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RESUMEN

En esta tesis se presenta un mapeo de restriccién del plésmi
do pPELG 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 transcribeﬁ en el mismo sentido a par-
tir de prdmotores distintos precediendo el de la subunidad pesada al de

la ligera. Se restringe la localizacién del promotor de la subunidad --
pesada a uné'regién menor a 500 pares de bases. En la discusidén se plan

tean enfoques experimentales para el andlisis de la regulacidén del siste

ma de GOGAT.




INTRODUCCION :

En la atmbsfera se encuentran grandes cantidades de nitrbgeno molecu-
lar ( aprox. 78% ); es un compuesto inerte que solamente puede ser usado por
algunos microorganismos como son las bacterias fijadoras de nitrc')geno y al-
gunas algas verde-azul. Por esta razdn la gran rhayoria de los organismos
vivientes obtienen el nitrdogeno en forma combinada como amonio, nitritos', ni-
tratos y afin compuestos més complejos como son los aminoacidos (1). Enes-
te contexto se pueden reconocer dos procesos importantes en el metabolismo
del nitrogemo: |

1) La asimilacidn de este elemento a partir de los compuestos disponi--
bles en el medio en donde la forma de asimilacion dependeréa del organismo en
cuestion y

2), Su utilizacidn en la biosintesis de los compuestos nitrogenados necesa
rios para la supervivencia de ese organismo.

Desde hace ya algunos afios se reconocieron a los aminoacidos glutamato
yglutamina como fundamentales en la asimilacidon y biosintesis de compuestos
nitrogenados, ya que actlian como donadores de nitrdgeno en las reacciones
biosintéticas. Al glutamato se le reconoce como donador prirnario del gr\i-
po amino para la sintesis de aminoicidos principalmente por la via de la
transaminacion, en cuanto a la glutamina se sabe que puede donar su grupo

‘amido para la biosintesis de aminoacidos, purinas, pirimidinas, aminoazfi-

cares y ofros compuestos.




En los procariotes es donde méas se ha érofundizédo en el estudio de la
formacibn de estos dos aminoacidos y en la distribucidn del nitrdgeno en la
célula a partir de ellos. Por lo tanto, en el caso que ahora nos ocupa, tra-
taremos esencialmente de la formacidn 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 nitrdgeno, para crecer en
un medio minimo. En estas condiciones, el metabolismo intermediario fun-
ciona principalmente con los grupos nitrogenados que provienen de glutamato
.')" de glutamina. La formacidn de glutamato procede esencialmente por 3 vi-
as, dependiendo de la forma en las que se encuentreﬁ los dtomos de carbono
y nitrogeno en el medio; estas vias son:

1) La que utiliza 2—oxog1utafato en reacciones_enzimaéaticas diferentes de
la transaminacidn como son:

a) A partir de amonio y 2-oxoglutarato, reaccidn catalizada por la en-
zima deshidrogenasa glutimica ( L-glutamato: NADP+ Oxido reductasa; ECI1.
4.1.4.) (GDH ).

L.a reaccidn catalizada es:

°

NADPH + ot Nnappt
“~— GDH—"

2-OXOGLUTARATO + NH, " - > L-GLUTAMATO + HyO




b) A partir de 2-oxoglutarato y L-glutamina, reaccidn catalizada por
la enzima glutamato sintasa ( L-glutamato: NADP' oxido reductasa, EC 1.
4.13.) ( GOGAT) en forma acoplada con la reaccidn dependiente de ATP que
es catalizada por la enzima glutamino sintetasa. La reaccidn catalizada por
la GOGAT es la siguiente:
' + +
NADPH + H NADP

GOGAT
2-OXOGLUTARATO + L-GLUTAMINA ——— 2 L-GLUTAMATO + H90

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

por transaminacibn; la reaccion general es:

R-CHNH,-COOH R-CO~-COOH
(aminoéacido) - . ' (-*-cetoacido)
+ 4 +
COOH-CO- CH,-CH,-COOH < COOH- CHNH, - CHy~CHy
(2-oxoglutarato) . COOH

(L-glutamato)
3) A partir de atomos de carbono y de nitrogeno derivados de la degrada-
cibn de 6tros aminoicidos.
En otros microorganismos se han observado también reacciones cataliza-
das por deshidrogenasas glutamicas pero que ;Jtilizan NADH y éstas parecen
estar involucradas en procesos catabblicos ( desaminacidén oxidativa) mien-

tras que las enzimas dependientes de NADPH realizan:principalmente la fun-




‘cibn biosintética ( aminacidn reductiva) del glutamato. En las enterocbacte-
rias se ha descrito solamente la GDH biosintética.

La formacidn de glutamina se realiza por una sola via mediante la reac~-
cibn catalizada por la enzima glutamino sintetasa ( L-glutamato: amonio-li~
gasa, EC6.3.1.2.) ( GS ). La informacidn que se tiene sobre esta enzima
es muy amplia y se sabe que estid sujeta a varias formas de regulacioén 10. que
implica un riguroso control celular sobre la concentracidn y actividad de la
GS. La reaccidn que cataliza es la siguiente (2):

' ATP ADP + Pi

Gs
L-GLUTAMATO + NH," ————— L-GLUTAMINA

En‘mla figura 1 se esquematizan las formas de incorporacién del amonio a .
moléculas organicas y las tres principales vias de formacidn del glutamato
para llegar a la biosintesis de glutamina.

Puede observarse que la asiinilaci’on de amonio y su utilizacidén para la
formacidon de glutamato en las enterobactei'ias estad controlada por las tres en
zimas antes mencionadas: GDH, GOGAT y GS y la relacidon 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-

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

la GOGAT de Escherichia coli K-12.
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Ha s_ido descrito por varios autores que el mecanismo primario para' la
s_in’-cé“sis de amino&cidos a partir de amonio y metabolitos intermedios, es
realizado por la GDH; o bien, en aquellos organismos que carecen de esta
enzima, por algunas deshidrogenasas de aminoacidos anilogas como la alani
no deshidrogenasa. Sin embargo, Tempest y colaboradores (3), realizaron
observaciones que apuntabah hacia una via alternativa de la asimilacidn del
amonio en las bacterias. Estas observaciones son las siguientes: a) mutan-

tes de Bacillus subtilis que habian perdido tanto alanino deshidrogenasa co-

mo la deshidrogenasa glutamica eran alin capaces de asimilar amonio y cre-
cer en medio minimo. b) la sintesis de deshidrogenasa glutamica en Kleb-

siella aerogenes podia sef reprimida casi totalmente sin afectar la capacidad

de estos microorgénismos de asimilar a'monio y crecer en medio minimo-.
Una investigacion detallada de este hecho reveld la existencia de una en
zima que utilizaba glutamina para sintetiéar glutamato y que era desconoci-
da hasta entonces.
Se establecid claramente que la sintesis de glutamato, en cultivos de

Klebsiella aerogenes limitados de amonio, podia efectuarse por un procéso

que involucraba dos etapas; primero la sintesis de glutamina donde se utiliza
una molécula de ATP y'luego la transferencia reductiva del grupo amido a

la posicidon 2 de 2-oxoglutarato, forméandose asi dos moléculas de glutamato,
en esta reaccidtn se consume NADPH.

De esta manera las reacciones de formacion de glutamato via glutamina-

y la reaccidn catalizada por la GDH, son casi idénticas con la excepcion del
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gasto de una molécula de ATP; las reacciones correspondientes se pueden ob
servar en la figura 3.

'Actualmente se reconoce que la reaccidn 1 de la formacibn de glutamato
por la via GS-GOGAT esta catalizada por la glutamino sintetasa y que la
reaccidbn 2 es catalizada por la glutamato sintasa.

Tempest y col. (3) realizaron un estudio del contenido y distribucidn de
GOGAT y GDH en varias especies de baqterias y levaduras encontrando que,
mientras la GDH estaba ampliamente distribuida, la formacidon de glutamato
por la GOGAT solo se maqﬂestb en los procariotes. Esto incluye a los orga
nismos {ijadores de nitrbgeno, varias especies de algas azul-verdes, algunos
anaerobios, bacterias termofilicas y criofilicas.

En el caso delos microorganismos fijadores de nitrbgeno se conoce qlie
el amonio el el producto primario del proceso de fijacidn y que este metabo-
lito es un potente inhibidor y posible represor de la nitrogenasa, entonces
para que los organismos continfien fijando el nitrdgeno debe existir alghn me ‘
canismo para eliminar eficientemente el amonio tan pronto como es formado.
Algunos autores han planteado la posibilidad de que la GOGAT, presente en
estos organismos funcione inicialmente para eliminar el amonio que se es-
ta formando (4).

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

ciertos organismos eucariotes tales como Schizosaccharomyces y Neurospora

crassa (17). En las plantas se sabe que las dos enzimas importantes para la

sintesis de glutamina y para la transferencia de su nitrbgeno amido a otros
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aminoacidos son la glutamino sintetasa_.y la glutamato sintasa respectivamen-
te Estas dos enzimas se han aislado, encontrandose a la glutafnino sintetasa
tanto en el citosol como en los plastidos, a diferencia de la glutamato sintasa

que sbdlo esta presente en los plastidos (17).

Los estudios biogimicos acerca de la GOGAT de Escherichia coli, son amp
lios y han éido realizados por varios autores (5-7), a partir de la purificacién
a homogeneidad de la enzima. ILa Comision de Enzimas de la Unidn Internacio-
nal d‘e Bioquimica estuvo de acuerdo con el nombre de glutamato sintasa ya que .
la énizima cataliza la sintesis de glutamato pero no utiliza ATP, las siglas de
GOGAT provienen de "glutamino (amido): 2-oxoglutarato amino transfera'sa :
(oxido reductasa NADP )", nombre sugerido inicialmente por Tempest (3).

Se sabe que la GOGAT es una flavoproteina que contiene 7.8 moles de fla-
vina, 38.4 moles de hierro y 30.4 moleé de azufre por cada 800,000 gr. de
proteina; tiene un coeficiente de sedimentacidon de 20 S. Se le determind un pe-
so molecular de 800,000 d. por equilibrio de sedimentacidon y filtracibn en gell.
El espectro de absorcidon es maximo a 278 nm. y 440 nm. Por espectros de
absorcidn y de resonancia electrdnica paramagnetica del NADPH reducido se
sugiere la formacidn de un intermediario flavina semiquinona estable. La
proteina pura migra como banda fmica‘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 polipéptidos de 135,000 d. y 53,000 d. de peso molecular en electrofore-

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

" dos subunidades diferentes.




Las Km's aparentes para NADPH, 2-oxoglutarato y L-glutamina son 7.'}L&M
7.3m y 250uM respectivamente. Seghn Miller (5), se puede mantener la enzi-
nia' pura a -80°C en preseﬁcia de 2-oxoglutarato y EDTA por mas de un afio
conservando su actividad total. El pH optimo es de 7.6 y entre los mas poten-
tes inhibidores de la actividad de la enzima estan L-aspartato, L-metionina,
D-glutamatovy NADP+.

Se han aislado la subunidad pesada y la subunidad ligera de la COGAT de

Escherichia coli, y las caracteristicas que presentan difieren de otras amido-

transferasas conocidas. Se establecid que es en la subunidad pesada donde se
une la glutamina para la formacidn de glutamato: esta actividad es dependiente
de las flavinas y del Fe-S contenidos también en esta subunidad, aparentemen-
te es necesaria una cisteina para la uniéﬁ de la glutamina, en esta ‘subunidad se
determin® una actividad de glutaminasa (6, 7). Para la subunidad ligera, se ob-
servd que también podia formar glutamato pero a partir de amonio, en reaccidn
similar a la de GDH. Pudiera pensarse que la deshidrogénasa glutamica y la
subunidad ligera de GOGAT son la misma proteina pero esta posibilidad queda
descartada ante la falta de reaccidn cruzada entre los anticuerpos anti-GDH y
la subunidad ligera de GOGAT (8).

El mecanismo por el cual forman glutamato ambas subunidades es diferen-
te seghn el resultado de la utilizacidn del NADPH (7). La actividad dependient‘e
de glutamina es inhibida por una clorocetona y por metionina sulfoximina, am-
bos compuestos andlogos de la glutamina. Sin embargo, estas sustancias no

inhiben la formacidn de glutamato dependiente de amonio y esta itima activi--




dad se ve inhibida por ditionitosoédico.
Poco se conoce sobre la regulacion de la formacidn de la GOGAT (2). En

trabajos realizados con Klebsiella aerogenes, se observan algunas contradiccio

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

de amonio (8) réspecto 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 més bajo en cé&lulas crecidas en condiciones limitantes de‘amo-
nio que en exceso de éste (9). Brenchley y col. (10), reportaron en un exten-

so estudio realizado con S.typhimurium, la existencia de altos niveles de

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

" de amonio a pesar de la presencia de glutamato y glutamina. Sin embargo, se
encontrd una éctividad baja en cultivos crecidos con caldo nutritivo o en me- .
dio con glucosa y amonio suplementados con aspartato o con una combinacidn
de amino&cidos que inhiben la actividad de la glutamino sintetasa.

Se ha reportado también que la adicion de cAMP a mu’.cantes 9_3.'3‘.- de E. coli
bajan el nivel de GOGAT haciendo disminuir también la velocidad de creci--
miento. En otro estudio, L.a Pointe (11), reporta un increﬁento de cinco ve-
ces en el nivel de GOGAT, en cepas de E. coli con una mutacidon 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 veia
reducida. En este caso, los niveles de glutamino sintetasa se incrementaron
50 veces lo cual podia alterar el nivel intracelular de glutamina. De estos da-

tos se ha concluido que la formacidon de GOGAT esta regulada aunque no ha
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sido posible establecer el mecanismo de esta regulacidn (2).

'Sobre la genética de la formacidn de la GOGAT, se han descrito cepas mu-

térites en K, r:neumoniae,'_Ig_: aerogenes, E. coliy S. typhimurium. Estas mu-
tantes sin incapaces de crecer en medio minimo con glucosa conteniendo una
baja concentracidon de amonio o una variedad de compuestos nitrogenados co-
mo finica fuente de nitrdbgend. Estas cepas fueron descritas originalmente co-
mo Asm” o negativas para la asimilacidn de amonio (4).

El locus genético involucrado en la biosintesis de GOGAT, denominado
gltB, se repotd originaimente unido al locus malP Q. Sin embargo, Pahel
y col. (lé) han relocalizado este locus (gltB) en la cercania del gene argG (min-
68 ), en el cromosoma de E. coli. Tyler ha propuesto (2) que el fenotipo
Asm podia resultar de mutaciones en cﬁalquiera de dos genes estructurales
ya que la GOGAT estd formada por dos subunidades diferentes, o bien que es-
te fenotipo resultara también de alteraciones en una o méas proteinas regula-
torias. Sin embargo, no se han reportado cepas Asm que pierdan la activi-
dad de GOGAT por una mutacidn no ligada a argG lo que sugiere que, los ge-
nes para ambas subunidades estén‘ 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
plésrriidos se han aislado a partir de un banco de génes de E. coli (14). Es-

to ha abierto la posibilidad de estudiar la organizacidn fisica, transcripcidon

in vitro, expresidon en multicopia y regulacidon de estos genes.

——
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Los plasmidos aislados son pACR1l, que complementa la mutacidon glnA20
de la cepa MX705 que es auxbdtrofa para glutamina, pRSPi y pRSP20 que com-

plementan las mutaciones'gdhl y gltB3l. respectivamente de la cepa PA340.

Celulas de esta cepa conteniendo estos dos plasmidos por separado, pierden
ahora la auxotrofia por glutamato. En el caso de la MX729 ( PA340/pRSP1 )
se detecta actividad de GDH pero no de GOGAT y en el caso de la cepa MX730
( PA340/ pRSP20 ) se tiene ahora actividad de GOGAT pero no de GDH (13).
También se ha demostrado que estos plasmidos contienen los genes que c‘o—

difican para estas enzimas.




ANTECEDENTES:

En nuestro grupo se ha continuado el estudio de éstos plasmidos. Como
parte:de la caracterizacidn del plasmido pRSP20 se hicieron las s.iguientes
observaciones que en seguida se mencionan porque constituyen los anteceden-
tes relevantes de la presente fesis:

1) Lo primero que se hizo fué demostrar que el plasmido pRSP20, derivado
de Col El, efectivamente contiene los genes para las 2 subunidades de Gb .
GAT. las evidencias para ésto SOI"I, primero, el hecho de que este plasmido
complementa efectivamente a la mutacidn gltB31l de la cepa PA340 para ad-
quisicidbn 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 alin es el hecho de que el sistema de minicélulas, que permite
ver las proteinas codificadas por un plasmido, muestra, para minicélulas
conteniendo el pRSP20, "la aparicidon de dos nuevos polipéptidos. cuando se
compara con el patrdon de polipéptidos obtenido con rninicélulas conteniendo
Col El1, cuyas migraciones en electroforesis en dos dimensiones (O' Farrel)
son idénticas a las de las dos subunidades de GOGAT (16).

Por iltimo se demostrd que estos dos polipéptidos codificados por el
plasmido eran reconocidos antigénicamente por suero anti-GOGAT purific'a—-
do, demostrandose con ello que éstos corresponden a las dos subunidades de
la enzima (1 6.).

2) Se localizaron los sitios de reconocimiento que existian en el plasmido

pRSP20 para las enzimas de restriccidtn méas usuales. (figura 4). EIl mapeo
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de estos sitios sirvid para posteriormente construir plasmidos derivados
conteniendo porciones menores de la regidon del DNA cromosomal, conte-
nida en este plasmido. Sin embargo durante estos experimentos de subclo-
nacidn svrgieron: datos que demostraban inconsistencias en el mapa de res-
triccidon del pRSP20. Este mapa preliminar fué establecio usando DNA del

fago 7. digerido con EcoR1 como marcador del peso molecular. Desgracia-

daménte los pesos de estos marcadores estan un poco fuera del rango con~...°
veniente para este mapeo y por tanto el mapa resultd poco preciso.

Cabe mencionar que en ese mapa existe una regidon de 6 md. sobre la cual
no hay ningﬁn sitio de restriccidn localizado, ademaéas, considerando el ta-
maifo del Col El, el mapa indicaba que el sitio de restriccibn méas prodximo
a una de las uniones Col E1-DNA cromosomal era uno para la enzima --
Hind 111, localizado aproximadamente a 2.5 md. del probable sitio de esta u-
nidon, donde se encontrarian las colas de A/T. Asimismo, como se puede
ver en el mapa, no se prec‘isaba el orden de 3 de los fragmentos de Hind 111
aunque se sabia a qué regidn del plasmido pertenecian.

Por Gltimo,de este mapa original se desprende el hecho de que el DNA
cromosomal clonado pesa 8 md, es decir 5 md. méas que lo necesario para
codificar las dos subiinidades de GOGAT (3.5 md.).

3) A partir del pRSP20 se construyeron distintos plasmidos derivados que CO_Ii
tienen partes del DNA cromosomal clonado en el pRSP20 los cuales se ven

en la figura 5. (18).

Conviene mencionar que el plasmido pELG4 en el cual el pequefio fragmen-




14.

to de Eco Rl de 0.5 md del pRSP20 fué sustituido por el plasmido pBR328
(19), digerido con Eco R1, produce en el sistema de minicélulas una sub-
unidad ligera de un tamaio distinto y la cual es obviamente no funcional.
Este plasmido no complementa a la mutacion gliB31 de la cepa PA340,

El plasmido pELG2 que contiene la regidon de DNA cromosomal compren-
dida entre los sitios de Bgl 11 a Sal 1, codifica una subunidad ligera normal
y ninglin polipéptido detectable en minicélulas que pudiera derivarse de la
subunidad pesada.

El plasmido pELGS que es la subclonacidon del fragmento mayor de Pst 1
en el sitio de Pst 1 del pBR327 (19), contiene el origen de replicacidn del
pBR327 en sentido contrario al del Col El, el cual atin esta presente._ Ade-
méas de conferir res istencia a colicina, confiere resistencia a tetraciclina
y ha perdido la capacidad de conferir resistencia a ampicilina, propia del
pBR327. Este pi’asmido produce en minic&lulas una subunidad pesada inte-
gra pero ningln polipéptido que pudiera provenir de una subunidad ligera mo-
dificada. Extrafamente este plasmido tampoco complementa la mutacidn
gltB31 de la cepa PA340.

Los experimentos de:complementacidn y de minicélulas en los plasmi-
dos antes mencionados y el hecho de que la cepa PA340 no produce antigeno
que cruce con suero anti~-GOGAT purificado, se oponen a considerar a los
genes de las dos subunidades como constituyentes de un operdn clasico y

sugieren tres posibilidades:

a) que constituyan un operbdn divergente y




b) que tengan promotores independientes pero respondiendo a una regulacién

comfin o coordinada.

c) que exista in vivo un solo promotor principal funcional para ambas subuni-.

dades pero haya uno secundario para la subunidad ligera.

15.
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OBJETIVOS:

"En virtud de los antecedentes anteriores, se plantearon los siguientes ob-

jetivos experimentales, los cuales constituyen el motivo de esta tésis,

a) Hacer un mapeo de restriccidn mas exacto del pELG9.

b) Determinar la direccidon de la transcripcidn del gene que codifica para la
subunidad pesada de GOGAT. |

¢) Determinar la localizacibn del promotof para este gene en este plasmido.

El pELG9 resulta mas adecuado para hacer un raapeo de los sitios de res-
triccidbn en esta regidn que el pRSP20, ya que su tamafio es menor, y la presen
cia del pBR327 proporciona una gran cantidad de sitios de restriccidn conocidos
y localizados que sirven como referencia para el mapeo de los sitios descono-
cidos de la regibn de DNA cromosomal.’

El determinar la direccidn de transcripcidn del gene que codifica para la
subunidad pesada ayudari para distinguir entre los posibles modelos de regu-
lacion.

Por tiltimo, la localizacidn del promotor es esencial para poder:analizar
qué clase de promotor es y si existen algunas otras regiones de control im-
portantes. También posibilita el hacer una fusidn de este promotor con algin
otro gene cuyo producto sea facilmente cuantificable y no relacionado con
GOGAT para poder llevar a cabo experimentos tendientes a entender la regu-.

lacibén de esta enzima.



MATERIALES Y METODOS

A, éépas Bacterianas

:Los genotipos de las cépas bacterianas usada en este trabajo se enlistan
en la tabla 1. La cepa PA340 de E. coli es la misma cepa CB100 del labo-
ratorio de B. D, Sanwall con la cual Berberich (1972) (20) demostrd que am-
bas mutaciones, _g_cj_}ly_g_l_j:_}i; son necesarias para construir una cepa auxdtro-
fa de glutamato. L.a 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 construccidn del banco de .genes (14).

B. Medios y Condiciones de Crecimiento.

1) Caldo Luria.
Fl caldo luria (21), modificado por lé omisibn de glucosa, se usd como
medio rico: Bacto-triptona (Difco) al 1.0%, extracto de levadura (Difco) al
0.5%, Na Cl al 1.0%, NaOH 2.5mM.
2) Medio Minimo NN,
Para los experimentos de complementacidn se usd medio minimo NN:
SO, 2.61 g/1, Mgsc54.7I{

KH,PO, 13.6g/1, K 0 0.2 g/1, CaCl, 0.01 g/1,

2 2

FeSO4.5H2O 0.0005 g/1, ajustar el pH a 7.4 con KOH 10N (aproximadamen-

te 10ml1/1), 10 ml/1 de glucosa al 20%, N_H4C1 15mM, afadir los requerimien

tos de la cepa particular.
La glucosa y el NH4C1 se esterilizan en solucidn por separado y se afia-
den a la mezcla de sales ya estériles. Aifiadir finalmente los requerimien- .

tos de la cepa ya estériles.

17.




La glucosa y el NH4CI se esterilizan en solucidn por separa
“do y se afiaden a la mezcla de sales ya estériles. Afadir f£inalmente los

requerimientos de la cepa ya estériles.

a) Para el medio minimo NN y luria s6lidos, se ahadibé agar (Difco)

a una concentracién final de 1.5%.

Cuando fue necesario, se anadieron antibidéticos al medio s&-
. 1lido en las siguientes concentraciones: estreptomicina (Sm) 200 W g/ml,

ampicilina (Ap) 100 g/ml, tetraciclina (Tc) 30 Hg/ml.

3} Medio Minimo M9

Para la purificacién de pldsmido y para crecer la cepa pro—-
ductora de minicélulas P678-54, se utilizdé el medio mfnimo M9: 10 ml/)
de MgSO4 0.1M, 10 ml/1 de Cacl2 0.01M, 4 g de casaminodcidos (digerido -
pancredtico de caseina) (Difco), 100 ml/l de sales 10X, requerimientos -

de la cepa.

Esterilizar por separado en el autoclave los reguerimientos

de la cepa y las sales 10X (por litro: 132 g de NaZHPO44-7H20 6 70 g de
NazHPO4, 30 g de KH2PO4, 5 g de NaCl, 10 g de NH4C1).
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-glutdmico al 0.5%,

4; vitamina Bl al 0.1%, 0.2.




b) - €S .520: DL-triptofano al 0.5%, 10; L-metionina al 0.5%, 3.5; -

'glicina al 2%, 5 vitamina B, al 0.1%, 0.2,

1
‘c) P678-54: IL~treonina al 0.5%, 10; L-leucina al 1%, 5; vitamina

Bl al 0.1%, 0.2.

5) = Todas las incubaciones se efectuaron a 37°C, con agitacién para los

medios liquidos (200 rpm) .,

€. Purificacién de DNA de Pldsmido

La extraccidén y purificacidn de pldsmido se efectud por el --
método descrito por Betlach y col. (1976) (22), después de amplificar el

cultivo en fase logaritmica por la adicidn de cloranfenicol (23).

Para un litro de cultivo:

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

2. »afadir 5 ml de este cultivo a un litro de medio minimo M9

3. El cultivo se incuba a 37°C con aereacién hasta alcanzar una --—
densidad de 4-5 x 108 células/ml (35-50 unidades klett, filtro
rojo). Anadir entonces cloranfenicol (170 a 200 g/ml) para am-—
plificar el pladsmido (es necesario gue se afiada antes de que el
cultivo llegue a la fase estacionaria). Continuar la agitacién
por 16 + 2 horas. ‘

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

horas (preferentemente no mas de tres).

5. Centrifugar: rotor CSA o GS-3 (Sorvall), 7000 rpm, 15 min. 4°C
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Decantar y congelar el sedimento celular (puede usarse etanol-
hielo seco para una congelacién rdpida). Lavar el sedimento -~
con NaCl al‘0.85% v centrifugar nuevamente en iguales condicio
nes.

Resuspender el sedimento celular en 10 ml de sacarosa al 25% -
en Tris HCl 50 mM pH = 8, EDTA.Na, 1 mM 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 c&lulas en este paso).

Anadir 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/ml en Tris HC1l 0,025 M pH = 8), 0.1l ml de RNAasa
(10 mg/ml en.acetato de sodio 0,1M, EDTA 3,3 x 10—5 M pH - 5,.

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

La lisozima y la RNAasa deben guardarse a -20°C en pequehas —-

alicuotas.

Mezclar suavemente y dejar reposar en hielo durante 15 min, --
(En este paso las células se convierten en esferoplastos).

Afadir 3 ml de mezcla litica de tritdn 3X (3 ml de tritén X-100
al 10%, 75 ml de EDTA 0,25 M pH = 8, 15 ml de Tris HCl 1 M -
pH = 8, 7 ml de Hzo; guardar a 4°C). Mezclar suavemente y man-

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

‘Llenar los tubos con agua (aproximadamente 2Q ml) y agitar sua-

vemente (el agua hace a la solucién de sacarosa menos densa gque

el fenol),




11.

12.

13.

14,

15.

l6.

17.

18.

Centrifugar: rotor SS-34 (Sorvall), 16 000 xpm, 4°C, 30 min.
Decantar el sobrenadante en una probeta de plastico (el DNA se
pega al vidrio) inmediatamente después de terminada la centrifu
gacién (el sobrenadante no debe llevarse nada de los restos ce-
lulares, pues gran parte del DNA cromosomal se queda ahi). Ano
tar el volumen y pasarlo a una botella de pldstico de 250 ml.
Afiadir un volumen de fenol saturado frio (saturar el fénol bi--
destilado en presencia de Zn°en un volumen iéual de Tris-HC1 -~
50 mM pH = 7.5, 100 mM de NaCl; equilibrar unas 12 horas con --
agitacidén a 4°C). Mezclar. Afladir igual volumen de cloroformo.
Mezclar,

Centrifugar: rotor HS-4 (Sorvall), 6 500 rpm, 4°C, 10 min. Re-r
mover la fase acuosa (superior) a otra botella de 250 ml {no ~-
llevarse nada de la pelicula de proteinas desnaturalizadas que
aparecen en la interfase).

Ahadir un volumen de cloroformo. Mezclar y centrxifugar nueva--
mente (rotor HS-4, 6 500 rpm, 4°C, 15 min.).

Afiadir 1/30 - 1/25. del volumen de NaCl 5 M a la fase acuosa y -
2.5 volimenes de_etanol absoluto enfriado a -20°C. Mezclar y -
dejar reposar a -20°C una hora o mias (esto precipita el DNA).
Centrifugar: rotoxr HS-4 (Soxvall), 7 000 rpm, -5°C, 30 min. --
Descartar el sobrenadante y secar el exceso de liguido en la --
botella con una suave corriente de aire.

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

50 mM, NaCl 500mM, NaN31 mM, EDTA 1 mM, pH = 8). Afiadir 1 ml -

de glicerol estéril al 80% y mezclar suavemente.




19.

20.

21.

22.

23.

24.

Colocar la suspensidn en una columna de A -50 (particulas de gel
de agarosa para cromatografia poxr f£iltracidén, Bio-Rad) de -
2 x 35 cm. Buffer de corrida: A -50. Colectar en fracciones
de 4 ml a temperatura ambiente.

Determinar la densidad &ptica (D.0.) a 260 nanémetros (nm) de -
longitud de onda de cada fraccién. E1 DNA del plésmidq dgbe en
contrarse en los primeros cuarenta tubos, usualmente entre los
tubos 15 y 25. (1 D.C. = 50 g de DNA/ml).

Juntar ias fracciones que céntienen DNA de plasmido (primer pico
el DNA cromosomal sale después en un pico miAs amplio). Ahadir -
?.5 voliumenes de etanol enfriado a -20°C y dejar precipitar por
una hora o m3s a esa temperatura. Centrifugar: rotor HS-4 -
(Soxvall), 6.500 rpm, -5°C, 60 min.

Decantar el sobrenadante. Secar los tubos con aire. Calcular -
la cantidad aproximada de DNA por absorbanéia.

Resuspender el precipitado de DNA en 2.1 ﬁl de buffer TEN (Tris
HC1 10 mM, EDTA 1 mM, NaCl 10mM, pH = 8) por cada 560 g de DNA.
Centrifugar la solucidn en un gradiente isopficnico a eqguilibrio

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 superenrxolla
do, El PAI es menos denso que el DNA, de tal manera que la for-

ma lineal adquiere una densidad menor relativa al DNA de plasmi-

do cerrado covalentemente (pl&smido superenrollado).




~ Preparacidén del gradiente CsCl/PdI

Colocar en tubos de nitrocelulosa de 5 ml:

a)

b)

c)

d)

25.

2.2 g de CsCl (s6lido)

2.1 ml de DNA disuelto en TEN (cada tubo no debe contener mis de
500 g de DNA. Disolver. A pértir de este paso todo debe hacer
se en la oscuridad, ya que el PdI en presencia de luz visible ~-
ocasiona rupturas al DNA.

Agregar 150 1 de PAI (2 mg/ml en Hzo). Mgzclar.

Agregar 2.3 ml de aciete mineral. Balancear los tubos, en éus -
respectivas camisas, con aceite mineral (cuidar de no escurrir -

aceite dentxo de las camisas).

Centrifugar: rotor SW 50.1 (Beckman), 38 000 rpm, 20 horas, 20°C

Picar el tubo y recolectar la solucidn

El DNA en el gradiente es visible a la luz ultraviolefa, uv, de
bido a que el PAI fluoresce. Aparecen dos bandas principales:

la superior corresponde al DNA cromosomal (roto) y a pl&smido -
roto (lineal o circular relajado), la inferior corresponde al -
DNA de plésmido superenrollado. A veces aparece una tenue ban-
da intermedia que corresponde a los intermediarios de replica--

cién del pl&smido.

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

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

de plastico,
e




26.

27.

28,

29.

30.

31.

32.

Usar una colunna de intercambio ifnico (catidnico) (Dowex AG ==~
50W-X8 BiofRad; esta resina es preciclada por tratamiento con --
base, NaOH 1N, neutralizada con agua bidestilada y almacenada a

4°C en Tris-HC1l 0.1 M, NaCl 0.5 M, EDTA 1 nM, NaN3 1 mM, pH = 8)
para eliminar el PdI. Se colocan 2-3.ml de resina en una peque-
ha columna y se equilibran con 10 ml de buffer de resina Dowex -
(Txis-HCl 50 mM, NaCl 1M, EDTA 1 mM, pH = 8) por cada ml de resi
na. |

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

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

P31 se mover& répidaﬁente a través de la columna).

Lavar con 2-3 ml de buffer Dowex el DNA remanente en la columna.
Checar con luz UV si todo el PAI ha sido eliminado de la solucidn
de DNA. De no ser asi, pasar el eluido nuevamente a través de ——
otra columna con resina Dowes (o remover la parte superior de la
resina usada, la cual estaria roja, y pasar el DNA sobre la misma
columna de nuevo).

Dializar el DNA contra 4 litros de buffer Te (Tris-HC1l 10 mM, --
EDTA 1 MM, pH = 8) por 6-8 horas a 4°C. Repetir dos veces mis .
Remover el DNA de las bolsas de didlisis y precipitar con 1/25 de
volumen de NaCl 5 M y 2.5 vollmenes de etanol enfriado a -20°C.
Dejarlo por lo menos una hora a esa temperatura.

Centrifugar: rotor HS-4 (Sorvall), 6 500 rpm, 60 min., —-5°C.
Resuspender en 0.5 - 1 ml de buffer TE o TEN. Determinar la -~

D.O. a 260 nu: de longitud de onda para conocer la concentracidn

de DNA (1-2 mg de DNA por litro, dgeneralmente). Guardar a -~20°C.




D. Enzimas

1) Enzimas de Restriccidén

Todas las enzimas de restriccidn usadas en este trabajo se pre
pararon conforme al m&todo de Greene y col. (1978) (24). Las condiciones

de reaccidn fueron las siguientes (Bolivar y col., 1977).

A la mezcla de reaccidn se le adiciondé 1/10 del volumen de --
buffer 10X adecuado para cada enzima. Dependiendo de la actividad enzima-
tica se eligid la cantidad adecuada de enzima péra cada mezcla de reaccidn
(nunca se usd un volﬁmen de enzima mayor al del buffer 10X). Las reaccio
nes se inéubaron a 30°C en el caso de Pst y a 37°C para las demis enzimas,
el tiempo suficiente para que la reaccidn fuera completa (las digestiones

se checaron en geles de agarosa al 1%).

Las enzimas se inactivaron por calentamiento a 65°C durante -
10 min. o por extraccidn con un volumen igual al de la mezcla de reaccidn
de fenol saturado y otro de cloroformo (y posterior precipitacifn del DNA

con 1/25 del volumen de NaCl 5 M y 2-2.5 volimenes de etanocl frio).

Cuando se hizo necesario checar la digestidén enzimitica poxr --
corrimiento electrofor@tico en geles, la reaccidn se detuvo ahadiendo -
1/3 - 1/5 del volumen de mezcla inactivadora (urea 10 M, cianol de xileno

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

Buffers 10X:

Eco RI: Tris-HCl 1 M pH = 7,5, MgCl2 0.05 M, NP4O 0.002%.




"Sal I: Tris-HC1l 80 mM pH = 7.6, MgCl2 60 mM, ‘EDTA 2 mM, NaCl 1.5 M,

BSA (albfmina. sérica bovina) 0.5 mg/ml.

‘

Pst I, Bam HI, Bgl II: Tris-HCl1l 1 M pH = 7.5, MgCl2 0.05 M.

2) Nucleasa SI

La nucleasa SI se utilizd como lo describe Ullriche y col.
(1977) (25): se efectupo a 65°C variando el tiempo de reaccidén y la canti

dad de enzima utilizada.

3) Fragmento Grande de la Polimerasa I de DNA.

El fragmento grande de la polimerasa I de DNA de E. coli se -
obtiene siguiendo el m&todo de purificacidén de Klenow (ruptura proteoliti

ca) (26).

La reaccidén de polimerizacidn del DNA con esta fraccidn de la
polimerasa I de DNA se efectudé a 37°C en presencia de los cuatro nucledti

dos trifosfatados (NTP).

Buffer 10X:
Fosfatos de protasio 0.4 M pH = 7,5, MgCl2 60 mM. ILos NTPs (ATP, GTP,

CTP y TTP) se prepararon en Tris-HCl1 0.1 M pH = 7.5 como 10X.

4) Ligasa de DNA

La unién covalente de fragmentos de DNA se llevd a cabo en una

solucién de Tris-HCl 66 mM pH = 7.6, MgCl_ 6.6 mM, ditriotreitol 10 mM y

2
ATP 0.5 mM a 12°C durante 12-24 horas., La concentracién de la ligasa de




DNA del fago T4 y la de los fragmentos de DNA se variaron para promover

polimerizacién o circularzacidn.

Una unidad de ligasa de DNA de T4 por ml. es suficiente para
unir fragmentos de DNA (0.1 uM) con extremos cohesivos (Dugaiczyk y col.
1975) (27). Cuando se ligaron fragmentos de DNA con extremos rasos, la
concentracidn de las terminales fue al menos 0.2 M y aproximadamente se
anadieron 5 unidades de ligasa de DNA de T4 por ml a la mezcla de feaccién
(Heyneker y col., 1976) (28). Los decanucleotidos sint@ticos con el si-
tio de Egé_RI (dCCGAATTCGG) se ligaron a fragmentos de DNA con extremos:

raros como lo describen Bolivar y Backman (1979) (29).

E. Electroforesis del DNA en Geles de Agarosa

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

las condiciones descritas por Bolivar y col. (1977).

Preparacidén de la placa: se prepard agarosa (Bio-Rad) al 1%
disolviéndola por ebullicidn en buffexr Tris-Borator-EDTA (Trizma Base -~
90 mM, EDTA 2.5 mM H3BO3 90 mM, pH = 8.2). Se vacia en las placas y se

L]

deja gelificar.

Preparacién de la muestra: las muestras, conteniendo 0.2 - 0.5
g de DNA en un volumen final de 15 a 30 U1l qgue comprende, ademds, 5 1 de

mezcla inactivante, se colocan en los carriles.

Condiciones de corrimiento: la electroforesis se llevd a cabo
a 150 volts con el mismo buffer Tris-Boratos-EDTA durante una hora a tem-

peratura ambiente.




Este tipo de gel se usa para separar ffagmentos de DNA de pe-
so molecular alte (0.8 - 4 md). Para separar fragmentos pequefios de DNA
(0.015-1 md) se usan genles de poliacrilamida cuya concentracidén varia de

5 - 7.5% de acuerdo a las necesidades.

Después de terminada la electroforesis, los geles se sumergen
en una solucién de bromuro de etidio (40 Wlg/ml) (Calbiochem) y luego se -

1

iluminan con una l&mpara UV de onda corta.

Para fotografiar los geles se usd un filtro de gelatina amari
lla No. 9 Kodak Wratten y pelicula Polaroid NP tipo 55 con una cémara -—-

MP-5 Polaroid.

¥F. Transformacidn

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:

1. Crecer 30 ml de la cepa deseada en caldo luria hasta una densi--
dad celular de 4-5 x lO8 células/ml (25-30 unidades Klett, £il--

tro rojo).

-

2. Centrifugar en un tubo estéril: rotor HB-4 & SS-34 (Sorvall),
10,000 rpm 5 min., 4°C.

3. Decantar. Resuspender las células en 15 ml de NaCl 10 mM (esté
ril) frio.

4. Centrifugar: rotor HB-4 (Sorvall), 10 000 xpm, 5 min,, 4°C. --

Decantar,




5. Resuspender las c&lulas en 15 ml de CaCl2 30 mM (estéril) frio.
Dejar en hielo durante 20 - 30 min. (el Ca++ permeabiliza la --
membrana); | | -

6. Centrifugar: rotor HB-4 (Sorvall, 5 000 xpm, 5 min., 4°C. De~~
-cantar. (observar que el sedimento de las cé&lulas estd ahora -
h&svextendido).

7. Resuspender las c&lulas cuidadosamente (para no lisarlas).en 3
ml de CaCl_, 30 mM (estéril) frio.

2

8. Afadix 0.2 ml de esta suspensidn a los tubos que contienen el -
ﬁNA (0.2-2.0 g de DNA en un volumen final de 100 H1l de Cacl2 -
30 mM). '

9. bejar las células en contacto con el DNA durante 60 min. a 4°C
(en hielo).

10. Calentar los tubos a 42°C (usar un bafio maria) durante 75 segun
dos. Agregar 3 ml de luria y dejar 5 ﬁin en hielo.

11; Incubar con agitacién a 37°C durante 2-3 horas. (Esto permite
a la membrana su recuperacién y estabilizar los plismidos dentro
de la cé&lula),.

12. Platear de 0.1-0,2 ml de cada muestra en medio selectivo y dejar

crecer 12-24 horaé a 37°C,

-G,  Microensayo del DNA de Plidsmido

Este método consiste en la semipurificacién del DNA de pldsmi
do con el fin de caracterizarlo parcialmente, Generalmente se efectla en

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

res adecuados.




10.

11.

12.

13.

Crecer 3 ml de caldo luria durante 12 horas.

Transferir 1.5 ml de cultivo a un tubo eppendorf y centrifugar
3 min. en i% microcentrifuga (Brinkman, 12 000 rpm). Decantar,
agregar los 1.5 ml restantes y volver a centrifugar.

Lavar las células con 1.5 ml de NaCl 10 mM. Centrifugar, decan
.tar y congeiar el sedimento.

Resuspender las cé&lulas en 100 H1l de sacarosa al 25% en Tris-
HC1L 50 mP pH = 8 (solucibn estéril, guardarla a 4°C.

Agregar 40 Ml de EDTA 0.25 M pH = 8. Mezclar.

Agregar 80 Ul de lisozima. Mezclar suavemente., Dejar 10 min,
en hielo.

Agregar 2 Ul de RNAasa. Mezclar. ﬁejar 5 min, en hielo.
Agregar 150'ul de mezcla litica de tritén 3X. Me=zclar. Dejar
10 min. en hielo.

Agregar 200 U1l de agua estéril. Centrifugar 5 min. en la micro
centrifuga.

Sacar cuidadosamente el precipitado'mucoso con una pipeta Pas—-
teur y guardar el sobrenadante.

Agregar al sobrenadante 300 1 de fenol saturado. Agitar. BAna
dir 300 U1l de cloroformo y agitar nuevamente.

Centrifugar 1-2 min. y sacax cuidadosamentella fase acuosa (su-
perior) y pasarla a tubos Eppendorf nuevoé (evitar llevarse res
tos del precipitado de proteinas gue se forma en la interfase).
Agregar 300 ul de cloroformo. Agitar. Centrifugar 30-60 segun
dos, Descartar la fase cloroférmica (inferior). Si es necesa-
rio, eliminar el cloroformo residual por evaporacidn a 65°C con

agitacidn,




14. Precipitar el DNA agregando 1/25 del volimen de NaCl 5 M y ——
2-2.5 volimenes de etanol frio. Dejar en etanol-hielo seco du--
rante 10 min.

15. Centrifugar 10 min. (en el cuarto frio)., Decantar r&pidamente.
Resuspender en 400 nl 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 calox. Resuspender en 15-40 pl de agua o TE (estéri

les). Se obtienen de la 2 g de DNA de plésmido,

Las soluciones marcadas con asterisco son las mismas que las

utilizadas en la purificacidén de DNA de plasmido,

Modificaéiones: puede disminuirse u omitirse la cantidad de
sal utilizada en la primera precipitacidn del DNA, pues existen restos de
sal provenientes del medio de cultivo. Si el precipitado de DNA quedara
cbn sal (blanquecino) puede reprecipitarse sin agrégar mds sal. Puede -
lavarse también el precipitado final de DNA con etanol frio al 70% para
eliminar restos de sal (cuidar de no agitar mucho el tubo para no resus--

pender el DNA en la solucién de lavado).

H. Determinacién de Proteinas por el Método de Lowry (31).

Preparar las siguientes soluciones:
Solucidén A: Na2C03 al 2% en NaOH 0.1 N

Solucién B: KNaC,H O "4H,0 (tartrato de sodio y potasio) al 2% en

agua.




Solucidn C: CuSO4.5H20 al 1% en agua,

Estdndar BSA:- solucidén de albimina sérica bovina Eristalinall mg/ml.

Folin 1:3, preparar al usar: 1 yolumen de reactivo de Folin~Clocal-
teu + 2 voliimenes de H,0

Mezcla ABC, preparar al usar: 0.5 ml de C + 0.5 ml de B _ 49 ml de A.

Hacer una curva est@ndar de albimina, a la vez que se tratan
los problemas, que vaya desdé O (blanco) hasta 250 Hg/ml. Preparar en -
tubos limpios (exentos de materia orgdnica) las reacciones colorimétri--
cas correspondientes a cada punto de la curva y a cada problema. Poner -
en un tubo x ml de la solucién esté@ndar de albiimina o del problema (apro-
ximadamente 100 pl de extracto crudo de GDH), llevar a 1 ml con agua. =--
Agregar 5 ml de mezcla ABC y agitar, dejar reposar 10 min. a temperatura
ambiente. Afladir 0.5 ml del reactivo de Folin diluido y agitar, dejar -~
reposar 30 min. a temperatura ambiente, Leer a 625 nm de longitud de on-

da contra el blanco (filtro rojo).

I. Minic&lulas

La purificacién de minic&lulas se llev8 a cabo por una modifi
cacién del procedimiento de Roozen y col. (1971) 132) reportada por Meagher

y col. (1977) (33).

1. Crecer 500 ml de medio minimo M9 inoculado con una colonia, o su
equivalente de cada cepa durante 13.5 horas a 37°C con agitacidn,
en un matraz de 2 litros.

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

cantar el sobrenadante muy cuidadosamente (contiene a las minicé




lulas) sin llevarse nada del sedimento de célulés. Centrifugar
el sobrenadante a 5 000 rpm durante 20 min.

Resuspender el sedimento de minicélulas (y células contaminantes)
en 2 ml de buffer BSG (NaCl al 0.85%, KH2P04 al 0.,03%, NaZHPO4 al
0.06%, gelatina 100 ug/ml; esterilizar y enfriar) cuidadosamente
{(para no 1i§arlas).

Colocar la suspensién sobre un gradiente discontinuo de sacarosa
en un tubo Corex de 30 ml, formado por volﬁmenes_iguales de sacgj
rosa al 20, 12.5 y 5% en Tris-HCl 50 mM pH = 7,5, NaCl 100 mM, -
EDTA 0.1 mM (esterilizar y enfriar las solucioneé de sacarosa an
tes.de usarse).

Centrifugar: rotor HB—4 (Sorvall), 5 000 rpm, 4°C, 15 min. Des~
pués de esté tiempo, es posible ver una banda difusa en la parte
éuperior del gradiente que corresponde a las minicé&lulas. Tomar
la parte superior de la banda (la mitad de la banda, aproximada-
mente el volumen de 6 pipetas Pasteur) y transferirla a un tubo
Sprvall de.SO ml, anadir 10 ml de BSG,

Centrifugar a 10 000 ypm durante 15 min, a 4°C. Decantar y re—-
suspender el sedimento en 1 ml de buffer BSG y colocar ia suspen
sidn en un segundo gradiente de sacaxosa,

Centrifugar: rotor HB-4 (Sorvall), 5 000 rbm, 4°C 15 min. Se -
colecta la mitad superior de la banda (apfoximadamente 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.

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

Jlava con 10 ml de BSG.




10.

El sedimento de minicé&lulas se resuspende en 2 ml. de medio mini
mo M9 (que contendrd, en lugar de casaminodcidos, 50 g/ml de --
cada uno de los aminocdcidos, excepto metionina) (puede usarse —-
también el "medio de ensayo de metionina", Difco, adiconado de -
glucosa y sales 1l0X) y la D, O, se ajusta a 0.2 a 620 nm ———
(0.2 = 8 x lO8 minicélulas ml).

Transferir 2 ml de esta suspensién a un tubo cdrex de 15 ml y -
anadir 50 Ci/ml de 35S—metionina. Incubar 20-30 min. a 37°C con
agitacidn, para incorporacién de la marca. Centrifugar a 10 000
rpm durante 20 min y descartar el sobrenadante muy cuidadosameﬁ—
te con una pipeta Pasteur. Congelar el sedimento de minicélulas‘

marcadas radiocactivamente a -20°C,

J. Electroforesis de Proteinas

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

Se efectud por el mé&todo reportado por Laemmli (1970) (50).

Gel de poliacrilamida al 0.11% -SDS:

a)

Gel inferioxr: 8.25 ml. de acrilamida-bisacrilamida (29.2 y 0.8%
P Vv respectivamente), 4.5 ml de Tri-HC1l 2 M pH = 8.8, 0.113 ml.
de SDS (dodecil sulfato de sodio) al 20% en agua, 8.93 ml de -
agﬁa, 0.3 ml de persulfato de amonio fresco 10 mg/ml.. Degasifi
car 2 min. Ahadir 15 M1 de TEMED (N, N, N', N' tetrametiletilen
diamina) puro. )

Verter entre dos vidrios, nivelar la superficie del gel con agua

y dejar polimerizar.




b) Gel superior: 1.75 ml. de acrilamida-bisacrilamida (29.2:0.8),
0.325 ml. de Tris-HCl 2 M pH = 6.8, 0.05 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 1 de TEMED puro.

Verter sobre el gel inferior (ya polimerizado y sin restos de -
agua), colocar el peine (preparativo o analitico) y dejar poli-
merizax. 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, ahadir 8 ml de SDS al 20% y llevar

a 1 litro con agua.

o

Preparacidn de las muestras:

a) Tomar de 1 a 10 yg de la proteina (seglin pureza) y llevarla a -
40 1 con buffer de disolucién de proteinas, agitar. Hexvir a

bafio marfa durante 2 min. Meter al gel.

Buffer de disolucién de proteinas (BDP): 0.1 g de SDS, 100 pl de -

2-mercaptoetanol, 0.,0074 g de EDTA, 1 ml de glicerol. Disolver. -




Llevar a 10 ml con Tris-HC1 0.05 M pH ~ 6,8 y ahbadir azul de bro
mofenol hasta una concentracidn final de 0.05% (p/v).

b) Para observar las proteinas marcadas sintetizadas por las mini-
cé&lulas, resuspender el sedimento de minicé&lulas (marcado radio
activamente) en 50 yl de mezcla de lisis (glicerol al 10%, SDS
al 2.3%, Tgis-HCl 0.0625 M pH = 6.8, 2-mercaptoetanol al 5%). --
Hervir 5 min. a bafio maria. Tomar 10-15 ml y afiadir 1 ul de -
azul de bromofenol al 0.5% en agua. Meter las muestras al gel y

correrlo.

Tincidn del gel:

Una vez que termina de correr el gel, tehirlo con azul de Coomasie -
(30 ml;de metanol, 10 ml de &cido acético glacial, azul de Coomasie
al 0.06%, llevar a 100 ml con'agua) durante 15 min. a 62°C. Deste-
fir con &cido acético al 10%, dos cambios de 15 min. cada uno a 62°C

y dejar en solucidén toda la noche.

Secado del gel:

Este tratamiento se hace necesario para la autorradiografia de los -
geles de proteinas marcadas provenientes de extractos radiocactivos -

de minicélulas.

Sumergir el gel en DMSO (dimetilsulfdxido) (usado) durante 30 min. -
Sumergir nuevamente en DMSO (nuevo) durante 30 min. (a temperatura -
ambiente). Dejar el gel en PPO (2,5-difeniloxazol, dtil en med;cio-
nes de escintilacién) al 22% en DMSO (a temperatura ambiente) duran-

te 30 min. Sumergir en agua durante 30 min.




Para secar el gel colocarlo sobre un papel filtro y cubrirlo con par
pel celofdn.  Ponerlo en un secador de geles y secarlo aproximadamen

te 1 hora con calor y vacio.

Autorradiografia del gel:

Para detectar las proteinas marcadas poner el gel en contacto con la
pelicula de rayos x (Kodak X-Omat) (si se desea, marcar previémente

una orilla del gel con un.pequeﬁo punto de tinta radiactiva) y colo-
carlo entre dos vidrios dentro de una carpeta, protegiéndolo muy ---
bien de la luz. Dejar exponiendo 12 horés o mi3s (segun marca) a tem

peratura ambiente. Revelar y Eijar la pelicula.

2) Electroforesis en Dos Dimensiones: Separacidn por Punto Isoeléctrico

y por Peso Molecular.

Se l1llevd a cabo empleanao el método descrito por O'Farrel --

(1975) (34).

1. Primera dimensidn: separacidn por punto iscelé&ctrico.

a) Buffers y soluciones
i} Buffer de lisis: urea 9.5 M, NP.40 al 2.0% (p/v), apfo;i
tos al 2.0% (1.6 pH de 5 a 7 } 0.4% pH de 3 a 10), 2-mer-
captoetanol al 5.0%.

Acrilamida al 30%: acrilamida al 28.38% (p/b) y bisacri-

-
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lamida al 1.62% (p/v).
©1ii) Nonidet P,40: solucidn de NP.40 al 10% (p/v) en agua.

iv) Buffer para el anodo: H3PO4 0.01 M

v) Buffer para el catodo: NaOH 0,02M




‘vi) Urea 6.0 M, anfolitos 0.8% pH de 5a 7 y 0,2% pH de 3 a 10.
'vii) Buffer de muestra: Tris-HClL 0.06 M pH = 6.8, SDS al 2.0%

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

»
Guardar las soluciones iy vicomo alicuotas congeladas, Las solucio
ciones iv y v deberdn hacerse frescas para cada corrida por dilucidn
de una solucién 1 M. Guardar las demds soluciones a 4°C. (Los por-

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

b) Preparacidn de los tubos.

Los tubos se lavan pasa@ndolos en decon, potasa, &cido crémico y

alcohol. Secarlos. (Usar pipetas seroldgicas de 1 ml como tu--
bos). El fondo 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
poxr ejemplo 13 cm, al iqual que los geles, ya que estos factores

afectan la reproducibilidad de las corxrridas).
c) Preparacién 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 (solucién B), 2 ml -
de NP.40 (solucién v), 2 ml de agua, 0.4 ml de anfolitos pH de -
5a 7, 0.1 ml de anfolitos pH de 3 a 10. Agitar el matraz hasta
disolver completamente la urea. Ahadir 50 Ul de persulfato de -
amonio al 10%. Degasificar cuidadosamente y afadir 7 Ul de -

TEMED .




Q)

Distribuir la solucidn en los tubos usandd una aguja larga de ca

libre delgado (sin atrapar burbujas de aire en los geles). Cu--
brir los geles con 10 1l de agua y dejar polimerizar (aproximada
mente 2 horas). Cortar y quitar el papel de parafina (sin daflar
el gel). Colocar los geles en tna c@dmara de electroforesis, lle
nar la parte inferior con scido fosf6rico 10 mM. Eliminaxr las —
burbujas del fondo del gel y sacar el agua del tope de los geles.
Cubrir el tope de los geles con 10 Ul de buffer de lisis A, 10 1
de solucidén vi y buffer v hasta llenar los tubos. Ahadir el bu--
ffer de corrida (solucién v) muy cuidadosamente a la parte supe—-
rior de la ca@mara para no perturbar las capas de soluciones sobre
el tope de los geles. Conectar el electrodo positivo al tanque

inferior y el negativo al tanque superior.

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

60 min. o néas.

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

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

superficie de los geles). Remover la solucién vi y él buffer de

lisis i y lavar el tope de los geles.con agua (20 U1, tres veces).

Corrimiento de los geles

2Ap1icar las nuestras (para minic&lulas 5-1- Ul de muestra + 15 H1

de buffer i) y cubrir con: 10 1 de solucidén vi y buffer v has-
ta llenar los tubos. Ahadir cuidadosamente mis buffer v a la —-
parte superjor de la c@mara y correr los geles a 400 volts duran

te 18 hoxas aproximadamente (no incluir el pulso final de alto -




voltaje descrito por O'Farrel), Remover los geles de ios tubos
inyectando aire o agua, sin romperlos (recibirlos en papel para
fina, marcar en un extremo el sentido del corrimiento). Colo--~
car los geles en tubos de 30 ml y afadir 7 ml de buffer O, De-

jar equilibrar durante 20 min, sin agitacidén, Guardar a -20°C,

2. Segunda dimensifn: separacién por peso molecular,

Es semejante a la separacidn electroforética de proteinas ya des

crita, con algqunas variantes,

Hacer gelesvpreparativos de poliacrilamida al 11% fSDS; Colo~=
Ear sobre ellos los geles tubulares de la primera dimensidn (qi
4dos con la misma orientacién) y sellarlos con agarosa al 1% +'
azul de bromofenol al 0,06% en buffer de corrida Tris-glicina;

SDS, Corxrrer a 2 mA/gel, corriente 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 (dcido tricloroacé&tico) al 15% (si las proteinas estdn
marcadas). Tefiir con azul de Coomasie y destefir el exceso. --—
Tratar el gel con DMSO y PPO, secarlo y obtener una autorradio-

grafia para observar las proteinas marcadas.

"K, Unidn a RNA Polimerasa

Los experimentos de unién a polimerasa se realizaron por el
método de West y Rodriguez (51), Las reacciones se hicieron en 15 1 de

buffer de reaccién de unidén a polimerasa (BRUP; 20 mM Tri-HCl pH 8,0, ~—




10 mM MgClz, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM DTT, 5% glicerol y 75 mM KCl), En todo
caso se usaron 3 g de DNA por reaccidn de RNA polimerasa, La RNA poli-
merasa se anadié en una relacidn molax 10:] RNAp/DNA y se incubéAdurante
30 minutos. Entonces se anadidé heparina a una concentracidén final de -
0.5 mg/ml y se incubaron las reacciones durante 20 minutos mds a 37°C. -~
Las reacciones fueron diluidas con 100Ul de BRUP y despu@s se hicieron

pasar lentamente a través de un f£iltro de nitrocelulosa de 6 mm de‘diémg
tro los cuales fueron inmediatamente lavados pasdndoles otros 250 Ul de

BRUP. El DNA unido a polimerasa y atrapado de esta forma en los filtros
fué recuperado sumergiendo los filtros en 100 11l de un buffer que contie
ne SDS y calentado dﬁrante 1 hora a 65°C. E1 DNA gue se desprende de --
los filtr&s fué precipitado con etanol en presencia de NaCl y después re

suspendido en 15 ul de H.O y sometido a electroforesis normalmente.
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RESULTADOS

De acuerdo con el mapeo origihal del pRSP20, en el pELGY9 debia
existir una regién de 6 md sobre la cual no hubiera ningiin sitio de res-—-
triccién localizado (Fig. 6). Esto, ademds de dificul tar el determinar -~
con pfecisién la localizacidn de los sitios de restriccidén ya mapeados, -
era especialmente inconyeniente, ya que centrado en esta extensa regidén -~
del plasmido se encuentra la unidn entre éol El y el DNA cromo;omal Y éor
ende, algunas consideraciones sugerfan que alli podia haber regiones im--

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

dificultades se probd una bacteria de enzimas de restriccidén que compren-

dia a Ava I, Bal I, Bam HI, Bcl I, Bgl II, Bst EII, Cla I, Eco RI, Hinc II

Hind IIX, Hpa I, Kpn I, Pst I, Pvu II, Sal I, Sma I, Xba I y Xho I, espe-

rando que alguna de ellas tuviera un sitio de reconocimiento facilmente

localizable en esa zona de 6 md, y en particular que alguno de estos si--
tios estuviera localizado diametralmente opuesto al‘de EEé.RI del éBR327,
ya que los sitios en la parte central del Col E1l no resultarian realmente

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

De todas las enzimas de restriccidn probadas, la Unica que --
produjo un patrdn de restriccidn adecuado fué la enzima §§£_EII, que gene
ra cuatro fragmentoé. El pBR327 no contiene ningﬁnAsitio para esta endo-
nﬁcleasa y por tanto los cuatro sitios del PELGY debian estar ya sea, en
la regidn cromosomal o en la regién del Col El, A partir del tamafio apro
ximado de los fragmentos generados por Bst EIIX en.el PELGY9 se concluia ~--

que al menos un sitio para esta endonucleasa debia encontrarse en la re--




I_giéﬁidésééda'y_pbr tanto se decidid hacer el mapeo de estos sitios.

Cabe mencionar aqui, que el mapeo del PRSP20 rep?esenta esen
Ciélﬁénte un mapeo de Hind III, ya que eé con resfecto a los sitios de -
esta enzima como estin localizados los sitios de las otras enzimas de —-
restriccitn, Es importante notar que de los sitios de Hind III del -
PELGY todos menos uno, el del promotor de resistencia a tetraciclina en

el pBR327, caen en la regidn de DNA cromosomal,

Para el nuevo mapec del pELGY se eligid la estrategia de ha-
cer un mapeo doble con Hind III y Bst EII. Una vez localizados estos —-
sitios servirian de referencia para la posicidn de los sitios de recono-

cimiento para otxas enzimas.

Quizds la forma m&s senciila de entender como se establecid
el mapa de la Figura 8 es el siguiente: al diéerir el Col El1 con Bst EITI
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 ge
nera esta enzima a partir del pELGY9. Para 1ocalizar 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 posicidn de estos dos sitios de Bst EII al
PELGY9 se ve que se encuentran a aproximadamente 0.8 y 1.5 md de las colas

de A/T.

En el pELGY9, una doble digestidén con Bst EII + Pst I genera,
entre otras, una banda tan pequeiia que generalmente migra con el frente

de la electroforesis en geles de agarosa al 1% y debe pesar menos de 0.1




md. Esta banda indica que existe un sitio de Bst EIT muy cerca de uno de
los dos sitios de Pst I, pero el cual no se encuentra ni én el pBR327 ni
en el Col El y porAtanto estd la regidn de DNA cromosomal junto a la -
unién pBR327 = DNA cromosomal. La localizacidén de este dltimo sitio per-
miti&, con una digestidén doble Bst EII + Eco RI, demostrar que la oxienta
cidn que antes se habia conjeturado para el pBR327 es la correcta. Ade--—
m3s, con la localizacidn de estos tres de los cuatro sitios de EEE:EII, -
se pudo determinar la localizacibén de los fragmentos 1 y 4 de Bst EII y -
se concluyd que el sitio no localizado alin debia estar sobre el cromoso--
mal en una de dos posiciones posibles de forma tal que se generen los dos
fragmentos medianos Aetectados, cuyos pesos se estimaron en 2.0 y 1.2 md
respectivémente. De aqui surgid la primera evidencia seria de que el -
PELGY contenia probabiemente 2.5 md menos DNA cromosomal del que se pen-
saba, es decir, s6lo contiene 2.7 md y no mids de S.md como sé creia. Es
te dato condujo a la necesidad de modificar el disefio de experimentos y

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

Para discernir entre las dos posibles posiciones del sitio -
faltante de Bst EII, fué necesario localizarxlo con respecto a los sitios
de Hind III. Sin embargo, los sitios de Hind III estaban ambiguamente -
localizados y sobre todo, ya qﬁe en el pELGY9 no exis£ian estos 2.5 ﬁd de
DNA que antes se creia que existian, resultaba dudoso que alin los sitios
"seguros" de Hind IIT fueron del todo confiables. De cémo se definié --

entonces la organizacifén de los sitios de Hind III, me ocuparé& ahora,

E] pELGY9, al ser digexrido con Hind III, genera 5 bandas de

‘4, 2.5, 1,0, 0.5y 0.3 md, aproximadamente. De &stas, las tres pequefias




pertenecen enteramente a la regién de cromosomal, EL orden de estas tres
bandas, no puede scr obtenido respecto a ninguno de los sitios del pBR327,
mediante la realizécién 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 —--
construyd un banco de inserciones del gen que codifica para la transaceti
lasa de cloranfenicol,.el cual confiere resistencia a éste antibiééicoq -
El banco se hizo mediante una digestidn parxcial de égg I del pELGY, de for
ma tal, que solo se.hiciera un corte por mol&cula de plidsmido. Este plas
mido linearizado se 1igd con un fragmento de ggg‘I purificado, que conte--
nfa al gen de resisténcia a cloranfenicol con su propio promotor y después
de transf@rmar, se selecciond para resistencia a cloranfenicol, ademids de
. tetraciclina.  Los plgsmidos contenidos en las colonias obtenidas, cons—-
tituian un bénco de inserciones, érobablemente en todos los sitios de --
Hha I del pELGY y contenian ahora dos sitios para Eég_RI ¢cada uno. Esto
se verificé haciendo digestiones de ggé_RI de un gfupo reéresentativo de
los pldsmidos del banco. Entonces se hizo una mezcla de todos los flés——
midos; se digirid con Eco RI y, en condiciones que favorecen recirculari-
zacidén se ligaron. Esta mezcla de pldsmidos recircularizados, se utilizdé
para transformar y se selecciond para resistgncia a tetraciclina. De es-
ta forma se obtuvo un banco de plasmidos que representan una serie de de-
leciones del pELGY, las cuales inician en el sitio Qe Eco RI del pELGY y
tienen pérdida de DNA en el sentido de las manecillas del reloj, segiin ——
el mapa de la figura, El tamafio de la delecidn dependid del lugar donde
anteriormente se hubiera insertado el fragmento de Hha I que confiere re-

sistencia a cloranfenicol. Al ordenar por tamafio los plasmidos resultan-—

tes y hacerles un patrén de Hind IIX, se vidé gue los que tenfian una menor




delecidén sb6lo habian perdido la banda 1. Al aumenéax el tamafio de la de
lecidn, los plésmidos perdieron la banda 3, al aumentar afin méds, éerdief
ron la banda 5, luego la 4 v hasta el final la 2, De aqui se concluyo -
el orden de los fragmentos de Hind III segpun las manecillas del reloj y

éste fué: 1; 3; 5; 4; 2, a partir del sitio de Hind III del pBR327.

. Una digestidén Bst EII + Hind IIT del pELGY9 demuestra que el
tercer fragmento de Hind III contiene el cuarto sitio no localizadé para
el Bst EII. Por otro lado, el sitio de Bgl II de este plidsmido queda a
la vez, dentro del tercer fragmento de Hind III y dentro del segundo --
fragmento de Bst EII. Cuando una doble digestidn del pEICY9 con Bst EII +
Hind III es digerida subsecuentemente con Egl_II, desaparece una banda -
que mide exactamente ia mitad dél terqer fragmento de Hind III. De aqui
se conéluye que el sitio no mapeado de Bst EII, queda a la mitad del ter
cer fragmento de Hind IIT y por tanfo, que el orden de los fragmentos de
Bst EII, de acuerdo a las manecillas del reloj y a partir del sitio inme
diato anterior al pBR327 es: 1; 4; 3; 2. Tambidn se desprende la locali

zacidn 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 mapeo de
precisién del pELGY9 y para ello se determinarxon los pesos exactos de los
fragmentos ya mapeados, productos de digestiones sencillas o dobles, me-
diante el uso de electroforesis espécialmente disenada para mejorar la =
correlacién entre la migracién de las bandas y su peso molecular. Este
tipo de electroforesis usa un electrolito en base al ién 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 poxr banda) y se busca




un tamafio de poro para la matriz del gel que favorezca la resolucién den
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 md), plasmido RW 33 (1.7 md), y SV40 digerido con

Hind III (l1.16, 0.77, 0.723, 0.347, 0.295 y 0.142 md).

Con este tipo de andlisis se confirmS el ordenamiento Que -
antes se habia establecido y se concluyeron las proporciones del mapa ac
tual del PELGY (Figura 8), en donde el tamano de los fragmentos se pre--

senta con un erxror menor al 5%.

Las implicaciones que para el planteamiento e interpretacidn
del trabajo experimental tiene este mapeo, se analiza en la discusién y

conclusiones.

El resultado mis importante de esta tesis es la determinacidén
de la direccidn de la transcripcién de la subunidad pesada de GOGAT res-
pecto a la posicién de la subunidad ligera de esta enzima. Un rapido --
andlisis del mapa antes determinado permite ver que parte del gen para -
la subunidad pesada y quizd@ el promotor de la misma deberd estar conteni
do en el tercer fragmento de Hind III y por ello se decidié clonar este
fragmento en forma aislada en el sitio de Eigé_III del plasmido pBR322 -
(36) (Figura 10). Este experimento se realiéé ligando el fragmento de -
Hind iII, purificado por electroelusidn, al PBR322 digerido con Hind III.
Después de transformar con esta mezcla, se selecciond® el fenotipo Tcs -
Apr y a las coloniaé resultantes se les analizb el plasmido contenido ~-

mediante un patrdn de restriccidén. El resultado de este experimento fué

el plasmido pH3, el cual lleva el tercer fragmento de Hind III de tal for




ma gque el sitio de Bgl II de este fragmento estd distal al sitio de Eco RI

del Vehiculo.

Al analizar en un sistema de minicélulas qué polipéptidos co
difica el pH3, se observa un polipéptido de aproximadamente 57000 dalto--
nes de peso molecular que sdlo puede ser codificado por el fragmento clo-
nado y que ademids requiere al menos el 80% de la capacidad de codifica--.
cidn 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, gue un
gen clonado en el sitio de Hind III de este pldsmido podria ser transcri-
to a partir de este promor en direccién al sitio de Eco RI. Para ver si
el polipéptido de 53 kd (kilodaltones) codificado por el pH3 se orxrigina -
de una transcripcidén a partir de este promotor o de un promotor éropio, -
se decidid invertir la orientacidén del fragmento clonado, produciendo asi,

un plasmido al cual se le llamd pI8 (Fig. 10),

En el pI8, el sitio de BgLl IL se encuentra proximal al sitio
‘de EggiRI aellka322. Al analizar en minicélulas los productos proteicos
de este plasmido, se observd que el polipéptido de 57 kd se sigue produ--
ciendo pero en mucha menor cantidad (Fig. 11), La interpretacidn a estos
datos es que en el pH3, el RNAm se produce a partir del promotor antitet
que es un promotor sumamente fuerte pero gque probablemente en ambos plas-
midor se usa el mismo sitio de unién a ribésoma. ﬁe esto se desprende --
que la transcripcién del fragmento clonado en el pH3 se lleva a qabo en -
la direccidn Eco RI-Bgl II. No es facilmente concebible gque se puedan --
leer en el tercer fragmento de Hind IIT mis de 1060 nucledtidos en dos --
fases distintas o en direcciones antiparalelas, por lo cual se concluye -

que el polip@ptido de 57 kd corresponde a parte de la secuencia de amino-




acidos de

la subunidad pesada. De aqui se desprende que en el PELGY el -~

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

cia el pBR327 y en el pRSP20 del Col EI hacia el gen de la subunidad lige

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

de al de la ligera en el sentido de transcripcidén de la subunidad pesada

(Fig. 12).

Ya que tanto en el pH3 como en el pI8 se produce un polipépti

do cuyos primeros aminodcidos deben ser codificados por secuencias nucleo

tidicas mpy cerca del principio del fragmento clonado, entonces el promo-

tor para la subunidad pesada debe estar, en el PELGY dentro del tercer --

fragmento

de Hind III extremadamente cerca del sitio de Hind III mas pré-

ximo al Col EI, o bien, estar coﬁtenido en los 250 a 300 pares de bases -

. ) s . 2
comprendidas entre este sitio y las colas de A/T. El plasmido pB es una

delecidn del pI8 que fusiona el sitic de Byl II del inserto con el de -—-

Bam HI del vehiculo (Fig. 10). Tal como se esperaba, este pldsmido codi-

fica en minicé&lulas un polipéptido de aproximadamente 48 kd, correspon--—

diente a una delecién del polippeptido de 51 kd, lo cual apoya la locali

zacidén del

to de Hind
de restrig
~girié el g
los cualesg
viene del

merasa se

promotor de la subunidad pesada (Fig. 11).

Para ver si el promotor se encuentra contenido en el fragmen
IIT del pI8, se realizd un experimento de‘unién de fragmentos
cién a la enzima RNA polimerasa de E. gg}i} Para ello se di--
I8 con Hind III + Hinc II generando cinco fragmentos, dos de -
contienen completo y exclusivamente el DNA cromosomal que pro

PELGY9. Al ver cuales de estos cinco fragmentos unian RNA poli

vié que los esperados del pBR322 mids los dos del cromosonal lo




hacian. Este resultado es consistente con la suposicidén de que el promor
tor de la subunidad pesada estd contenido en el tercer fragmento de ——
Hind III del pELGY pero plantea la pregunta de por qué el fragmento --

Hind III-Hinc II que contiene al sitio de BgIl II en el pI8 une RNA polime

rasa siendo que no tenemos ninguna evidencia que hiciera suponer la exis-
tencia de un promotor en el mismo (Fig. 13). La mas probable explicacidén
a esto es qﬁe en el fragmento que es cortado por Bgl II exista un pseudo
promotor, es decir una secuencia parecida a un promotor, la cual tenga --

una buena regidn de -35 pero una regidén de -10 que no sea funcional para

originar iniciacidn de transcripcidn.




DISCUSION Y CONCLUSIONES

La primera conclusidén que se deriva del nuevo mapa del pELGY
es él hecho de que la ambigliedad en la localizacifn de la subunidad pesa
da de GOGAT ha sido fuertemente reducida. Anteriormente ésta localiza--
cidn se limitaba a afirmar que debia de estar alli, en una regidén de 5 md
de DNA croﬁosomal presente en el pELGY, ésto es, una regidn dos veces tan
grande como se necesita para codificar a esta subunidad. De acuexrdo al -
nuevo mapeo, esta regidén 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 dal£ones implica la existencia de un --
genlde 2.5 md, si a ello agregamos la necesidad de regiones regulatorias
y el hecho de gque quizds el pELGY cohtenga una parte del gen para. la sub
unidad ligera, entonces &sto implica gue ambos genes no solo estén proxi
mos sino édntiguos; y &sto fltimo se ve reforzado, ya que el peso asigna

do a la subunidad pesada pudiera estar errado hasta por 5 kg.

La segunda conclusidn es que entre el inicio del gen para --
la subﬁnidad pesada y el goI EI no debe haber una gran distancia y quizas
“tan s6lo unos 200 p. b. Ademds, existen evidencias de temperatura de fu
sidén que sugieren que las colas de 2/T en esta unibn son especialmente -
largas, lo cual indicé que la regidn de cromosomal puede sexr mids corta -~

-
aun.

Por otro lado, en el nuevo mapa se ve que el sitio de Hind III

mids lejano al pBR327 estd a mayor distancia de la que se habia pensado. -

Este dato permitid plantearse el cxperimento de construir el pH3, ya que




“seglin el mapa antefiqr,'el texrcer fragmento de Hind III no podia contener
el promotor de el gen para la subunidad pesada y en cambio si era posible

seglin el segundo mapeo.

El hecho de existir diferencias tan notables entre los dos --
mapeos, aconseja la necesidad de revisar el mapeo de la regidn de cromo--
somal del pRSP20 que no fué remapeada en el pELGY9 ya que la locali;acién
del promotor de la subunidad ligera fu& basado en cidlculos para los cua-—-
les la correcta estimacidén de los pesos molecula;es de fragmentos de res-

triccidn es indispensable.

El resultado mis importanté de esta tesis es el demostrar que
ambas subunidades se transcribenven la misma direccidn siendo que la sgb—
unidad pesada precede a la ligera. La evidencia para ésto es el hecho —-
de que el tercer fragmento de Hind III del pELGY es transcrito en casi su
totalidad en el sentido de las manecillas del reloj @del CoI EI hacia el -~
inicio del gen para la subunidad ligera) y que dicho transcrito contiene

una fase de lectura sin codones de terminacidn.

La posibilidad de que el polipéptido producido por el pH3 sea
en una parte significativa, codificado por el gen de resistencia a tetra-
ciclina, se descarta ya que el plidsmido pI8 produce una proteina del mis-

“'mo peso esencialmente.

El andlisis realizado para el gen de la subunidad ligera ha -
indicado que el pELGY9 debe contener su promotor y que su sentido de trans
cripcidn 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 mutacién gltB31l contenida’en la ceba PA340 iméi—
de la sintesis de cualquier producto detectable antigéniéamente con suero
antiCOGAT purificaéo. Ademis esta cepa no es comﬁlementada bor ninguno -
de los plasmidos que llevan independientemente los genes para la subuni--
dad pesada a la subunidad ligera de la enzima. Existen distintas bosibi—
lidades para explicar por qué una mutante como ésta no produce al parecer
ninguna de las dos subunidades. La primera y mas obvia es gque la mutacidn
consista en una delecidn de ambos genes. Sin embargo, esto es pocé érobg
ble, ya que la frecuencia de reversidn de esta mutante, si bien no ha si-
do estudiada especificamente, es observable con facilidad y probablemente
sea del orden de 10—8 a 10—9 por cé&lula. Esta misma frecuencia de rever-
sién sugiere que dos mutaciones independientes en cada uno de los genes -

tampoco es la explicacidn.

Otras explicaciones posibles son el que ambos genes compartan
una zona regulatoria comiin, la cual esté alterada en la mutacién gltB31,
o bien, que esta mutacifn afecte a un regulador difusible com@in a ambos -
genes. Existen dos formas posibles para que ambos genes compartan una --
regidn regulatoria, ya sea que constituyan una unidad de transcripcién, o
que séan dos unidades que°divergen con un operador comin. Los resultados
de esta tesis excluyen la seguhda 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 que el plasmido pELG2, el cual con--

tiene una regidén de DNA cromosomal que inicia en el gitio para Bgl II y -

que incluye toda la regién que codifica a la subunidad ligera, produce en




minic&lulas una subunidad ligera normal, (37), a pesar de que el. promotor

de la subunidad pesada estd claramente excluido de este fragmento,

Queda la posibilida de que el promotor que se usa en el caso
del pELG2 s8lo sea utilizado en este plidsmido y no sea fisioldgico. Sin
embargo, hay que mencionar que dicho promotor da origen a una alta expre
sifén del gen en el sistema de minicélulas. Aunque promotores fuertes que
sin embargo no son usados en condiciones fisioldgicas ya han sido repor--
tados (53), el hecho de que su expresidn sea tan alta indica que no es un

pseudopromotor, sino un promotor bien constituido.

Hay otras formas de explicar la mutacidn gltB3l, como el que
el promotor presente en el pELG2'sélo sea usado en ciertas coﬁdiciones -
fisioldgicas, en particular, en fuentes ricas de nitrdgeno donde no es -~
posible observar complementacidén. También es concebible que alguna de las
subunidades fuera adémés un inductor necesario para la sintesis de la -~
otra subunidad y que esta estuviese mutada para ambas funcipnes-en la ce-~
:E)a PA340.

La baja sintesis de polipéptido en las minicé&lulas contenien-
do el plismido pI8 indica que quizds no se esté usando el promotor normal
de la subunidad pesada., De ser &sto cierto,.entonceé el promotor seria -
tal que contenga al sitio de Hind IIIX o’posiblemenie gque estuviera en la
regién de cromosomal comprendiéa entre este sitio de Hind III y las colas
de A/T. En todo caso nuestra creencia es que tanto el pH3 como el pI8 —-
sf usan el sitio de unién a rihosomas normal de lé subunidad pesada para
dirigir la sfntesis de polipéptido de 57 kd. Las evidencias y el mapeo
indican que no existen,mﬁs de 0.2 md de material genéticq donde este pro

motor podria estar . localizado..




La posibilidad de que en los plésmidos.pRSPZO y PELGY9 1la -
ﬁtanséripéién del gen para la subunidad pesada se iniciase en un promotor
del Col El parece poco probable, ya que regiones ricas en A/T provocan =~
absorcidén de la transcripcidn, y entre el Col El y el gen de la subunidad

pesada las colas de A/T parecen ser especialmente largas.

_A pesar de gue los datos son congruentes con la localizacién
de promotor cerca del sitio de Hind III mds préximo al Col El, es impor——
tante saber si el promotor se encuentra en el tercer fragmento de Hind III
del PELGY clonado en el pH3. En este sentido se realizd el experimento de
unién a polimerasa descrito en la seccién de Resultados. La interpreta-—-
cién a este experimentq se ve complicada por el hecho de.que ambas bandas
de la regién de c;omoéomal parecen unif RNA polimerasa. Sin embargo, el
daﬁo‘débé:ség tomado como apoyo de que el promotor sé encuentra en el --
fragmento clonado. Se puede pensar que quizds falta un sitio de unidn 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 plasmidos sSlo produce 25 veces mas en-—
zima 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 de-
biera enfocarse a la subclonacidén y caracterizacién de la misma. También

seria muy interesante clonar en un plédsmido probador de promotores cual--

quier fragmento que vaya del sitio de Hind III hacia el Col EIl.




“Para él estﬁdiéydé la régulacién de un gen, es 1til el tener-
1o:¢i§nadorya que esto permite su caracterizacidn fisica y una manipula--
Ciéﬁ muy directa del mismo. Sin embargo, el andlisis del DNA clonado, --
sin contar con un marco d? referencia genético y fisioldgico adecuado, en
mi opinidn, no sdlo no estd justificado en ningln caso sino gue resulta -

- dificil e improductivo. Por esto, el resto de esta discusidén estd dedica

do a procurar una integracién de algunos datos existentes respecto al ---

sistema de GOGAT.




. Aunque a lo largo-de este breve anilisis no se recurriri ex-

plicitamente afelloS'idﬁViéne tener en mente dos hechos importantes:

a) Ademds de las dos vias principales de sintesis de glutdmico ---
(GOGAT y GDH), éste puede ser sintetizado, poxr transaminacién,

a partir de distintos aminoacidos (38), y

b) que las reacciones llevadas a cabo por GS y GOGAT mis que una -
via metabdlica constituyen un ciclo. Este hecho es la causa por

la cual a lo largo de la discusién se dar& tanto énfasis en la

1

posibilidad de una regulacidén comiin o reciproca para estas dos

enzimas.

Durante alglin tiempo, a partir de GOGAT fue descubierta, se -
discutié respecto a su sintesis estd regulada o es constitutiva; La res-
,?uesta hubiera sido inmediata si no fuera porgque 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--

cibn (2). En particular parece ser que cl crecimiento en altas concentra

ciones de amonio o en medios ricos yeprimen la sintesis de la enzima (10,




La posibilidad de que en los plismidos pRSP20 y pELGY la  --
transcripcidn del gen para la subuni@ad pesada se iniciase en un promotor
bdel Col El parece poco probable, ya que regiones ricas en A/T provocan --
absorcién de la transcripcidn, 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 localizacién
de promotor cerca del sitio de Hind III mds préximo al Col El, es impor--
tante saber si el promotor se encuentra en el tercer fragmento de Hind III
del pELGY9 clonado en el pH3. En este sentido se realizd el experimento de
unién a plimerasa descrito en la seccidén de Resultados. La interpretacidén
a este experimento se ve complicada por el hecho de que ambas bandas de -
la regidn dé cromoscmal parecen ﬁhir RNA poiimerasa. Sin embargo, el da-
to debe ser tomado como apoyoc de que el promotor se encuentra en el frag-
mento clonado. Se puede pensar que gquizds falte un sitio de unién de un
activador prescindible en el experimento in vitro pero necesario in vivo.
Esta idea es congruente con el dato de que una célula gque lleva de 25 a -
30 copias ae los genes en plésmidos sblo produce 25 veces mds enzima que
la cepa silvestre con los genes en monoéopia. Es claro que la tercera -~
banda de Bst EITI lleva el promoﬁor y probablemente el trabajo debiera en-
focarse a la subclonacién y caracterizacidn de la misma. Tambi&n seria -
muy interesante clonar en un pldsmido probador de @romotores cualguier -~

fragmento que vaya del sitio de Hind III hacia el Col El.

Para el estudio de la regulacién de un gen, es til el tener-
lo clonado ya que esto permite su caracterizacifn fisica y una manipulacién
muy directa del mismo. Sin embargo, el andlisis del DNA clonado, sin con

tar con un maxco de referencia genético y fisioldgico adecuado en'mi opi-




nidén, no s6lo no estd@ justificado en ningfin caso sino gque resulta dificil
e improductivo. Por esto, el resto de esta discusién estd dedicado a pro
curar una integracidn de algunos datos existentes respecto al sistema de

GOGAT.

Aunque a lo largo de este breve anfdlisis no se recurrird ex—-

plicitamente a ellos conviene tener en mente dos hechos importantes:

a) Ademds de las dos vias principales de sintesis de glut&mico —--
(GOGAT y GDH), éste puede ser sintetizado, por transaminacidén, a partir

de distintos amino&cidos (38), vy

b) que las reacciones llevadas a cabo por GS y GOGAT mis qﬁe una -—-—
via metabdlica constiuyen un ciclo. Este hecho es la causa por la cual -.
a lo largo de la discusidn se darid tanto énfasis en la posibilidad de una

regulacidn comlin o reciproca para estas dos enzimas.

Durante alglin tiempo, a partir de GOGAT fue descubierta, se
discutié respecto a su sintesis estd regulada o és constitutiva. La res-
puesta hubiera sido inmediata si no fuera porque la literatufa respecto a
GOGAT es algo contradicto;ia, y distintos grupos reportan regulaciones -

opuestas para esta enzima en condiciones de crecimiento supuestamente --

equivalentes (8,9).

Actualmente es ya aceptado gue los niveles de GOGAT en la cé-
lula cambian en respuesta al medio indicado la existencia de una regula--

cién (2). En particular parece ser que el crecimiento en altas concentra

ciones de amonio o0 en medios ricos reprimen la sintesis de la enzima (10,




39), mientras que crecimiento en bajas concentraciones de amonio van acom
pafiados de altos niveles de ésta (8,10). Esto resulta bastante 1l8gico,
ya que GOGAT no debe ser requerida en condiciones donde los niveles intra
celulares de glutémico sean suficientes y por otro lado debe ser indispen
sable en condiciones donde la célula no estd posibilitada para utilizar -
alguno de los otros mecanismos para producir glut@mico o en situaciones -
donde el si;tema GS-GOGAT sea la {inica alternativa para asimilar nitrSge-
no como lo es el caso de crecimiento en bajo amonio. Los reportes inai~—
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 esperaria en-
contrar simultaneamcnte Qltos © bajos niveles de estas dos enzimas. A ma
nera de especulaciones, cabe concebir dos excepciones a esto: cuando --
existiese una alta concentracidn de glutamina intracelular y, sin embargo,
existiera una deficiencia de acido glutdmico, la proporcidén de GOGAT res-
pecto a GS podria estar notablemente incrementada. Lo iﬁverso podria su~
ceder si hubiera abundante glutémico intracelular ; deficiencia d@e gluta-
mina.. Hay que mencionar aue debido a que estos dos aminodcidos se inter-
convierten y a que al parecer ambos se transportan lentamente al interior
de la cé&lula (2,35,41), estas condiciones podrian nunce presentarse en una
bacteria silvestre y, por lo tanto, la respuesta a las mismas no estar Pro
gramada gen8ticamente. Un hecho gue habla a este respecto es el que no se
"ha encontrado represién de GS por glutamina y, sin embargo, si se han re-
portado bajos niveles de GOGAT en crecimiento con glucosa mds glutémico -

(2,40). Estos datos se vuelven congruentes si se considera que la gluta-

mina se transporta mucho mis mal que el glutd&mico al interior de la cé&lu-

la (2).




Dé sex valido el paralelismo entre los niveles de GS y GOGAT
se esperaria que GOGAT estuviera elevada en un crecimienté con glucosa -
mids glutamina como lo estd GS. Este parecce ser el caso, pero la eviden-
cia serd mds clara cuando se comparen los niveles de GOGAT en esa condi-
cién, respecto a sus niveles en otras fuentes de nitrSgeno distintas a -

glutamico o a alto amonio.

Si bien la sintesis de GS y GOGAT parecen estar cooxdinados,
se sabe muy poco respecto a cuales son los factores que regulan esta co-
ordinacidn, es decix, cuales son las moléculas indicadoras, sensoras y -
efectoras del si;tema de regulacidén. TUn dato muy interesante a este res
pecto es el ae Lapointe (11).  El ha reportado gue mutantes afectadas en
el gen para la enzima glutamil-tRNA sintetasa en las cuales, consecuente
mente los niveles de glutamil-tRNA son bajos, presentan actividades de -
GS y de GOGAT 10 y 5 veces mayores con respecto a la cepa silvestre res-
pectivamente. 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 glutdmico en el medio, Lapointe propone que debido a que la via
GS-GOGAT juega su papel més importante en condiciones donde la disponibili
dad de glut@mico es critica, la pacteria ha desarrollado un sistema de -
regulacidén para esta via enzimitica a nivel de tRNAs cargados, dandole -
por tanto una fineza de regulacidn que no es posible alcanzar a nivel de
las pozas del amino&cido libre, tal y como sucede en el caso de GDH, ~-
Lapointe propone que el efector podria ser ya sea la tRNA sintetasa o los
glutamil tRHNAs. La idea de que estos Gltimos sean los efectores es atrac

tiva, ya que se podria pensar en un mecanismo de atenuacidn parecido al

que sucede en el caso del operdn de triptofano, Independientemente de -




cual sea el mediador real de la regulacifén de la sintesis de GOGAT, es po
sible que &sta no participe directamente en la regulacién de GS y que su

efecto sea a través de afectar alglin otro elemento regulador.

Los pla@smidos derivados de Col El se encuentran en general --
dentro de la cé&lula én un nimero alto de copias, alrededor de 30 copias -
por c&lula. E1 pRSPL (15) cs de este tipo y por tanto una bacteria de la
cepa PA340 conteniendo al pRSP1 tendrd aproximadamente 30 copias del gen
estructural de GDH por cé&lula. 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 plésmido'pRSPl contienen al pRSP20 y por lo tanto, cerca -
de 30 copias por célula de los genes para GOGAT (42) . En este Gltimo ca-
so, ‘los niveles de GOGAT por célula son 2.5 veces los niveles desreprimi-
dos de una cepa silvestre. A primera vista &sto parece estar en contra--
diccién con el paralelismo entre GS y GOGAT. Parece muy légico que altos
niveles de GDH o GOGAT produzcan saturacién de los-glutamil-tRNA disponi-
blés, debido a una alta sintesis de glut@mico, y por tanto una disminucidn
en los niveles de GS; lo que no queda inmediatamente claro es por qué se
presentan niveles altos de GOGAT. La explicacidén a &sto se encuentra en el
alto niimero de copias por célula de los genes para esta enzima. Si la --
transcripcién a partir de cada una de las copias de estos genes estuviera
desreprimida se esperaria encontrar actividades de GOGAT 30 veces mayores
a las de la cepa silvestr en condiciones de desrepresidn. Sin embargo, -
solo se encuentran actividades 2.5 veces mds altas, Esto indica una baja

cantidad de RNAm para GOGAT sintetizado por cada éopia de gen presente en

la c&lula. La conclusidn obvia es que estos genes se encuentran reprimi-




dos paralelamente con el de GS, como corresponde a una situacidn abundan-
te de glutdmico y probablemente de glutamil-tRNAs cargados. Una conside-
racidn importante que se desprende de estos experimentos es que GOGAT ac-
tiva no puede ser como tal un regulador positivo de la sintesis de GS ya

que aqui se presenta una condicién donde los niveles de ambas enzimas son
opuestos. No se excluye, sin eﬁbargo, la posibilidad de que alguna de -=
las dos subunidades de GOGAT por separado pudiera tener este efecto regu-

lador sobre la sintesis de GS.

J Dendinger et al. (43) reportaron mutantes de Salmonella -

4
typhimurium seleccionadas para no crecimiento en alanina como fuente de -

nitrogeno. Estas mutantes presentan en condiciones de desrepresidn nive-
les bajos dé GOGAT (20%) y GS (56%) vy niveles normales de GDH. Los auto~
res demuestran que estos feﬁotipos son el resultado de mutaciones Unicas.
Este dato habla de la existenci; de un gen regulador comiin para GS y -
GOGAT. Desgraciadamente el mapeo de estas mutaciones es muy deficiente -
Yy no permite decidir si estas mutaciones corresponden o no a alguno de -—
los genes breviamente identificados. Parece, sin, embargo, ser cierto que
no estédn cerca del gen estructural de GS y por lo tanto ni &ste ni los --
genes reguladores con%iguos a &ste estdn afectados. El mapeo llevado a -
cabo por estos autores tambi&n parece excluir los genes estructurales pa-

ra GOGAT.

Una de las propiedades mds interesantes de las mutantes defi-
cientes en GOGAT es su incapacidad para utilizar todo un repertorio de --

fuentes de nitrdgeno tales como alanina, arginina, asparagina, prolina, -

IL-serina, histidina y otras (2,4). A este fenotipo se le ha denominado -




Asm; Existe, pér 6tfo-lado, un fenétipo‘casi idéntico, que se ha denomi~-
nado Reg&, el cual se genera por mutaciones en dgenes 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 c@lula utilizar un gran nimero de fuentes de nitrdgeno
Ademds de su participacién en el fenotipo Reg, el producto de gln F, jue-

ga un papel central en la activacidn del operdn gln A - gln L - gln G -~

(35). Pox su parte, el producto de gln G parece ser un mediador tanto de
la represién como de la activacidn de este operdn, También se han descri
to mutaciones en gln'L (cuyo producto pareée ser en esencia, un represor

del operdén 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 I, se deba tan solo a su polaridad sobre -——-
gln G. En todo caso, los modelos vigentes postulan que al menos para la

regulacién de la sintesis de GS, los productos de gln L y gln G interac—-

tlan y ésto pudiera explicar el efecto de gln I sobre el fenotipo Reg.

La similitud entre los fenotipos Reg_ N Asm sugiere que las
mutaciones que los originan pudieran en realidad estar afectando distin--
tos constituyentes de un mismo sistema de regulacién para la utilizacidn
de fuentes alternas de nitrdgeno. Existen sin embargo algunas diferen---
cias. Quizids la mids clara de ellas es que las cepas Asm  son Gln+ mien-
tras que las cepas Reg esencialmente. Esta diferencia probablemente no
marca una distincién esencial entre ambos fenotipos, ya que existen mu--
chas razones para pensar que gln A pertenece a un operdn Reg, un poco o

muy distinto a los demds operones Reg.




Las mutsciones reportadas por Dendinger et al,, arriba men--
cionadas, que tenian 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 nitrSgeno. Esto lleva a los autores a concluir que
no son los niveles hajos 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 gque ni GS ni
GOGAT intervengan directamente en el fenotipo Asm; sin embargo, ya qﬁe -
no es posible saber cuales serian los niveles de estas dos enzimas en --
las mutantes si se encontréran en un medio con un sustrato Asm como fuen
te de nitrégeno, es conveniente tomar la proposicién de estos autores --

con cautela.

Las mutaciones en el gen g&g&_presentaﬁ una propiedad muy --
interesante para esta discusidn, ya que revierten el fenotipo Asm  cau--
sado por una mutacidn en glgg_(12,48,49). También revierten la auxotro-
fia por glutamina causada por una mutacién 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 correspondien
tes para la utilizacién de las distintas fuentes de nitrdégeno y que en. -
cambio, para cualguiera gque sea el regulador que media el fenotipo Reg—
de las mutaciones en gltB no existe ese mismo grado de dependencia. Es
te regulador asociado a gltB no existe ese mismo g;ado de dependencia, =~

Este regulador asociado a gltB, de existir, podria ecjercer su efecto in-




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 explicacién 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 regulacién. Se ha postulado que los productos de‘glgg
Y 9lnG interaccionan fisicamente. Segfin una de las explicaciones, en las
mutantes EEEET no se‘formaria complejo L + G y habria por lo tanto, mias
producto de glnG libre y disponible para participar en el sistema Asm. -
Seglin la otra explicacién, debido a la estructura del operdn glnA - glnL -
glgg, al no haber producto de glhL, el cual es un receptor del operdn, -~-
habré_cgnsecuentemente, mayor sintesis del producto de glnG. De acuerdo
con estas explicaciones, el producto de glnG actuaria mids eficientemente
en la induccidn de los operones Reg cuando es modulado por el regulador -
"gltB asociado" pero en ausencia de esta modulacién, la activacién de los
operones Reg podria ser compensada con una mayor cantidad de producto de
glnG. Alternativamente p?dria ser que el regulador "SlEE 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 asi, un aumento en el producto de glnG desplazaria el equili--

brio hacia la formacidn de complejo glnG + regulador "qltB asociado".

El modelo que aquil se ha sugerido es muy especulativo, sin --

embargo, genera algunas predicciones ‘concretas, tales como gue una cepa -
— . . . R .‘-

gltB que lleve a glnG en un plasmido multicopia deberd ser Asm , o que

deben ser -aislables mutaciones cen glnG que supriman el fenotipo Asm . =




Igualmente el fenotipo Asm no debe ser suprimible por la presencia de

glnA en multicopia.

De sexr cierta la existencia del regulador "gltB asociado" pue

de ser que sea éste quien ejerza el acoplamiento que se ha postulado para

las sintesis de GOGAT y GS.
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Nota Confirmatoria:

Durante el periodo de ésc;iﬁﬁ#é\@e esta tesis se déﬁét%ﬂ&é-un
plésmido que incluye 2md de DNA éroﬁoéomal. Eéte DNA cromosoméi'va‘desde
‘un sifio de Hpa I localizado 200 pb, més préximo a las colas de A/T del -
PELGY gue el sitio de Hind III mas préximo a estas, haéta otro sitio de -
Hpa I a aproximadamente el 80% del gen para la subunidad pesada de GOGAT.
Este nuevo plasmido llamado pHpa2 produce en minic&lulas una proteina de
aproximadamente 110 000 d. de peso molecular la cual solo puede ser trans
crita a partir del promotor de la subunidad pesada. Ya que el pI8 no -~--
lleva este promotor completo mientras que el plpa2 al parecer si, esto -
apoya la.localizaci6n del promotor en los doscientos pares de bases com--

prendidos entre los sitios de Hind III y Hpal mas prdximos a las colas de

" de A/T (Fig. 11).
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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4. Eco RI, 5. Hind I1I1, 7. Hlnc II, 8. ) Hpa I, 9. “Pst I,
10. Pun II, 11. pELGY linearizado, 6. marcados de peso
molecular: A/Eco RI + pBR 14 (1.55 MD). pBR 14.

F. 7 Digestiones del pELGY9: 1. Ava 1; 2. Bst EII, 3. Cla 1,




Pstl
BstEll




3.83
BstEl
3.0
Col E1 .
stEll

2.0

1. Col EI/Bst EII, 2. Col EI/Bst EIT + Eco RI
3. col EI/B EII + Pst I; 4. )\/Eco RI,

5. pELGS/Bst EII, 6. pELG9/Bst EII + Bgl II,
7. pELGY/Bst EII + Pst I; 8. pELGY/Bst EII +
Eco RI. -

1]
NRT

il

|

i2 %

L. /Eco RI, 2. pELG9/Bst EII, 3. PELGY9/
Hind III, 4. pELGY9/Hind III + Bst EII,
5. 5V40/Hind III.




i 3=




135K
110K

57K
48K

24
28K

Productos en minicélulas codificados por los siguien
tes plasmidos: 1. pBR 322, 2. pELGY9, 3. pH3, 4. pI8,
5. pB2, 6. pHpa 2.

Fig.11
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Unién a RNA polimerasa y controles: 1. pIB/Hinc II +
Hind III + Bgl II, 2. pI8 + Hinc II _ Hind III, 3. pI8 +
Hine II + Hind III (fragmentos unidos por RNA pol.),

4., Sv40/Hind III.

Fig. 13
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