaría en­

contrar simultaneanwnte altos o bajos niveles de estas dos enzimas. Ama 

nera de especulacio~es, cabe concebir dos excepciones a esto: cuando 

existiese una alta concentración de glutamina intracelular y, sin embargo, 

existiera una deficiencia de ácido glutámico, la proporción de GOGAT res­

pecto a GS podría estar notablemente incrementada. Lo inverso podría su­

ceder si hubiera abundante glutámico intracel.ular y deficiencia de gluta­

mina. Hay· que mencionar aue debido a que estos dos aminoácidos se inter­

convierten y a que al parecer ambos se transportan lentamente al interior 

de la célula (2,35,41), estas condiciones podrían nunce presentarse en una 

bacteria silvestre y, por lo tanto, la respuesta a las mismas no estar pro 

gramada genéticamente. Un hecho que habla a este respecto es el que no se 

ha encontraao represión de GS por glutamina y, sin embargo, sí se han re­

portaao bajos niveles de C-OGAT en crecimiento con glucosa más g1utámico -· 

(2,40). Estos datos se vuelven congruentes si se considera que la gluta­

mina se transporta mucho más mal que el glutámico al interior de la célu-

la ( 2) • 
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De ser válido el paralelismo entre los niveles de GS y GOGAT 

se esperaría que GOGAT estuviera elevada en un crecimiento con glucosa -

más glutamina como lo está GS. Este parece ser el caso, pero la eviden-

cia será más clara cuando se comparen los niveles de GOGAT en esa condi-

ción, respecto a sus niveles en otras fuentes de nitrógeno distintas a -

glutámico o a alto amonio. 

Si bien la síntesis de GS y GOGAT parecen estar coordinados, 

se sabe muy poco respecto a cuales son los factores que regulan esta co-

ordinación, es decir, cuales son las moléculas indicadoras, sensoras y -

efectoras del sistema de regulación. ·un dato muy interesante a este res 

pecto es el de Lapointe (11) . El ha reportado que mutantes afectadas en 

el gen para la enzima glutamil-tRNA sintetasa en las cuales, consecuent~ 

mente los niveles de glutamil~tRNA son bajos, presentan actividades de -

GS y de GOGAT 10 y 5 vece~ mayores con respecto a la cepa silvestre res-

pectivarnente. En esta misma cepa, los niveles de GDH son normales. A -

partir de este resultado y de que los niveles de.GDH responden a la pre-

sencia de glutámico en el medio, Lapointe propone que debido a que la vía 

GS-GOGAT juega su papel más . importante en condiciones donde la disponibili 

dad de glutámico es crítica, la bacteria ha desarrollado un sistema de -

regulación para esta vía enzimática a nivel de tRNAs cargados, dandole -

por tanto una fineza de regulación que no es posible alcanzar a nivel de 

las pozas del aminoácido libre, tal y como sucede en el caso de GDH. 

Lapointc propone que el e.fector podría ser ya sea la tRNA sintet.asa o los 

glutamil tH.NAs. La idea de que estos últimos sean los efectores es atrae 

tiva, ya que se podría pensar en un mecanismo de atenuación parecido al 

que sucede en el caso del operón de triptofano. Independientemente de -
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cual sea el mediador real de la regulación de la síntesis de GOGAT, es p~ 

sible que ésta no participe directamente en la regulación de GS y que su 

efecto sea a través de afectar algún otro elemento regulador. 

Los pJ.ásmidos derivados de Col El se encuentran en general -­

dentro de la célula en un número alto de copias, alrededor de 30 copias -

por célula. El pRSPl (15) es de este tipo y por tanto una bacteria de la 

cepa PA340 conteniendo al pRSPl tendrá aproximadamente 30 copias del gen 

estructural de GDH por célula. Se ha visto que en este caso los niveles 

de GS son bajos (42). Los niveles de GS son igualmente bajos si en vez -

de contener al plásmido pRSPl contienen al pRSP20 y por lo tanto, cerca -

de 30 copias por célula de los genes para GOGAT (42). En este último ca­

so, ·1os niveles de GOGAT por célula son 2.5 veces los niveles desreprimi­

dos de una cepa silvestre. A primera vista ésto parece estar en contra-­

dicción con el paralelismo entre GS y GOGAT. Parece muy lógico que altos 

niveles de GDH o GOGAT produzcan saturación de los·glutamil-tRNA disponi­

bles, debido a una alta síntesis de glutámico, y por tanto una disminución 

en los niveles de GS; lo que no q:.Jeda inmediatamente claro es por qué se 

presentan niveles altos de GOGAT. La explicación a ésto se encuentra en el 

alto número de copias por célula de los genes para esta enzima. Si la -­

transcripción a partir de cada una de las copias de estos genes estuviera 

desreprimida se esperaría encontrar actividades de GOGAT 30 veces mayores 

a las de la cepa silvestr en condiciones de desrepresión. Sin embargo, -

solo se encuentran ac:tividades 2.5 veces más altas, Esto indica una baja 

cantidad de RNArn para GOGAT sintetizado por cada copia de gen presente en 

la célula. La conclusión obvia es que estos genes se encuentran rcprimi-
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dos paralelamente con el de GS, como corresponde a una situación abundan-

te de glutámico y probablemente de glutamil-tRNl\s cargados. Una conside-

ración importnnte que se desprende de estos experimentos es que GOGA'J' ac-

tiva no puede ser como tal un regulador positivo de la síntesis de GS ya 

que aquí se presenta una condición donde los niveles de ambas enzimas son 

opuestos. No se excluye, sin embargo, la posibilidad de que alguna de --

las dos subunidades de GOGAT por separado pudiera tener este efecto regu-

lador sobre la síntesis de GS. 

Dendi_nger et al. (43) reportaron mutantes de SalmonelJ.a 

typhimurium seleccionadas para no crecimiento en alanina como fuente de -

nitrogeno. Estas mutantes presentan en condiciones de desrepresión nive-

les bajos de GOGAT (20%) y GS (50%) y niveles normales de GDH. Los auto-

res demuestran que estos fenotipos son el resultado de mutaciones únicas. 

Este dato habla de la existencia de un gen regulador común para GS y 

GOGAT. Desgraciadamente el mapeo de estas mutaciones es muy deficiente -

y no permite decidir si es tas mutaciones corresponden o no a alguno de ---

los genes previamente identificados. Parece, sin.embargo, ser cierto que 

no están cerca del gen estructural de GS y por lo tanto ni éste ni los --

genes reguladores contiguos a éste están afectados. El mapeo llevado a -

cabo por estos autores también parece excluir los genes estructurales pa-

ra GOGAT. 

Una de las propiedades más interesantes de las mutantes defi-

cientes en GOGAT es su incapacidad para utilizar todo un repertorio de --

fuentes de nitrógeno tales como alanina, arginina, asparagina, prolina, 

L-scrina, histidina y otras (2,4). A este fenotipo ce le ha denominado -
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Asm. Existe, po:t otro lado, un fenotipo casi idéntico, que se ha denom.i-

nado Reg , el cual se. genera por mutaciones en genes identificados como -

reguladores del gen estructural de GS: gln A. Estos genes reguladores -

son llamados gln F (44,45) y gln G. (46). Mutaciones en cualquiera de --

ellos impiden a la célula utilizar un gran número de fuentes de nitrógeno. 

Además de su participación en el fenotipo Reg, el producto de gln F, jue-

ga un papel central en la activación del operón gln A - gln L - gln G 

(35). Por su parte, el producto de gln G parece ser un mediador tanto de 

la represión como de la activación de este operón, También se han descri 

to mutaciones en 91n· L (cuyo producto parece ser en esencia, un represor 

del operón gln ALG) que presentan el fenotipo Reg- (47,48). Sin embargo, 

+ algunas otras mutaciones en gln L son Reg y puede ser que el fenotipo.--

Reg de las mutaciones en gln L se deba tan solo a su polaridad sobre 

gln G. En todo caso, los modelos vigentes postulan que al menos para la 

regulación de la síntesis de GS, los productos de gln L y gln G interac--

túan y ésto pudiera explicar el efecto de gln L sobre el fenotipo Reg. 

La similitud entre los fenotipos Reg y Asm sugiere que las 

mutaciones que los originan pudieran en realidad estar afectando distin--

tos constituyentes de un mismo sistema de regulación para la utilización 

de fuentes alternas de nitrógeno. Existen sin embargo algunas diferen--­

cias. Quizás la más clara de ellas es que las cepas Asm son Gln+ mien-

tras que las cepas Reg esencialmente. Esta diferencia probablemente no 

marca una distinción esencial entre ambos fenotipos, ya que existen mu--

chas razones para pensar que gln A pertenece a un operón Reg, un poco o 

muy distinto a los demás operones Reg. 
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Las rnuta~iones reportadas por Dendinger et~., arriba men-­

cionadas, que tenían tan solo un 20% de la actividad normal de GOGAT, --

son representantes del fenotipo Asm . Si bien en estas mutantes los ni-

veles de GOGAT son bajos, estos resultan comparables a los niveles que 

presenta la cepa silvestre en condiciones de crecimiento con sustratos -

Asm como fuente de nitrógeno. Esto lleva a los autores a concluir que 

no son los niveles bajos de GOGAT los directamente responsables de la 

incapacidad de estas mutantes para usar sustratos Asm. De esta forma 

postulan la existencia de otro gen regulador. Es probable que ni GS ni 

GOGAT intervengan directamente en el fenotipo Asm; sin embargo, ya que -

no es posible saber cuales serían los niveles de estas dos enzimas en -­

las mutantes si se encontraran en un medio con un sustrato Asm corno fuen 

te de nitrógeno, es conveniente tomar la proposición de estos autores -­

con cautela. 

Las mutaciones en el gen glnL presentan una propiedad muy -­

interesante para esta discusión, ya que revierten el fenotipo Asm- cau-­

sado por una mutación en gltB (12,48,49). También revierten la auxotro­

fía por glutarnina causada por una mutac;Lón en glnF pero en este caso no 

suprimen el fenotipo Reg- Esto parece indicar que hay un requerimiento 

estricto por el producto de glnF para encender los operones correspondi~n 

tes para la utilización de las distintas fuentes de nitrógeno y que en -

cambio, para cualquiera que sea el regulador que media el fenotipo Reg­

de las mutaciones en glt~ no existe ese mismo grado de dependencia, Es 

te regulador asociado a _gl ~ no existe ese mismo grado de dependencia, .­

Este regulador asociado a gl~, de existir, podría ejercer su efecto in-

.. · .·: 
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teraccionando con los productos de glnF o glnG (para el cual también pa­

rece haber una dependencia estricta), o modificando a éstos de alguna -­

forma. 

Existen dos maneras de explicación porqué las mutaciones en -

glnL revierten el fenotipo Asm- de una cepa gltB, si se supone que el re­

gilador "gltB asociado" requiere de interactuar con el producto de glnG 

para enercer su regulación. Se ha postulado que los productos de glnC 

y glnG interaccionan físicamente. Según una de las explicaciones, en las 

mutantes glnL no se formaría complejo L + G y habría por lo tanto, más 

producto de glnG libre y disponible para participar en el sistema Asm. -

Según la otra explicación, debido a la estructura del operón glnA - s;rlnL -

glnG, al no haber producto de glhL, el cual es un receptor del operón, -­

habrá consecuentemente, mayor síntesis del producto de glnG. De acuerdo 

con estas explicaciones, el producto de glnG actuaría más eficientemente 

en la inducción de los operones Reg cuando es modulado por el regulador -

"gltB asociado" pero en ausencia de esta modulación, la activación de los 

operones Reg podría ser compensada con una mayor cantidad de producto de 

glnG. Alternativamente podría ser que el regulador "gltB asociado" tu-:-­

viera dos estados con distinta afinidad por el producto de glnG y que en 

ausencia de GOGAT el estado prevalente genera el de menor afinidad. Si -

ésto fuera así, un aumento en el producto de 9lnG desplazaría el equili-­

brio hacia la formación de complejo glnG +regulador "gltB asociado". 

El modelo que aquí se ha sugerido es muy especulativo, sin 

embargo, genera algunas prcdicciones·concretas, tales como que una cepa -

gl t~ que lleve a _gln~ en un plásmido multicopia deber& ser Asrn +, o que 

deben ser aislables mutaciones en glnG que supriman el fenotipo Asrn-. 



Igualmente el fenotipo Asm no debe ser suprimible por la presencia de 

glnA en multicopia . 
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De ser ci.erta la existencia del regulador "gl tB asociado" pu~ 

de ser que sea éste quien ejerza el acoplamiento que se ha postulado para 

las síntesis de GOGAT y GS. 
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Nota ·confirmatoria·: 

Durante el periodo de escritura de esta tesis se construy6 un 

plásmido que incluye 2md de DNA cromosomal. Este DNA cromosomal va desde 

un sitio de Hpa I localizado 200 pb, mas próximo a las colas de A/T del -

pELG9 que el sitio de Hind III mas próximo a estas, hasta otro sitio de -

Hpa I a aproximadamente el 80% del gen para la subunidad pesada de GOGAT. 

Este nuevo plásmido llamado pHpa2 produce en minicélulas una proteína de 

aproximadamente 110 QOO d. de peso molecular la cual solo puede ser tranE_ 

crita a partir del promotor de la subunidad pesada. Ya que el pIB no --­

lleva este promotor completo mientras que el pIIpa2 al parecer si, esto -­

apoya la localización del promotor en los doscientos pares de bases coro-­

prendidos entre los sitios de Hind III y HpaI mas próximos a las colas de 

de A/T (Fig. 11). 
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FIGURA 1 

l [2-0XOGLUTARATO + NH: ] 

2-0XOGLUTARATO + L-GLUTAMINA 
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FIGURA 2 
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FIGURA 3 

+ + + 
2-oxoglutarato + NADPH + H + NH

4 
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+ + ' + NH
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+ 2-oxoglutarato + ATP + NADPH + H ---? L-glutamato + NADP + ADP 

+ Pi 
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Fig. 7 

----

Digestiones del pELG9: l. Ava 1; 2. Bst EII, 3. Cla I, 
4. Eco RI, 5. Hind III, 7. Hinc II, S:-Hpa I, 9. Pst I, 
10. Pun II, 11. pELG9 linearizado, 6. marcados de peso 
molecular: )../Eco RI + pBR 14 (1.55 MD) • pBR 14. 
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l. Col EI/Bst EII, 2. Col EI/Bst EIT + Eco RI 
3. Col EI/Bst EII + Pst I; 4.A /Eco RI, --
5. pELG9/Bst EII, 6. pELG9/Bst EII + Bgl II, 
7. pELG9/Bst EII + Pst I; B:-PELG9/Bst EII + 
Eco RI. 

----- ------

Fig.9 
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)' .• >/Eco RI, 2. pELG9/Bst EII, 3. pELG9/ 
Hind III, 4. pELG9/Hind III + ~ EII, 
5. SV40/Hind III. --
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Productos en minicélulas codificados por los siguie~ 
tes plásmidos: l. pBR 322, 2. pELG9, 3. pH3, 4. pIB, 
5. pB2, 6. pHpa 2. 

Fig.11 
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---

Unión a RNA polirnerasa y controles: l. pIB/Hinc II + 
Hind III + Bgl II, 2. pIB + Hinc II _ Hind III, 3. pI8 + 
Hinc II + Hind III (fragmentos unidos por RNA pol.), 
4. SV40/Hind III. 

Fig. 13 
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