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INTROQDUCCION

LA MEHBRANA EXTERNA

La envoltura celular de las bacterias gram-~negativas consiste, a

diferencia de las bicterias gram~positivas, da dos membranas: la mem-

brana interna ipariplasmica 6 citoelasmical v la membrana a2xterna

(M.E.). E=ztas estdn separadas por una pared de peptidoglicans de apro-
ximadamente 2.5nm que forma una estructura relativamente abierta, la
cuat

es 2n parte responsabla de la rigidez y forma celular, vy pOr un

compartimento celular denominade pertplasma tfig.1)., Este conliene

polipéptidos y azdcares con carga neta negativa, y cirertas enzimas,

algunas de las cualaes funcionan como transportadores o @nzimas procesa—

doras para la conversidn a sustratos transportables, de metabolitos que

no lo son, La membrana interna es generalmente una bicapa fosfolipidi~

" ca, la cual contiena una gran variadad de poliseptidos; sus principales

tunciones son: la generactidn de enargfa, el transporte active y facili-

tado de nutrientes y la exclusion de productos toxicos del interior;
as{ como 1la sintesls enzimitica y translocacidén de componentes de la
envoltura celular (25,29).

La H.E. constituye una barrera fisicz v funcional entre la ceélula

.y 8l medio que la rodsa, 1la cual debe discriminar entre los aulrientes

y compuastos téxicos, y mediar selectiva ¥ simultansamente su  exclu-

ston o su incorporacion. La M.E, tiene las caracteristicas fundamen-

tales de una membrana biologica, la cual consiste de una bicapa de

moldculas anfipaticas y protatnas, las cuales en forma peco usual son

muy abundaantes, va gue cubren la cara intarna y externa de esta membra-

na en un SUL(%0).
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Por otro lado, 1la H.E. Jjuega un papel fundamental en las interac-
cionas mediadas eor receptores con otras células, bacteridfagos vy
macromoléculas. Sus componentes son utiltzados como receptores pov
bacteriéfagos y colicinas, ademds estdn implicados en la conijugacion
entre bacterias, en el mecanismo de adhesién de la bacteria al organis-—
mo huésped (47) y en actividades hemolfticas (1S).

En este contexto, la genetica ha contribuido en gran medida al
entendimiento de la arquitectura y funcién de la H.E., valiéndose sobre
todo de la presencia de estos receptores, los cuales han permitido
disefiar metodos sencillos para la seleccidn directa de mutantes especi-
ticas de H.E. Estas mutantes han permitido estudiar la regulacion y 1a
funcién de sus constituyentes, as{ como la purificacién de algunos de
allos. (67).

El - alto contenido proteico de 1a M.E. ests representado s6lo por
unas cuantas especies de proteinas, dentro de las cuales se encuentran
las conocidas como protefnas principales, que son las més abundantes ¢n‘
toda la cdlula. Ademis de estas proteinas, la H.E. esta constituida por
un lipopolisacarido (LPS) y proteinas menores, las cuales no son tan
abundantes. Las proteinas de H.E. (PHME) mis ampliamente aestudiadas,

han sido las de Escherichia coli y las de Salmonella typhimurium

(30,93).

El LPS es un componente unico de la M.E. y estd localizado en \'a
parte expuesta de esta mambrana. Eg una molécula anfiftlica que con
tiene una regidn hidrofdbica la cual determina gran parte de la fasae
lip{dica del lado interno de la membrana. Es de gran importancia en la
interaccidn hudsped-parasito; ademas se asume contribuye en las fun-
ciones de barrera permeable de esta membrana y de esta manera ser

responsable de la resistencia que poseen vartas bacterias gramnegati



vas a una serie de antibidticos, debido a aue restrinrge la entrada de
moléculas hidrofobicas. (61,90). El LPS usualmente consiste de tres
partes: el lipido A, el oligosacarido central y el antigeno U. El
lipido A es la regién que conserva el princirio endotéxico del LPS;
consiste en un dimero de glucosamina substituiudo con acidos grasos,
principalmente el &cido beta-hidroximiristico. El oligosacarido central
estd unido cova lentemente al 1lipido 4, contiene fundamentalmente
azucares, de los cuales una heptosa y el acido cetodeoxioctanato (KDO)
son practicamente sspecificos del LPS. El antigeno 0 se compone de un
nimero variable de unidades repatidas de 3 a & residuos de azdicares:
asta gran diversidad determina los difarentes serotipos existentes en

una misma aspecie.

Una de las caracterfsticas mi&s importantes del LPS es Aue se

encuentra anclado en la membrana, mediante la union a PHE, posiblemente

a travéds de interacciones hidrofdébicas con el lipido A. (130). E1 LPS
confiere a las bacterias gram-nagativas de importantes propiedades como
la resis(enci_a a antibiéticos hidrofébicos, sales biliaras, detergen-—
tes, pro‘lcasas, lipasas y lisozima. (48,90).

Cer;:a de 10 a 20 proteinas menores estdn presentes en la H.E.
Huchas de ellas s8 han identificado como receptores de fagos y colici-
nas, y se éabe Juegan pareles vitales para el crecimiento de la célul;.
como la incorporaciédn de nutrlenles; el transporte de fiervo, la incor-
poracidn de vitamina B12 o el transporte de nucladsidos. 130,47).

Las protefnas mayores pueden estir expresadas en mas. de 100,000
copias por célula, y se han descrito alrededor de 10, aunaque por 1lo
general sélo se expresan S de ellas =en una bacteria. Entre 1las

proteinas mayores se encuentran: 1) lipoproteina de Brown (LPP); 2)

L



proteina modificable por el calor (OmpA) y; 3) proteinas matricas o
porinas.

1) La LPP es una de las protefnas principales de 1a MH.E. en
E.coli. Esta prssente en aproximadamente 7.2 x 10 moléculas por célula,
es eor tanto la proteina numdricamente mis abundante en E.coli. La
tercera parte de las moléculas de LPP se encuentran unidas covaleate-
mente a la peptidoglicana y estudios del tenotipo de diferentes mutan-
tes parecen indicar que contribuye al mantenimiento . de la . {ntegridad
estructural de la cubferta celular (47). La otra parta de las moléculas
© de ﬂPP se ancuentra en forma libre y ninguna de las dos formas parecen

atravesar la N.E., por lo que no actua como receptora de fagos ni coli-
cinas. La LPP consta de S8 residuos aminodcidos (13) y el gene que la
codifica va ha sido clonado y caraclerizado. (86).

2) La protefna Omp A es uno de los polipéptidos mds abundantes de
la H.E. de E.coli (47), Es un polipépiido_de 335,000d (19) que atraviesa
la membrana (32) y poseé varias funciones bioldgicas, como la estabili-
zacion de los agregados formados durante la conjugacién F-dependiente

_(124) y; Jjunto con la LPP (14), mantiene la integridad estructural de
la H.E.(104). Sus funciones no fisioldgicas incluyen su perticipaéién
en la- incorporacién de una colicina (17) y su habilidad para servir

"como receptor de los bacteridfagos K3 y Tull (28,1243.

El gene ompp de E.coli ha sido aislado (S1) y caracterizado

(4,23,84); asf{ como el de otras bacterias gramnegativas (24,37).



3) La H.E. de E.coli vy de otras 2aterobacterias, como S.typhimu
rium contienen cterla variadad de polireptidos, 1los cualas han sido
denominados porinas. Estas estan entre las proteinas mds 3bundantes de
la H.E. de las bacterias gramnegativas. Su funcion principal es la de
formar eoros de difusion pasiva que permitan el paso de pequefias molé-
culas hidrofilicas a través de asta membrana (66,85). La naturaleza
transmembranal de las porinas queda demostrada por su habilidad eara
servir como receptores de fagos y colicinas y por su firme asociacidn
no covalente a ta peptidoglicana (66,70), lo que a su vez las hace
importantes para el mantenimiento de la estructura de 1a superficie

celular (92). Las porinas de E.coli, cuyas funciones han sido bastante

astudiadas son Omp C y Omp F (8,89), la protetna K (108,127), 1las
porinas inducibles Lam B (110) y Pho E (6,8?), y la protefna HNmp C que
es producida en grandes niveles por una mutante pseudorevertante de
E.coli K12 deficiente de porinas (54,100). Los eauivalentes de algunas
de " estas protefnas han sido céracterizados también en S.tyehimurium,
donde tambisn existe una Omp D (63,98,111).

Los genes de las erotefnas Omp C (79,80), Omp F 1S5,120) y Pho E
(95,114) de E.coli, vya han sido aislados y secuenciados. El analisis de
estos datos muestra la existencia de una gran homologia a nivel de
sacuencia nucleotidica y de aminodcidos antre estas proteinas (79,120),
sugiriendo as{ un probable ancestro comun. Considerando 1o 2nterior, vy

a pesar de aue los genes no estin continuos en el genoma de E.coli

(minuto 6, 21 y 47 para phoE (85,113), ompF y o (85), raspectiva-

mante), las porinas comparten algunas caracteristicas comunes: al) tie-
nen una composicién de aminodcidos ¥ un peso molecutar similar, el cual
fluctua entre 35,000 y 45,000 daltones; b) cruzan inmunologicamente: c?)

1a unidad funcional formadora de los poros es un trimero; d) los mono-



meros tienen puntos isoeléctricos menores a 7; @) estin prasentes en
mis de 100,000 copias por célula balo las condiciones adecuadas y; )
todos forman pores transmembranales hidrofilicos con un tamafio simtlar
{(85).

& pesar de la similitud estructural y funcional entre Omp F y Omp
C, la expresidén de los genes correspondientes a estas proteinas, se ve
afectada de manera reciproca por la osmolaridad del medio de crecimien-—
to (58,125). Conforme la osmolaridad se incrementa, el gene ompl se
expresa mids abundantemente, mientras tanto la expresion de ompF se ve
veprimida, efecto que se invierte cuando la osmolaridad disminuye. La
regulacién de la expresisén de estos genes estid mediada 2 nivel trans-
cripcional por los genes ompR y envZ (48,123), los cuales forman el
operén omeB localizado en el minuto 74 del cromosoma de E.coli (81);
este operén ha sido clonado y la secuencia nucleotidica completa ha
sido determinada (82,129), La proteina Omp R actda, al parecer, como un
regulador positivo para la expresién tanto de ompF como de ompf, unien-
dose a una regidn del DRA que precede a sus promotores (27,56). El
prapel de envZ no esté claro ain. Reclentemente, se ha propuesto que un
gene denominado micE interviene en la regulacién de omeE a nivel tra-
duccional, mediante la hibridizacién del transcrito con el mRNA de ompF
(83). Sin embargo, se ha bbservado que una sola copia de este gene no
afecta de manera importante la expresion de gﬁgﬁ {78). Con base en
estudios realizados sobre mutantes de ompR se ha sefialado que 1la
prote{na Omp R, puade tomar dos estructuras opcionales dependiendo de
la osmolaridad del medio, cada una de las cuales regula positivamente
la sintesis, vya sea de Omp F u Omp € (46). Esta estructura alternativa

de la protefna Omp R ha sido corroborada recientemente con el estudio

de nuevas mutantes (88), estudio en el cual la secuencia del gene ompR

ha sido reportada en forma corvegida.



LA PROTEIRA Pho E

Las primeras observaciones sobre el transporte transmembranal en
E.coli indicaban que las protefnas responsables de este fendmeno eran
las porinas Omp F y Omp C. Los estudios posteriores, con mutantes
carentes de estas protetnas, llevaron a diferentes grupos de investiga-
cién a la identificacion de una tercera protetna la cual confertfa a la
célula 1la posibilidad de crecer normalmente. Estos diferentes grupos
identificaron a la nueva proteina bajo diferentes nombres, e(69,125);
1c(40,50); E(36); y NmpAB(10l), hasta que Lugtenberg, et al(69) y Lee,
et allé4), compararon estas protefnas electroforeticamente despuds de
cortar con bromuro de ciandgeno, concluyendo que las cuatro eran 1la
misma protefna.

Las investigaciones sobre las condiciones de crecimiento que re-
sultan en la induccidén de esta proteina en una cepa silvestre de E.colf
K12, 1levaron a la observacién de que la sintesis es desraprimida por
condiciones de limitacidén de fosfato (94); condiciones baijo las cuales
se inducen a3 su vaz la fosfatasa alcalina y otras protetnas periplasmi-
ticas (112).

Como ya se menciond, el gene que codifica para la proteina Pho E
vesla localizado en el minuto 5.9 del mapa cromosomal de E.coli (113).
. Este ha sido clonado (114) y su secuencia de aminodcidos y nucleottdica

va.ha sido determinada (95). La exprasidn del gene clonado muestra que
Pho E tiena un peso molecular apargnte de 40,000 daltones (114). Sin
embargo, el andlisis de 1la secuencia indica que es una protetna formada
por 351 aminodcidos, de los cualses, los primeros 21 conforman el pepti-
do sefal. La protefna madura formada por 330 aminoicidos (Y90pb) tiene

un peso molecular calculado de 35,782 daltones (99).

v o



Al tgual gque las porinas Omp F y Omp £, 8sta proteina forma povos
de difusién pasiva 3 través de los cuales pequefias moléculas hidrotr(li-
cas atraviesan la membrana; sin embargo, ha sido comprobado que a
diferencia de las otras porinas, Pho E forma poros con preferencia por
solutos cargadecs negativamente (6,60,96). En este contexto, también es
sabido <que la unidad minima funcional de la porina es un trimero y que
el anilisis de la sstructura tridimensional, reconstituida por micros-
copid electrénica, sugiere que existen tres conductos abiertos en 1la
superficie de 1la membrana, 1los cuales se fusionan en un solo canal
ﬁacla el espacio periplasmico (33). También ha sido observado que esta
estructura estd fundamenialmente formada por hoias beta-plegadas anti-
paralelas y que esta conformacién favorece su disposicién en la membra-
na. Ello permite la exposicidn da ciertas regiones hacia el exterior de
la bacteria, fig.2 (59,99). La exposicién de regiones de Pho E en la
superticie lo comprusba el hecho de que algunas de ellas funcionan como
parte del receptor del fago TC4S (18) y de colicinas (36).

Tommassen, et al, han realizado multiples estudios en torno al
parel que Jjuegan las diferentes regiones de la protefna. De este modo
se ha visto, mediante la construccién de genes hibridos phoE-ompf vy
bla-phoE, que el peptido sefal es una sefal de exportacidn, la cual
funciona independientamente de la secuencia estructural; vy que 1la
fnformacion que determina la localizacidén Gltima de la proteina en 1la
H.E., se encuentra contenida en la secuencia estructural de esta
prote{na vy no en la secuencia sefial (115). A su vez, el andlisis con
el gene hibrido bla-phoE sugiere que ¢l extremo amino terminal de esta
prote{na se encuenira probablemente hacia el espacto periplismico
(116). Estudios posteriores con otro gene hibrido ompF-phoE, en el cual

1os residuos 2-73 del extremo amino de Pho E, est4n sustituidos con la
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ragion homdéloga del gene ompE, indican que la preferencia de Pho E por
compuestos anidnicos estd en parte determinada por los 73 aminoidcidos
del amino terminal; que parta del sitio receptor para el fago TC4S esta
localizado en esta regidn de la proteina; y que é€sta atravieza por lo
menos una vez la membrana (117). Por otra parte, la construccidn del
gane hibrido phoE-lac?, el cual codifica para 300 aminoicidos del amino
terminal de Pho € y para casi la beta-galactosidasa completa, muestra,
aungue no de manara muy clara, que el fragmento de SOaa del extreso
carboxilo terminal son necesarios para el transporte de la proteina
(118). Siguisndo la misma l{nea, técnicas de recombinacidn *in vivo*,
permitiaron la construccién de genes hibridos ompC-phoE en los cuales
el DNA que codifica para una parte de la protefnas es reemplazado por
la parte correspondiente del otro gene. Los productos de estos genes
indican que existen 3 regiones dentro de los primeros 130aa, las cuales
confieren las caracteristicas de poro; ademdis de que entre los 'r-eslduos
75-110 se determina la especlficidad para fagos. También se observa que
la regién que esta mis axpuesta en la superficie celular se encueatra
entre los residuos 142 y 267; esta regidn contiene residuos requeridos
para la unién de anticuerpos monoclonales dirigidos contra las partes
expuestas de Pho E (119). Recientemente se ha observado, mediante la

utilizacién de deleciones a lo largo da todo al gene phoE, <Gue aparen—

temente ninguna parte de la protefna, a excepcién del péptido senal, es
esencial para el transporte. Sin embargo, tomando en cuenta que ninguna
de las protefinas truncadas aparecen @en 13 membrana externa, se propone
que la informacidn para la insercidn en esta membrana estd dada por 1la
estructura total (secundaria o terciaria) de la proteina, 1la cual

probablemente se ve afectada por todas las deleciones realizadas para

11



este estudio (12).

La comparacidén, a diferentes niveles, da las porinas Omp F, Omp
y Pho E hacen suponer la existencia de un ancestro comun a partir del
cual estas protefnas se diversificaron. De este modo, el estudio de
heteroduplex formados por el gene ompE y el gene phoE muestra que
existe una gran homologfa entre ellos y que las secuencias de DHA
parecen estar fuertemente conservadas. Ello se refleja en la existen-
cia de propiedades comunes como la asociacién a peptidoglicana, la
intaeraccién con el LPS y la funcién de poro. Sin embargo, este estudio
senala que la homslogla esta menos conservada en una regidn de aproxi-
madamente 140ph, 1o que sugirié que esta regi6n podia ser responsable
de determinar propiedades diferentes, como los sitios receptores a
distintos fagos (120). La comparacion de las secuancias indica que
entre ompE y phoE existe alrededor de un 63% de homologia (95), lo que
de manera similar se encuentra para ompC y phoE (79,91). En otros estu-
dios, Oyerbeeke. et al, han observado que las porinas estan antigenica-
mente relacionadas (97).

La exprasién de Pho E bajo las condiciones antes descritas esta
acoplada a un complejo mecanismo, el cual asocia una variedad de genes
diferentes. Ademis, Pho E se expresa de manera coordinada Jjunto con,
por lo manos, 1S protefnas mds. De estas, las mas importantes son la

fosfatasa alcalina (phoA) y la protefna que se une a fosfato (phoS),

entre otras, las cuales forman 1o que se ha denominado el regulén Pho.
(112).

Los estudios realizados hasta ahora indican que los genes 1avolu-
crados en la regulacién positiva son principalmente, phoB, phok vy phol.
De estos, parece ser que la cantidad del producto de phoB esta regulan-

do positivamente los niveles de expresidn del regulsn (103). Este, a su

12



vez, estd siendo regulado tambien posilivamente peor el producto de
pholl, el cual sustituye la funcion reguladora positiva de phoR (735.E1
locus phoR también puede actuar como regulador negativo en alto t1osfato
(43,74,103). Los genes phoB y phoR han sido clonados y constituyen un
operon localizado en el minuto ¢ del mapa cromosomal de E.coli (121).
La secuencia del gena phoB va ha sido deducida y muestra que contiens
una secuencia consanso denominada la “caia fosfato® similar a la de las
regiones reguladoras de los genes phof, phoS vy phoE; lo aue a su vez
hace pensar que phoB se autorregula positivamente (75). La regulacion
negativa la llevan a cabo una serie de genes organizados en el operdn
pst en el minuto 84 del mapa genético de E.coli (72,106). Estos son los

genes phoS, phol, pstB vy phol; el fragmento donde estdn contenidos como

cistrones independientes ya ha sido clonado (1).

Ro se conoce con certeza como se efactua 1a regulacicdn nesgativa de.

phoB 2 partir de estos genes, pero se sabe que phoS, phol vy pstB estan
involucrados en el sistema altaments especifico de transporte de
‘fosfato (2,107) y que mutantes en cualguiera de estos genes expresa
constitutivamente 1os sgenes del regulon Pho (1), Se postula que el
fosfato inorgdnico, transportado por los productos de estos genes, da
como resultado la represidn del operon shoB-phoR pRoOr un mecanismo
descoqocido; que podria ser el afectar los niveles de un efector hipo-
tético. Por su parte el gene phol posiblemente codifica para un corre-
presor, el cual regula regativamente la expresion de phoB Jjunto con el
producto de phoR; o tal vez esta involucrado en la formacion de wun
efector para e} rapresor (B87)., Los ganes antes mencionados ya han sido

secuenciados y caracterizados (72,1060,1077.

Finalmente, el estudio de esta proteina en otras enterobacterias

13



estd muy limitado. Se sabe que en S, typhimurium se induce baio limita-
cidon de fosfato, wuna protefna de 34,000 daltones la cual probablemente
represente la proteina Pho E (7). Recientemente se ha reportado infor-
maciodn que apoya estos datos. Bauer, et al., encontraron que una mutan-
te de S.typhimurium constitutiva para el regulén Pho expresa una aueva
PHE, 1a cual tiene selectividad para compuestos cargados negativaments
{3). Este reguldn ha sido identificado por Foster, et al., y a pesar de
que en S.typhimurium no existe el gene phoA de la fosfatasa alcalina,
los genes que componen este regulén también responden a la limitacion

de fosfato (35). Ademds de S.typhimurium, PHE inducibles por este

mecanismo han sido identificadas en Pscudomonas aeruginosa con un peso

molecular aparente de 48,000d, la cual se coinduce con la fosfitasa

alcalina y la fosfolipasa C (48-49); vy en Enterobacter cloacas, de la

cual el gene ya ha sido clonado. El estudio de esta ultima indica que
se axpresa normalmente en E.coli y que comparte propiedades con 1la
protefna Pho E de E.coli, <como son la de servir de recsptor del fago
TC4AS y formar poros con sitio de reconocimiento para compuestos anidni-

cos (123,




LA ERZINA GLUTAHATO SINTASA (GOGAT)

Para todos los sistemas bioldgicos el nitrdgeno es indispensable
para la bilosintesis de macromoléculas que son esenciales para el creci-

miento celular. En las enterobacterias como E.coli y S.tyehimurium no

existe un mecanismo que les permita asimilar el nitrogeno atmosferico.
Para que el nitrogeno pueda ser incorporado, la célula requiere encon-
trarlo en forma de compuestos inorginicos simples como amonio, nitritos
o nitratos; de donde es transferido a moléculas orgdnicas mas compledas
como el glutamato y la glutamina. Estas son los principales donadores
de nitrégeno en la biosintesis de otros compuastos. El glutamato es el
grupo primario amino donador de la sintesis de practicamente todos 1los
aminodcidos, mientras que el grupo amido de la glutamina as el donador
de nitrégeno en ciertos pasos durante 1a biosintesis de algunos amino-
4cidos, purinas, pirimidinas y ciertos otros compuestos necesarios para

la célula. (Fig.3)..

La asimilacién de nitrégeno en glutamato y glutamina a partir de
amonio estd mediada por dos enzimas: la glutamato deshidrogenasa (GDH)
dependiente de HNADP, 1la cual sintetiza glutamato a partir de alfa-

cetoglutarato y amonio:

ot-cgtoglutarato + KH§ + WADPH + H  ———-omu alutamato + NADP* + Hy0

y 12 glutamino sintetasa (GS) dependiente de ATP que cataliza

—

a

formacién de glutamina a ‘partir de glutamato, amonio y ATP:

glutamato + RHy + ATP --——--—- glutamina + ADP + Pi
68
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Una tercera enzima, 1la glutamato sintasa (GOGAT) puede catalizar
la transferencia del grupo amido de la glutamina al carbono alfa del
alta-cetoglutarato, lo que resulta en la produccion de dos mnléculas de

glutamato:

glutamina +oc-cetoglutarato + NADPH + H* ——--—- 2glutamato + NADP* + Hp0
GOGAT (122)

Desde el punto de vista funcional, la actividad de GOGAT es reque—

rida para el crecimiento de E.coli y S.typhimurium, entre otras entero-
bacterias, an condiciones de limitacion de amonio como fuente de nitré-
geno. Su importancia como provedora de glutamato a la célula en balas
concentraciones de amonio hace a esta enzima interesante para su aestu-

dic en otros microorganismos.

Estudios bioquimicos de la GOGAT en E.coli muestran que esta
proteina es una enzima multimérica compuesta de un agregado de cuatro
dimeros cataliticamente activos, cada uno de los cuales contiene sub-
unidades distintas; la subunidad grande tiene un peso molecular aparen-—
te (PHA) de 135,000d y la chica de S3,000d, siendo el multimero de
aproximadamente 800,000d. (77). Datos recientes parecen indicar que la
subunidad  grande pesa en realidad aproximadamente 166,000d. (Bece-

rril,B. comunicacion personal).

Los genas (gltB), que codifican para estas dos subunidades, han
sido clonados (25). Estos estdn contenidos en el plasmido PRSP20 en un
fragmento de aproximadamente 8.4 Kb y estdn organizados en tandem (65).
) L$ subclonacién de los genes para las dos subunidades ha permitido

demostrar que estas se transcriben en una séla direccién, iniciandose
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en el gene de la subunidad grande. Por otra parte, al parecer el gene
de la subunidad chica tiene su progio promotor ya aue ésta se sintetiza
en minicélulas (41). Datos recientes sobre la secuencia de estos genes
apoyan =2sta idea; adamis hay indicios de la existencia de un tercer
gens que pudiera estar involucrado en la regulacién de GOGAT (Bece-

rril,B. comunicacidén personald.

La presencia de GOGAT ha sido demostrada para otras enterobacte-

rias como Klebsiella aerogenes, donde la subunidad grande pesa 175,000d

y la chica S51,500d; y para S.typhimurium donde los estudios senhalan. que
los genes, al igual que en E.coli, estan continuos y se expresan en una
s6la direccién a partir de la subunidad grande (gltB) hacia 1a chica

(gltbd) (39,71).




CONSTRUCCION DE UN BANCO DE GENES

Un banco o biblioteca de genes es una coleccidon de moléculas
recombinantes de DRA en las que sa encuentra representado el genoma de
un organismo. Ello permite el aislamiento de genes particulares con el
fin de analizar su estructura y funcién. Al construir un banco, se
busca tener miltiples copias idénticas o clonas de segmentos diversos
de DRA del organismo de interés. Para elloc se forman moléculas recom—
binantes con vectores de clonacién. Estas son moléculas de nim con
replicacién independiente a la dal cromosoma del huésped. Por lo gene-
val el DHRA del organismo a estudiar (DNA pasalero) y el veclor de
clonacién se cortan en sitios especificos con una misma andonucleasa
de rastriccién, generando moléculas recombinantes mediante la unién de

astos fragmentos con ligasa del fago T4.

Los dos vehiculos procariontes cominmente usados son 1os plismidos

de E.coli y los derivados del colifago lambda; cada colonia o placa de

lisis, raspactivamente,contiene miltiples copias de un segmento parti-
cular del genoma. El ndmero de moléculas recombinantes que se requieven
para tener un gencRa completamente vepresentado depende del tamano del
inserto en el vehiculo y del tamano de dicho geanoma (21). El tener
clonado ‘el gquivalente a S veces la extension del genoma implica wuna
probabilidad de 0.99 de que se encuentren reprasnntadés todos los
genes.

EL COLIFAGO LAHBDA COMO VECTOR DE CLONACION

El bacteridfago lambda infecta E.coli y puede crecer como  lisé-
geno incorpordndose al cromosoma del huésped vy duplicindose Junto con
¢l. También puede lisar a la célula después de haber producido varias

decenas de copias; es dacir, entra en fase litica. Un fago en fase
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1ftica puede funcionar como vector de clonacidn. Se han construido
derivados del fago lambda cuyo DNA, al ser digerido con enzimas de
restriccién, ganera fragmentos dispensables e indispensables para su
crecimiento 1l{tico. Los derivados de lambda adaptados especificamente
para la clonacién de DNA estdn construidos de tal manera que las endo-
nucleasas de restriccién sélo tengan sitios de reconocimiento ea la
reglbn dispensable, de modo que permitan la adicién o reemplazamiento
de DNA exdgeno pasaijero.

Las moldculas recombinantes son encapsuladas in vitro; los fagos
racombinantes son amplificados mediante su propagacién sobre un césped
de E.coli.

Los derivados de lambda que tienen un sélo sitio blanco en el DRA
se conocen comoc vectores de insercidn. Los qua tienen sitios de recono-
cimiento pares, que permiten remover un segmentoc y reemplazarlo con DKA
-heterélogo, son conocidos como vectores de reemplazamiento, en los
cuales es necesario el corte eficiente de los sitios blanco de las
enzimas de restriccién en el DNA vector.

EL BACTERIOFAGO LANBDA

El colifago 1lambda (38) consta de una molécula de INA de doble
cadena de 48 S02 pares de bases (pb). En cada extremo de su genoma hay
proyecciones de cadena sencilla complemantarias; estos agtremos cohesi-
vos de 12 pb son llamados m y m’ y forman-el sitio cos. E1 DNA de
lambda puede ser dlvldl&o en 3 regiones. La regién del extremo tzquier-
do contiene los genes &-J que codifican para protefnas de la capsula y
cola del fago, asf{ como para protefnas involucradas en el ensamble de
proteinas virales maduras. La regidn central, entre los genes J vy N,
contiene el gena clIl y geness cuyos productos intervienen en procesos

generales de recombinacién y de estructuracién de la forma tardia de



replicacion del fago. Estos ultimos genes (funcion Red), determinan que
el fago lambda sea sensible a inhibicidén por lisdgenos del fago P2 y
son dispensables para su crecimiento lftico. La region del extremo
derecho incluye: la region principal regulatoria de la expresion gené—
tica, es decir los genes N, c!, cro y cll; los genes 0 y P necesarios
para la replicacion del fago; vy los genes S y R cuyos productos son
requeridos para la lisis de la membrana y pared celular del huésped,
respectivamente (f1g.4). De las aproximadamente SO proteinas para las
que codifica lambda, seis son regulatorias: clI, cll, clll, cro, Ny &.
Su expresién da lugar a un circuito de expresion genética que permite
al fago sntrar en una fase lf{tica o en una lisogénica (38,53).

Un fago lambda <que . funcione como vshiculo molecular puede
prescindir de aproximadamente mas del 40% (20 000 pb) de su genoma, el
cual puede ser sustituido por DNA pasajero. Para poder ser encapsula-
das, las nolﬁculas de DNA de lambda deben tener un tamafio entre ¢l 80
y el 108% del tamano del fago silvestre, asf{ <omo la secuencia
cos.(34).

El uso del colifago lambda como vector de clonacion de DNA gendmi-
co es un método atractivo, ya que pueden generarse rdpidamente un gran
nimero de placas de lisis de fagos recombinantes, utilizando pequenas
cantidades de BNA pasaiero (128).

‘EL FaGo LAHBDR 1059

En 1980, Karn, et al (57), reportaron la constvuccioén del fago
vector lambda 1059, el cual presenta un sistema de seleccion positiva
para los fagos recombinantes. El fago lambda 105% estd& formado por 3
fragmentos generados por cortes con la endonucleasa de vrestriccién

BamHI: uno de 19,600 pb que corresponde al brazo izquierdo y que lleva



F16.4.~ HMara genético y funcional del DNA de lambda.
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todos los genes para las proteinas de la cabeza y la cola; un segmento
interno de 17,000 pb que corresponde a la region dispensable para el
crecimiento lftico del fago; y uno de 9,400 pb, el brazo derecho, Qque
lleva los genes de duplicacion y lisis. Los 2 brazos del vector contie-
nen los genes nacesarios para la duplicacién y maduracion de lambda
1059 vy corresponden a 58.2% del genoma del tipo silvestre. La produc-
cién de fagos viables se lleva a cabo cuando se reemplaza el seamento
internc con (fragmentos de DHA Que representen del 12.8 al 49.8% del
tamano del fago silvestre (6.3 - 24.4 Kpb). Los dos brazos por si{ solos
~no  producen fagos. viables, ya qus p;ara 12 encapsulacidén se requieren
genomas con un tamanho entre 70 y 1087 de la longitud total del fago
silvestre.

El sistema de seleccién para recombinantes esta basado en el
fenotipo Spi ; este fenotipo le confiere a lambda sensibilidad a inhi-
bicién por P2. E1l segmento interno contiene los genes red y el gamma,
responsables del fenotipo Spi+. Por tanto, cuando los brazos del vec~-
tor, cortados con Bamil, son ligados con DKA exégeno, se producen
fagos padres y vecombinantes. Los recombinantes sustituyeron el frag-
mento interno y serdn Spi~; se distinguirin de los padres al crecer

sobre un césped de células E.coli lisogénicas para el fago P2 (Fig.S).

na
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OBJETIVOS

Con base en el parentesco existenle entre 3.typhi y E.coli, nos
avocamos a la taréa de localizar en el gendma de S.typhi, secuencias
homélogas a los genes gltB vy phoE de E.coli, wutilizando estos como
detectores haterdlogos de hibridizacién. Habiendo obtenido una senal
definida, esto es, identificado bandas de restriccion generadas por la
formacidén de wun heteroduplex entre el detector y el DNA de §S.tyehi,

procedimos a la btusqueda de estas secuencias dentro de un banco de DNA

de  §.typhi construido en el laboratorio en el vector de clonacion

lambda 1059, eara asf, aislar las clonas independientes que portaran
estos ganes. Con la ayuda de estrategias desarrolladas durante el
trabajo de investigacidén, gque nos llevaron al uso eficiente del banco,
se obtuvieron dos fagos recombinantes los cuales portan.las secuencias
parcialmente homélogas a los genes gi1tB y phoE de E.coli. Estos, con el

propésito. de realizar posteriores experimentos como la subclonacidén en

plasmidos, fueron mapeados para diferentes enzimas de restriccion.
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HATERIALES

1)

2)

3)

" 8)

S

~

-3
~

CEPAS BACTERIANAS
~Salmonella typhi 9,12,d,Vi (52).

-Escherichia coli G359 (hsdk-,hsdH-.supE, 080,P2) (57).

-Escherichia coli CE1222 (F-,thr,leu,del,proA2 (proAd-phoE-
aptihis,thi,argE, lacY,qalK,xyl,rpsl,phos2l,recaS6,0mpR) (115).

-Escherichia coli HIS? (recA,uvrA) (16).

PLASHIDOS

~pJPi4, utilizado como detector heterdlogo de hibridizacidn
(114). .

~pRSP20, utilizado como detector hetarslogo de hibridizacion
(26).

BACTERIOFAGO

-Lambda 1059, usado en la construcioén del banco de genes de
S.typhi (S7).

HEDIOS DE CULTIVO

-H9, LB, SH, descritos por Haniatis (76).

~NZCYH, descrito por Blattner (10).

-CY, descrito por Karn, et al (57).

-CH, descrito por Clarke, et al (20},

ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION
-Bamil, EcoRI, Sall, (Amersham)
~HindL1l, Clal, Sehi, Smal, EcoRV, Xhol, Xbal, (Promega Biotec)

-BgllI, Psil y BamHl (Producidas por el CEIINGEBI).

7 ANTIBIOTICOS

~Cloramfenicol, Tetraciclina y Ampicilina (SI1GHA)



7) OTRAS ENZIHAS

-Ribonucleasa y Desoxiribonucleasa (SIGHA)

8) FILTROS PARA SOUTHERR
~Gena Screen (NEU ENGLAND NUCLEAR, DUPONT)
?) OTROS HATERIALES
~1ls6topos Radiactivos:
-Netionina/azufre 35 ca.800 Ci/mmol (Amersham # cat. $3.235)
-Alfa-deoxi-CTP/fosforo 32 ca-3000 Ci/mmol (Amersham # cat.
PB.10205, ICN ®# cat. 33004X)
-fgarosa de baljo punto de fusién (Seak-em)

HETODOS

1) PREPARACION DE DNA BACTERIANO
La extraccidn y purificacién del DNA de 1las baclerias E.coli 8359

y S.typhi 9,12,d,Vi se realizé siguiendo la técnica de 1isado claro

rapor tada por Batlach, et al (9).

2) PREPARACION DE DNA DE PLASHIDO *
El método wutiiizado para la purifticacidén de 1los plasmidos

utilizados en este trabajo, es el de lisis alcalina descrito por

Maniatis, et al (76). El DHA del plismido se praparé por amplificacién

del numero de copias, en cultivo en fase logaritmica, por adicidn de

cloramfenicol (22).

D
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3) MINIPURIFICACION DE DHa DE PLASHIDO
El metodo utilizado ests también descrito por Maniatis, et al (7&)
y consiste en la semipurificacién del plasmido en peaquefas cantidades

con el fin de caracterizar o identificar el plismido rapidamente.

4) PURIFICACION DE FRAGHENTOS DE Bllﬁ & PARTIR DE AGAROSA DE BAJO
PUNRTO DE FUSION

£l metodo es descrito por Hantatis, et al (76) y consiste en 1la

purificacidén de fragmentos de restriccidén de DNA a partir de geles de

agarosa de baljo punto de fusidén. Los fragmentos soa utiles tanto comc

sondas radioactivas, como para ser subclonados.

S) ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA

€1 metodo usado para separar, identificar y purificar fragmentos

. de '_'.Dllﬁ es por medio da electroforesis en gales de agarosa. Las

. preparacionas de DHA, tanto bacteriano como de plismido, tueron
sometidas a electroforesis en geles de agarosa al 1% (Bio-Rad).
Se utilizé una solucién amortiguadora TAE (Tris, EDTA, aAcetato de
Potasio), a 100 volls, ccmo reportan Bolivar, et al (11). Los geles se
tinen con una solucién de 0.Sug/ml de Bromuro de Etidio (Sigma) durante
5 minutos. El DNA se visualiza con luz ultréviolala de onda corta  de

un transiluminador (Ultraviolet Products).

6) .~ DIGESTIONES DE DHA BACTERIANO, PLASHIDOS Y FAGOS  CON
ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION

Las condiciones para digerir con enzimas de restriccién se

estandarizaron para utilizar solamente tres soluciongs distintas sagun

los reaquerimientos de cada enzima:



BUFFER: © BaJo HEDILO aLTd
~aCl - somHt 100mH
-Tris-HCl (pR 7.5) 1OmH 10mH SOomH
-Hall2 10mH 10mH 10mN
~Ditiotrettol 1mM imH 1mH

HEZCLA DE REACCION:
-figua
-Buffer (1X)
-DHA (Entre 1-3ug)
-Betamercaptoetanol 1% (411/20u] da reaccidn)
-Espermidina (4mH)
~Enzima (Entre 3-Su/pg de DHA)
Las reacciones se incubaron durante toda la noche a 37°C  (excepto
Pstl a 30°C) y se detuvieron calentando a 65°C por 107 y agregando 1X
de solucién de parar (0.25% azul de bromofenol, 0.25% ciancl de xileno

y 15% ficol tieo 400 en agua)l.

7) RIBRIDIZACIOR DE ACIDOS NUCLEICOS

La hibridizacidn de fragmentos de DNA separados por electroforesis
y transferidos a filtros {Gene S5creen) se hizo de acuerdo a la tdcnica
de Southern (10S5), E1 horneado, prehibridizacidn, hibridizacién, y
lavado se hizo de acuerdo a Baniatis (76) y la autorradiografia de los

filtros se realizd de acuerdo a Swanstron y Shank €(109).

8) HIBRIDIZACION EN PLACA (BENTON Y DAV1IS)

La hibridizacion .en placa se realizé de acuerdo a la técnica
veportada por Benton y Davis (S). Consisle en la absorcidén y fijado del
ONA de las placas de lisis, generadas por los fagos recombinantes, -a
filtros de nitrocelulosa, para posteriormente hibridizarlo coatra el

detector deseado.



9) HARCAJE DE DNA “IN VITRO" CON FOSFORO 32

El marcaje interno con nuclestidos radioactivos, de las moléculas
de plismido o de fragmentos de DNA que se utilizaron como detectores
heterdlogos de hibridizacién, se realizd de acuerdo a la técnica de

"Nick Translation® (Traslado de corte) descrita por Rigby, et al (102).

10) CRECIMIENTO DE LOS FAGOS RECOMBINANTES Y PURIFICACION DE DA
El crecimiento de 1los fagos vrecombinantes se hizo como lo
describen Karn, et al (57). La purificacién de DNA ¢n gradiente de CsCl

se efectud de acuerdo a la técnica que describe Naniatis, et al (76).

11) HIHIPURIFICACION BE FAGOS RECOHBINANTES-

Se inoculan 42ml de NZCYH con una soluciédn -que contiene: O.iml d;.'
fagos recombinantes en SH; O.1iml de un cuittvo de toda la noche de 1la
cepa receptora ‘@359 crecida en CY més 0.27% maltosa; y O.iml de 1M Ca y
Hg, vpreviamente 1{incubada a 37°C por 20 minutos. Después de incubar
durante toda la noche a 37°C con asitacidn, se agregan 0.5ml de
cloroformo y se dedan 15° con agitacidn a 37° L. Se adicionan Zua/nl de
DNAsa y 4.5u9/ml de RNAsa lncuhandos§ 307 a tcmerétura ambténte. Se
agrega 2.4 gr de NaCl y se centrifuga por 30’ a 7,000 rpm a 4°C. El
sobrenadante se centrifuga a 25,000 rpm durante 90 a temperatura
ambiente en el rotor SU28. La pastilla se resuspande en 0.4ml de O.IN
Tris-Hci (PH 7.5) y 0.3M NaCl y se traﬁsﬁ.ere a tubos  Eppendorf!{ de
1.5m1 . Se trata con SQua/ml proteinasa K, 0.1% SDS y imM EDTA por 607
a 65'C. Se extrae una vez con fenol 1:1 (v/v), dos veces con uni u;ezcla
de fenol-CHC13-alcohol iscamflico (25:24:1 v/v) y una con CHCl3-alcohol
isoam{lico (24:1 wv/v). La‘ fase acuosa se precipita con dos y  medio
volumenes de etanol frfo a -20°C; se centrifuga durante 15 en una

microfuga Eppendorff, se decanta el sobrenadante y se seca la pastilla

A2



al vacio. Se resuspende en 0.1ml de agua bidestilada filtrada y zstéril

y se estima la concentracidén de DHA en un gel de agarosa al 1%.

12) ANALISIS DE PROTEINAS EN MAXICELULAS

Se analtzdé la exprestion selectiva de las proteinas producidas por
10 fagos recombinantes derivados de lambda 1059, en la cepa HIS9 de
E.coli. Esta cepa a@s una mutante uvrA, recA, donde puede suprimirse la
s{ntesis de protefnas enddgenas, después de irradiacion con luz ultra-
violeta, y expresar Gnicamente las protefnas codificadas por los genes
del fago (16). Estas protetinas pueden ser detectadas mediante su mar-
cale selectivo "in vive®, usando aminodcidos radiocactives, seguido de
electroforesis en gal y aulorradiografia.

13) ELECTROFORESIS EN GELES DE 5US—PULIACRILAHIDA PARA ANALISIS DE

PROTEINAS

Las preraraciones de protsinas fueron sometidas a3 electroforesis
Qn geles de poliacrilamida al 11.5% Preparados de acuerdo al metodo
descrito por Laemmli (62), La electroforesis se realizo an una solucién
amortiguadora de Tris-Glicina y 5DS, a 20mé para el gel superior y 40ma
para al gel inferior. La tincidén se realiza con una solucidn de azul de
Coomasie  (0.0l%Z en 4cido acético al 104) a 80°C durante 157 y se
dastine a la misma teméeralura con &cido acético al 10%Z. Se seca con

“vacfo y $e expone a una pelicula de rayos X.

14) HAPEO PARCIAL DE RESTRICCION

El mapa de restriccién de los fagos aislados se construyd a base
de digestionas dobles y sencillas del DNA con enzimas de restriccidn
diferentes y mediante hibridizacién de los patrones generades en gel

con los detectores utilizados para este trabaio.



RESULTADOS
AISLAHIENTO DEL FAGO LAHBIA FPBC217 (GOGAT)

Siendo S.typhi un organismo muy relacionado filogeneticamente a

E.coli, surgicd el intarés comin entre nuastro grupo y el del Br. Boli-

var, 8l cual realiza gran parte de su trabajo con genes del metabolismo

nitvogenado de E.coli, de rastrear los genes que codifican para las

enzimas GOH y GOGAT en el genoma de S.typhi.

Con el propésito de localizar en S.typhi las secuancias correspon-
dientes al gene 9118, se utilizé como detector heterdlogo de hibridiza-
cién el plismido eRSP20 (proporcionado por el grupo dal DBr, Bolivar)

t19.6, el cual porta los genes que codifican para lac dos subunidades

de la glutamato sintasa (GOGAT) de E.coli. Los genes para la subunidad
granda de 166,000d y la subunudad chica de 57,0004 de GOGAY, se encuen—
tran n:odiﬂcadovs‘ en tandem formando un operdn en el cromosoma de
Escherichia coli. (77).

' DNA  total de S.typhi 9,12,d,Vi fue digerido con la enzima de
restriccién Bglll y con una doble digestidén con Bamil y Bgllli. Poste-
viormente tue serarado alectroforeti;:amn\e en un gel de agarou' al 1%;
fué transferido a membranas tipo “Gane Screen®; e hibridizado mediante
1a tdcnica de Southern (10S5), a 42°C y con 40% formamida. Se utitizo
como sonda el plismido PRSP20 (65) marcado radiocactivamente con fosforo
32. l.‘.om.o se . puade observar en la figura 7 el patrén con la doble
digastisén (carril b), genera dos bandas principales de hibridizacién de
aproximadamente 4.2 y 1.6 kb. La intensidad de la hibridizacidn nos
indicaba que muy probablemente 1a mayor parte del gene estaba contenido
en la banda de 4.2 Kb. Este patron fué seleccionado para rastrear esta

secuencia en el banco de DNA de $S.typhi construido en el laboratorio en



o &l tragmento

do PRSP20. En &1 se encuentra clonad
nidades de GOGAT.

F16.6.~ Plismi
¢ para las dos subu

que porta los gene




34

163

FIG.7.- Localizacion dal gene de GOGAT en el genoma de S.typhi.
Hibridizacién tipo Southern, contra el pRSP20 marcado
radicactivamente con fosforo32, de: a) pRSP20 linearizado
como control positivo de hibridizacién; b) DNA total dige-
rido con BamHI-Bglll y; c) DNA total digerido con Bglll.
Las flechas indican el patrén de bandas que fue utilizado

para rastrear el gene dentro del banco de DHA construldo
en lambda 1059.



el vector de clonacion lamba 10S59. (Ver estrategia de construccien en
1a fig.S).

Con este antecedente, doce agrupaciones, de aproximadamente cien
fagos recombinantes diferentes cada una, fueron amplificadas por sepa-
rado para extraccion de DNA. Estos 1200 fagos distintos, generados a
partir de aventos primarios de empacamiento, representan aproximadamen-—
te 4.5 veces el genoma complato de S.typhi. EL DNA de los fagos fue
dlgeridq con las mismas enzimas de restriccion que para DNA total e
hibridizado de igual manera mediante la técnica de Southern. El resul-
tado de esta hibridizacidn se observa en la fig. 8, donde las agrupa-
ciones 3 y Il pressntan el mismo palrén previamente observado en la
hibridizacidn contra genoma total. Las otras bandas gue se observan en
esta autorradicgraffa son bandas generadas por la hibridizacién del
rlasmido vector del detector utilizado, con clertas regiones homdlogas
- del fago vector, como son la resistencia a ampicilina y cierto fragmen-

to del origen de raplicacidén. Estos fagos no son recbmbinantes y no son
axcluidos por el sistema de seleccion positiva de recombinantes, debido
a que sufren reérreg\os con los cuales evitan la inhibicidn por P2 (ver
introduccion). Estas sefales fueron caracterizadas mediante la hibridi-
zacién de un filtro identico al utilizado para la autorradiografia de
la fig.8 contra pBR322 marcado radioactivamente (datos no mostradosy,
‘el cual es el vector en el que astd clonado el gene glt8 de E.coli,
pero sin DNA pasajero. Este experimento reveld que las bandas observa-
das en las agrupaciones 3 y 11, son producto de los genes clonados en
el PRSP20 ¥y no de las homologfas presentadas por los vectores.
El resultado anterior nos permitio delimitar la clona de interes

a dos agrupaciones de aproximadamente cien fagos diferentes cada wuna.

a2
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FIG.B.—- 4) Hibridizacién tipc Southern del DNA de 1200 fagos
recombinantes diferentes, cortado con BamHI-BgllII,
divididos en doce agrupaciones de 100 fagos cada una,
contra el pPRSP20 marcado radiocactivamente. HNotese que los

grupos 3 vy 1i (carriles c y k) generan el mismo patrén
observado en DNA total. ’
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B) Patrén electroforético generado por el corte con BamHI-
Bglll en el DNA de las doce agrupaciones de 100 fagos en
gel de agarosa con tincisn de Bromurc de Etidio. Lambda
HindIlI como marcador de peso molecular.



Para continuar los experimentos s2 selecciono la agrupacién 11 que era

la de sefal mas limpia.

Con el fin de ocbviar el subagrupamiento de los LOQ fagos de esta
agrupacion, donde sae encontraba la clona que contenia la secuencia
parecida al gene altB, estos se plaquearon sobre un césped de células
da 1la cepa’0359 en una caja de petri de ld4cm de diametro, conteniendo
bactotriptona-agar. Previa incubaciodon a 37°C durante toda la noche, el
DHA liberado de las placas de lisls (aproximadamente 1S0) gensradas en
el agar, fue transferido a filtros de nitrocelulosa durante & y 3
minutos e hibridizado contra el pRSP20 a 42°C y con 407 formamida comoc
daescriben Banton y Davis (5). Despuds de 24 ht'aras de incubacidén 1los
filtros fueron lavados con una solucién de hasta 1X SSC y expuestos a
una pelicula de rayos X. La fig.? presanta la autorradiograffa del
tiltro traansferido durante 1 minuto; en €1 se sehalan con una flecha
las 6 placas selaccionadas como positivas. Las clonas 1y 2 {fusron
seleccionadas como las m&s probables por presentar' mayor intensidad de
hibridizacidn.

Estas & clonas fueron aisladas del resto extrayendolas del agar

con la parte superior de una pireta Pasteur y eluidas en Iml de solu-~-

cidén SH (cada placa d4 titulos aproximados de 10 ftagos). Para compro-

bar de manera independiente la hibridizacidn positiva de estas clonas,
cada una fué amplificada en ifquido para extraccion de DNA. Aproximada-
mente 3ug de DRA de cada fago fueron digeridos con las enzimas de
restriccion Bglll vy BamHi como en 10s experimentos iniciales y mediante
Southern hibridizados contra los fragmentos Psti-Bglll de 3,0000 pb y
EcokI1~EcoRl de 8060 pb del plasmido pRSP20 que portan unicamente secuen—

clias del gene glitB de E._coli, fig.6. Los fragmentos habfan sido previa-

]
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F16.9,~ Hibridizacion en placa tipo Benton-Davis de los 100 fagos

diferentes contenidos en la agrupacién 11, seleccionada en
el experimento antertior, contra el pRSP20 marcado
radiocactivamente. Las seis placas seleccionadas como
positivas se encuentran numeradas.
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mente purificados mediante un gel de agarosa de baso punto de fusidn
(ver metodos), con el propédsito de eliminar las bandas genarsdas por la
hibridizaciéon entre las regiones de los vectores que comparten homolo-
glas. La fi19.10 muestra esta hibridizacion y en ella se puede ver que
los fagos 1 y 2 tcarriles a y b), seleccionados como los mas probables,
dan el patrén observado que para DHA total. Con esto, dos clonas inde-
pendientes del banco, 1las cuales portan el gene o parte del gene gliB
~de S.‘lyphi, fueron aisladas.

Para determinar la pureza de una de las clonas, é¢sta fue plaqueada
a baja densidad y, después de incubarlas toda la noche a 37°C, 6 placas
al azar se escogieron para extraccion de DNA. En la fig.l1l se chserva
el patrén de restriccidn genevado por 1as enzimas utilizadas para el
aislamiento de este fago, el cual es el mismo en los & casos por lo que
sa determiné que es un ftago Unico. Este fago se denomind lambda PBL217.

Tratando de caracterizar el producto de la expresidn de los genes

clonados en el lambda PBC217, se utilizé la cepa de E.coli NIS® (16)

para realizar experimentos da maxicélulas (ver ne(odﬁs). La ftig.12
muestra el resultado de este experimento, al cual no permitio obtener
rasultados claros, ya que bandas alrededor del psso mlect'.llar esperado
no son observadas en el carril donde estan las proteinas de “novo" del
lambda P8C217. La prcsincia de una banda clara alrededor de 25,000
daltones hace pensar en la posibilidad de que esta pertenezca a 1la
subunidad chica, la cual puede estar truncada o ser un peptido de menor
tamano al reportado para E.coli. Las caracteristicas del gel no permi-
ten ver la subunidad grande que pudiera ser mayor de 150,000 daltones,
en analogfa a la de E.coli. Los intentos por ver una banda correspon-—
diante a la subunidad grande en gales de menor concentracién no tuvie-

ron éxito {datos no mostrados); sin embargo, paraece haber indicios de

40



4.3 Kb —

FIG.10.- A) Hibridizacién tipo Southern del DHA, cortado con BamHl
~Balll, de los sels fagos aislados mediante Benton-Davis
(carriles  a-f) contra los fragmentos del pRSP20 que por-
tan unicamente secuencias corraspondientes a los genes de
GOGAT (wver texto); g) lambda HindIIl como marcador de
peso molecular.

41



42

—~—
. ——"

L8

e
& e

8y’ 'PMalrénwcie restriccién generado par BamHI-Bglil en el
pNa - de los sels fagos aislados, en gel de agarosa con
tinclidn de Bromuro de Etidio.
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FI1G.11.~ Patrén de restriccidén del DNA de los seis fagos aislados
a partir de placas generadas por uno de 1los fagos
selaeccionados por Benton-Davis que también da senal
positiva en Southern. Observese que el patrdn es el mismo
al de 1los dos fagos que hibridizan en 1la fig.10. a)
Lambda HindIll como marcador de peso molecular.
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FI16.12.- Autorradiografia de 1la electroforesis en gel de poli-
acrilamida~SDS de las Proteinas, marcadas con azufre3s,
del fago lambda PRC217 expresadas en maxicélulas. ay c)
otros fages recombinantes como control; b) fago wvector
lambda 1059; d) fago lambda PBC217 (GOGAT) y; e) marcado-
res de peso molecular.



que en ocasiones Jna banda muy tenus se hace presente. La falta de
expresidén de los genes puede deberse a las condiciones de crecimiento
de la cepa NMI1SP, ya que es bien sabidc que la GOGAT se sintetiza en
condiciones de bajo amonio y los medios utilizados hasta ahora contie-
nen gran cantidad de este compuesto. El variar las condiciones del
medio de cultivo para la cepa productora de maxicelulas trae como
consecuencia problemas tanto en el crecimiento celular como en 1la
eficiencia del experimento.

El mapa de restriccién del fago lambda PBCZ17 se realizd de manera
parcial para las enzimas mostradas en la tabla 1. En dsta se pueden
observar el numero de sitios para cada enzfma y su localizacion aproxi-
mada en pares de bases, lo qué iambien sg observa en la fig.13A. Los
datos que muestran estos experimentos indican que la region que hibri-
diza est& localizada de manera contigua al brazo derecho, .va que coma
se puede observar en la fig.134, el fago aislado no tiene sitios de
BamHI. Esto no concuerda con el resultado obtenido para DRA total donde
las bandas de restricién que hibridizan son generadiss por el corte en
un sitio de gggnx (la fié.las, muestra el modelo planteado para el
corte en DNA tot#l). El DNA del fago presenta el mismo Pairén de
restriccién cuando es cortado solamente con la enzima Bglll (fig.14),
lo que indica que no se clono dicho sitio de BamHI del genoma de §.
tyehi y por coincidencia el fago lleva un sitio de Bglll en el brazo
derecho a 1020pb del sitio de clonacién. Este resultado fue el princi-
pai fundamento para apoyar la idea &a que alguno de los genes de GOGAT
en el 'llnyda PBC217 pudiera estar truncade en cualquiera de los dos
gxtremos (S5° o 37). Esto es, si la orientacion de los genes en el

inserto va de izquierda a derecha, el gene de la subunidad chica pudie-



TABLA T1.- Sitios de restriccién del DAA del fago lambda PHC217
para cuatro enzimas diferantes y su localizacida apro-

ximada.
ENZINA Ho.SITI0S UBICACION APROX.
Bolll é 472,3006S,31615,
35815,36165,
3686S.
salt 2 20665, 24215.
EcoRl 3 21865,33215,
40265 .
Hind1I1l 3 22015,32745,
: 3946S.

#NOTA: E1 DNA del fago lambda PBC217 no contiene sitios
para BamHl.
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FIG.13.~ A) Hapa de restriccién parctial del fago lambda PBC217.

B) MHapa de restriccidn parcial de la reglén del gens de
GOGAT, en el gaendma de 3.typhi . Observese que el sitio de
BamHI es remplazado por el sitio de Bglil del brazo
derecho del vector.
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F16.134.- Patrén de restriccién del DHA del fago lambda PBC217, en
gel de agarosa tefiido con Bromuro de Etidio, cortado con:
a) B8amHl; b) BamHI-Bglll y; c) Bglll. Ohservese que el
patrén es el mismo en el carril b y ¢ y que no hubo corte
en ¢l carril a.
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ra estar truncando en el sitio de clonacion y por tanto eroducar la
banda proteica de 25Kd en las maxicélulas, Si la direccidén es al con-
trario, entonces se puede pensar que lo que esta truncado es el extremo
57 del gene de la subunidad grande y por tanto no se ve su expresion; y
que la proteina de la subunidad chica tiene un tamano menor al reporta-
do para otras entercbacterias.

Las bandas generadas por otras enzimas de restricciéon en geles de
agarosa teflidos con bromuro de etidio se observan en la fig.15, donde
tambidén se muestra la autorradiografta, resultado de la hibridizacién
da estos patrones de restricciédn contra los fragmentos del pRSP20
mencionados anterformente. La tnformacién surgida da estos exparimentos

fue utilizada para disefar el mapa de la fig.13,
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FIG.1S5.-

Andlisis - del DNA del fago lambda PBC217 con  diferentes
enzimas de vestriccidn.

A) Patrén de restriccidn en gel de agarosa tefido con
Bromuro de Eiidio del DHA cortado con: a) DNA de lambda
cortado con Hindiil como marcador de peso molecular; b)
Balll; <) BamHi; d) Hindiil; e) EcoRl; f) lambda HindIII;
g9) Sall; h) HindlII-Sall; i) Balli-Sall; J) EcoRl-Sall;
k) BgLII-EcoRI; 1) Bolli-HindlIl y; m) EcoRI-HindIII.
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B) Autoradiograff{a de la hibridizacién de los patrones
de restriccién de la fig.154, contra los fragmentos del
PRSP20, sefalados en el texto, marcados radiocactivamente.
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AISLAMIENTO DEL FAGO LAHBDA LPC1 (phoB)

Para rastrear el gene phoE de S.typhi se utilizé como detector
heterdlogo de hibridizacién el plismido pJP14 que esta contenido en la
cepa CE1222 y que fue donadeo por el grupo del Dr. J.Tommassen de 12
Universidad Estatal de Utrecht de Holanda. Este plismido porta un
fragmento de ONA de 4.9Kb, el cual contiene completo el gene phoE de
E.coli, clonado en el plasmido vector pACYCIB4, fig.16. (114).

DRA de S.typhi de alto psso molecular fue digerido con dos enzimas

de restriccion diferentes, Pstl y EcoRl. Estos DRA“S fueron separ;dos
electroforeticamente en gel de agarosa al 1% y transferidos a membranas
tipo *"Gene Screen® segun Southern (105). La nlbrtdlzécxén de este
filtro se realizé en condiciones muy relajadas, a 42°C con 30% formami-—
da durante 12 horas, utilizando como detector el plismido pJP14 marcado
con fésforo 32. El lavado de los filtros también fué pocQ‘sevevo utili-
2ando  SSC IX y SDBS al O.1%, La fig.17 muestra la autorradiografia de
este ensayo, en la cual se puede observar que la digestion con Fstl
{carril a) genera un patrén de bandas de no muy alto peso malaeufav. al
cual euade sar tacileante wdantifizado an otvae supsrimantas de hibvi-
dizacién. En cambio, 1la digestidn con EcoRl (carril b) muestra bandas
Ais grandes lo que haria poco eficiente seguiyr aste pairon en los
sigulentes experimentos. )

A partir del banco de DNA de S.typhi, constrvuido en el laboratorieo
en el vactor de clonacidn‘lambdé 1059 (fig.S), se aislé un fago recom-

binante e1 cual porta una secuencia que comparte homologtas considera-

bles con el gene phof de E.coli.




F156,16.~- Plismido pJIP14 en el que se encuentra clonado el gene
Para la PME Pho E.
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FIG.17.~ Hibridizacién tipo Southern de DRA total de S.typhi vy

E.coli contra el plasmido pJP14 marcado radicactivamente.
DRA de S.typhi: .a) Pstl y b) EcoRl; DNA de E.coli: d)
Pstl y e) EcoRlI; c¢) pJPi4 cortado con Bglll como control
positivo de hibridizacidn.
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Los experimentos inictales indicaron que el fago en cuestion era
Poco competitivo, esto es, su propagacidn era poco ehcienté con res-
pecto a otras, cuando estos eran amplificados Juntos en lfauido infec-
tando la cepa @359. Por este motivo, cerca de 2000 fagos recombinantas
diferantes, producto de eventos primarios de empacamiento y que repre-
sentan en mds de & veces el ganoma de S.typhi, se crecieron sobre wun
‘césped de células de la cepa Q339. Las placas de lisis, generadas por
_estos fagos, fueron replicadas una a una sobre up nuevo cesped pero en
agrupaciones de 24 fagos cada unA. Ello se hizo en caias de Petri de
8.5cm de didmetro contenjendo bactotriptona—agar, hasta tener 80 agru-
paciones aproximadamenta. De este modo, ¢ada fago recombinante crece de
manera independiente en cada placa de lisis, sin que su propagacidn se
vea afectada por la compatencia con fagos mas sanos.

Con al banco subdh)ldi.do dg esta manara, se formaron seis agrupa-
ciones cada una con 144 fagos diferantes (esto &5, se agrupd el conte-
nido de 6 arupos de 24 fagos) para trabajar con un total de B&4 fagos.
Estos representan 'aprox imadamente 3 veces el genoma de S.typhi. Daspués
de amplificarlios en lfquido, <e extrajo DHA de cada agrupacidn (ver
métodos) y se cortéd con la endonucleasa de restriccidén Pstl, de la cual
ya conociamos el patrdn de restriccion para TINA  total. Hibridizando
bajo las mismas condiciones aue en el experimenio con DHA total v con
las mismas condiciones de lavado, el filiro se expuso a pelicula de
rayos . X durante 16 horas. La fig.18 nos muestra el resultado donde se
puede observar que el patron de bandas esperado se encuentra en 1a
agrupacidn ndmero 5 (carril e). El bandeo inespecifico generado por la
hibridizacién entre vectores fus identificado de la misma manara que

para el gene gltB (datos no mostrados). Después de este experimento, el

~
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FI1G.18.- A) Hibridizacidn del DNA de 844 fagos diferentes contra
el plasmido pSP14 marcado radicactivamente. Cada carril
representa 144 fagos diferantes.
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B) Patrén de restriccitn, aenerado por 1a enzima Pstl en
el DNA de las seis agrupaciones, analizado por electrofo-
resis en gel de agarosa tenido con Bromuro de Etidio. Las
bandas constantes pertenecen al vector.



fago rvecombinante de interés habla sido delimitado a 144 fagos, los
cuales estaban divididos en seis grupos de veinticuatro fagos cada uno,
debido a la estrategia seguida inicialmente para el maneJjo del hanco.

Con este dato cada agrupacidn de veinticuatro fagos fue tratada
bado las mismas condiciones que en el experimento anterior y nuevamente
1os DNA’S de cada agrupacidn hibridizados contra el pJP14. El resultado
se observa en la fi{g.19 donde la agrupacidn 6 (carril f) presenta 1la
banda .de 3.2Kb que ha servido de senal para rastrear la clona; en esta
figura tambisn se observa la banda de S5.8Kb la cual habf{a sido detecta~-
da en la hibridizacidn conlra DHA total.

6racias a aque las agrupaciones utilizadas para el experimento
anterior correspondian cada una a cajas que conlenfan vainticuatro
clonas aisladas, esto nos permitio tomar la agrupacion que habta dado
la sefal buscada para picar del agar las placas por separado y meter-
las en tubos cpptndoﬂf de 1.5ml conteniendo lml de SH, que es wun
medio de elucidén para los fagos, hasta tener un total de veinticuatro
tubos. Uno de estos constitufa la clona de intards por 1o que se
formaron seis agrupaciones de cuatvo fagos cada una para delimitar a
solo cuatro la clona deseada. Nuevamente se extrajo DNA de cada agrupa-
cién, vy posterior a su corte con Pstl y la transferencia al filtro, la
nueva hibridizacién indicd la prasencia del fago en el grupo 1 ({carril
a) como se muestra en la fio.20. - Este resultado nos deio solo cuatro
c.lonas, y al andlisis de su DNA por hibridizacidén sehald la clona que
porta-el gene phoE de §.typhi, fi9.21 (carril e). Cabe senalar que el
detector utilizado para aste experimento final ao fue el plismido eJP14
completo sino un fragmento de rastricién de $ali~Bglll de 1.4Kb que

forma parte del inserto clonado en este plasmido y el cual contiene

T
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FIG.19.- A) Hibridizacidn del DHA de 144 fagos diferentes contra
el pldsmido pJP14. Cada carril representa 24 fagos

diferentes.
B) Patrdn de restriccidn, generado por la enzima Pstl en

el DNA de las seis agrupaciones, analizado por electrofo-
resis en gel de agarosa tefiido con Bromuro de Etidio.
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F16.20.— A) Hibridizacién dal DHA de 24 fagos diferentes contra el
plasmido pJP14. Cada carril representa 4 fagos diferentes



e e s

B) Patrdn de rastriccion, generado por 1a

el DHA de las seis agrupaciones, analizado
rasis en gel de agarosa taefiido con Bromuro

enzlﬁa Pstl en

por slectrofo-
de Etidio.
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F16.21.~ &) Hibridizacisn del DHA de cuatro fagos diferentes
contra un fragmento de 1.4Kb del pJPi4 (ver texto), que
porta casi en su totalidad el gsene phoE de E.coli. Cada
carril representa un fago.
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B), Patrén de restriccidn generado por la enzima Pstl
el DRA de los cuatro fagos ailslados,
electroforesis en 9el de agarosa tefiido con Bromuro de
Etidio. Obsarvese que el carvril c da el bandeo segulido
durante todos }os experimentos.

en
analizado por
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casi unicamente al gene phof de B.coli, fig.16. Esta fragmeato se

.purifico a partir de un gel de agarosa de baio punto de fusion (ver
metodos). Ello con el fin de aue 1a hibridizacidén sa hiciard adn mas
aspecifica, esto es, para que se evitari la hibridizacion entre las
regiones homslogas de 10s vectores y de esta manera comprobar con més
seguridad que nuestra clona contenfa una secuencia homologa al gene

phoE de E.coli. Como se puede observar en la fig.21., la intensidad de

1a hibridizacidn se aumenta para la banda de 5.8Kkb, en vez de la banda
de 3.2Kb, la .cual se habfa estado utilizando como-sefal en las hibridi-
zaciones. Esto indica que la mayor parte del gens e¢sta contenido en la
bandz mayor O que esta regidn es la mas homologa entre los dos genes.
Este  ualtimo chpcrinento se realizd bajo condiciones wmas zeveras de
hitridizacién, ya que la formamida fue utilizada al 50%, con el propd-
sito de solo permitir la formacion de hateroduplex muy homélogos .. La
aparicion de una tarcera banda de hibridizacion en al fago aislado, mis
tenue ﬁuc las otras dos, puede deberse a que regiones aladanas il gene
conservan también cierta homologia. Todas las autorradiografias presen=-
tadas . hasta ahora musstran el bandeo generado por 1a enzima de rastric-—
cién utilizada en el gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio; en
estas figuras se observa el enriquecimiento da ciertas bandas ceneradas
por - 10 insertos clonados.  Las bandas constantes pertenscen al vector
de clonacién.

La'cloha aislada de 1la manara descrita anteriormente, fue.plaquea-
da  a baja densidad y de aquf cinco placas al azar se escogieron para
determinar, mediante el patroén electroforético de rastricciédn, si todos
correspondian al de la clona aislada; con el propésito de cércxorarnos
de que nuestro fago no estuviera contaminado con otro. Como ss puede

observar en la fig9.22 las placas muestreadas al azar presentan las
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mismas bandas de restriccion para 1a enzima Pstl.

Con 1a clona aislada y checada se procedio a su purificacion a
través de un gradiente de cloruro de cesio y posterior 2 la dialisis
estos fagos fueron utilizados para el estudio de la sintesis de
proteinas de novo mediante maxicélulas (ver metodos). Estos experimen-
tos son diffcilies de llevar a cabe, ya» Que 105 antecedentes nos indica-
ban que la proteina Pho E solo se exprasa en coadiciones de limitacién
da fosfato ¥ los primexos intentos por crecer a las maxicélulas (cepa
H1S9) en medios de cultivo sin tosfato o con balas concentraciones de
éste  (10-100mll), no dieron buenos resultados ya que la cepa presentd
problemas serios de crecimiento. Por tanto, 1la infeccion y el marcaie
con wetionina-azufre-35S de las proteinas sintetizadas de novo fué muy
ineficiente. En los Gltimos axperimentos con células c;ecidas en medio
normal se puede datectar la expresion, tal vez basal ya que la banda
solo se observa tras varios dias de exposicién del gel a la pelicula de
rayos X,  de una proteina que migra con un peso molecular aparente de
458d (1ig.23, <carril aj). Esto hace pensar en la posibilidad de que se
trate de la proteina Pho E de S.typhi; va que para la de E.coli estd
reportado un peso molecular aparente muy sioilar.

~El DMA de la clona aislada da un patrdén de restricci6én de varias
bandas pava 1a gnzima Pstl. De 4stas, tres son las aue hibridizan. Con
el fin de tratar de caracterfizar una sola banda donde estuviera conte-
nido el gene phoE de S.tyehi completo, se rea{izé parcialmente el mapa
de restriccidn del fago lambda LPC1 para las enzimas mostradas en la
tabla II. En 1la fig.24 se muestr; la localizacidn aproximada de 1los
sitios para cada una de estas anzimas, asi como la situacion aparente

del gene dentro del inserto. Con estos cortes, se realizaron hibridiza-

o
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F16.22.~- Electroforesis en gel de agarcsa tefiido con Bromuro de
Etidic del DNA cortado con Pstl de cinco fagos atslados
4l azar de placas generadas por el fago dgque dio senal
positiva en el experimento antarior. Observese que Lodos
los patrones son homogeneos.
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FIG 23.~ Pewrn protaico &n  gel da poliacrilamida-SBS  de  las

‘profeinas del fago lamhda LPCL producidas en maxicélulas,
—arcadas con azufre3s. La figura muestra la
autoradiogral{a del gel: a) fago lambda LPCI (phoB); <)
fago vector lambda 1059; d-f) otros fagos recombinantes
como control.
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TABLA I1.- Sttios de restriccidn del BDNA del fago lambda LPCI para
sais enzimas diferentas y su localizacién aproximada.

ERZINA N5.SITI0S URICACION aPROX.
Bgll1l 6 472,29770,3306S,
36783,3716S,
37815.
Ecofl 3 24315,27315,
81219,
HindIll 4 25015,25865,
‘ 26843,40347.
Banil 1 35445,
Sphi 4 02124,12000,
29165,38300.
Smal S 15465,29918S,
33815,34715,
38507 .

Clal 9 13

#HOTA: El  DNA del fago lambda LPC! no contiens sitios
para Sall, Xhal y Xbal.
ne La localizacidén de estos sitios no ha sido determi-
nada. ) o
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ciones contra el gene phof de E.coly marcado con tostoro 32, de ta)l

manera qQque caracterizaramos las bandas aue contentan el gene en

S.typhi. La fig.25 muestra cada una da estas hibridizaciones con las
cuales se generd el modelo presentado en 12 (ig.24.

Con estos resultados pudimos determinar que el gene esta contentdo
en una banda de restriccion generada por la enzima Clal de 6,000ph, en
otra producida eor Smal de 10,400pt y en una de Sphl de 16,000pb. Cabe
sefialar que la situacidn de los sitios de restriccidn para enzimas como
Pstl, com la cual se alslo el fago y Clal, no se muestran en la fig.23

debido a que para @) fago vactor lambda 1059 hay vartos sitios y no se

conocg su localizacidén con certeza, lo cual dificulta la identificacton

de las bandas correspondientes al inserto.

-
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F16.25.~ An&lisis del fasoc lambda LPCl con diferentes enzimas de

restricclidén.
A) Patrén de restriccion en gel de agarosa temido con

Bromuro de. Etidio: a,m,r y t) lambda HindIIl como marca-
dor de peso molecular; b) Bglil; <) Hindlll~Bglll; d)
HindI[II-BamHl; e) EcoRI-Bglll; ) HindIIl; g3 Sall; h)
Sall~EcoRI; i) SalI-HindIll; J) pJP14/Bglll como control
positivo de hibridizacidn; k) Ball; 1) Clal; n) EcoRV; mn)
Pvull; o) Xhol; pJ) Xbal; q) Smal; s) Sphl.
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B8) Hibridizacién tipo Southern de 1las digestiones
tragmento de L.4Kb del pJPl4 que

anteriores contra el
porta el gane phoE de E.coli.



BISCUSION Y CONCLUSIOH

El prasenta trabajo describe la localizacion y el aislamiento de
los fagos recombinantes lambda LPC1 y lambda P8C217, los cuales contie~
nen los genes ghoE y glitB de S.typhi, respectivameate.

La sstrategta seguida en el desarrollo de este trabajo nos indica
coma un hanco de 9anas, construido en vectores derivados del bacterisc-
fago lambda, en esle caso ¢l lambda 1059 (57), tiena 1a versatilidad de
sar wmanejado de diferentes modos segin las caracteristicas de los
rasultados que se desean ohtaner.

fn el caso aspacial de este trabajo, el fago que contiene el gene

9ltB de S.typhi se empezd a localizar mediante la formacidn de agrupa-

ciones de fagos y extraccidn de DHA para transferencias tipo Southern.
Sin embargo, bhasados en la alta intensidad de las primervas hibridiza-
ciones (fig.7), se decidid utilizar la hibridizacién en placa, descrita
por Benton y Davis (S5), esperando una senal diferencial sobre todos los
falsos posl’ﬂvos encontrados en la placa de autorradiograffa. La
tdcnica descrita por Beaton y Dbavts, es de gran utilidad para el ailsla-
miento  de genes a partir de un banco de fagos, sobre todo cuando las
sondas utilizadas no son genes 2islados de la aspecie da la cepa recep-
tora de los fagos. En caso contrario se obtisnen gran cantidad de
sefales falsas, epor 1a hibridizacién entre el detector y el DNA de 1a
ccﬂ.a.q"ué se infecta con el fago utilizado. El resultado de aste intento
fue satisraclor'to ya due habfa un cociente alto de senal a vuide
(fig.?). Esta técnica no se aplico al aislamiento del gene phoE, yva aue
las orimeras hibridizaciones no daban una intensidad suficiente como
para suponer resultados parecidos a los del aislamiento del fago lambda

PBCZ17. De esta manera, la metodologfa utilizada se basé en la forma-
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cién consecutiva de agrupaciones de fagos recombinantes diferentes cada
vez de menor numero, a partir del arupdo que presentara bhidbridizacioen
con el gene pghoE de E.coli. El desarrollo de este mecanismo nos llevo a
la conclusion de que cuando se buscaba una clona con viabilidad menor a
1a de los demis fagos, asto «%, que su crecimiento fuera mids lento que
el de 1a wmayoria, la subdivision por dilucidn del 9grupo donde se
encontirara el fago, traeria como consecuencia ia perdida de éste, por
nc s8r un fago competitivo. Con el proposito de contender con este
problesa, Se disend an el laboratorio una estrategia la cual permits de
manera potencial el iislaniento de cualquier gena que haya sido clonado
y gus axista en el banco. Esta metodologia se describe brevemente en
aste trabaio y ha sido utilizada en nuestro laboratorio con resultados
satisfaﬁlorios; uno de 1os cuales fue el del aistamiento del ftago
lambda LPCL sl cual contienc el gane phoE de S.typhi.

Las principailes evidenctas que indican que los ganes contenidos en
los fagos aislado;b lambda LPC1 vy lambda PBC217 son phoE y 9ltB, respec—
tivamente, nos 1a dan fundamentalmente su homologia con los genes de

E.coli, vya que los Gltimos experimentos de hibridizacién se realizaron

en condiciones severas (50% formamida a 42° C). Ademds, los dltimos
experimenios se desarrollavon utilizando como detectores fragmentos de
BEA que s0lo contienen parte del gene estructural de g91iB o de phoE de
E§coli, sin contenar m&s DRA de esta bactaria o parte del vector en el
que se encontraban clonados. Para realizar lo anterior, fueron 'seuipu—‘
rificados, a efartir de agarosa de baJjo punto de fusidn (ver metodos?,
diversos fragwentos del pRSP20 (26), plismido que contiena los genes de
gogat de E.coli. Asf{ se purifics un fragmento de EcoRl a EcoRl de 800eb
que forma parte de la subunidad chica; el aue va del sitio de Pstl ail

de Bgllil de 3,0000b aue es casi en su totalidad el gene de la subunidad
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grande (fig.6); vy el fragmento del pJP14 (114) de {,400pb que va del

sitio de Sall al de Bglil, el cual contiene casi completn el gene phok

de E.coly (fig.16). Estos experimentos siguteron dando el mismo patrén

que el obsarvado en las primeras hibridizaciones en las que se utiliza-

ron los plismidos completos. Esto corrobora gue existe una graa homolo-

gta sentra los genas estructurales, como lo supone su carcania en la

escala filogendtica, ya que ambas son miembros de la familia Entercbhac—

teriaceae.

El estudio de la expresion de estos genes en maxicélulas no avorto

datos concluyentss. Para gltB sd¢lo se observa con claridad una banda

que podria corrasponder a la subunidad chica de gogat o 3 parte de

esta, vy para phoE en ocasiones la expresion limitada de un polipeptido

que, por el peso molecular aparente, podria corresponder a Pho E. Sin

embargo, no debemos delar de tomar en cuenta que su estudio no teramina

aquf ¥y que su expresion debe ser estudiada an sistamas donde sea facti-

ble manipular las condfciones, como la Limitacién de aménio y de fosfa—

(o. respectivamante, 1las cuales no fue posihle variar para el sistema

de maxicélulas.

genes en plismidos, donde la axpresiodn puede ¢er analizada en minicélu-

las o realizar sstudios de complementacidén: en la cepa mutante PA340

Para gogat; o para PhoE analizar su expresién en praparaciones de HE de

mutanles de E.coli que carezcan de esta proteina.

En 105 resultados se ha mencionado que, ' sealin datos preliminares

por. mapeo de restriccion, el gene phok parece estar completo an ‘al
incerto del lambda LPCL. Sin embargo, el gene gliB parece estar trunca-

do hacia alguno de los extremos. En este sentido también se inician los

estudios necesarios eara comprobar este dato. Si esto fuera cierto

Ue esta manera, estames en 1a etapa de subclonar ambos.
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tenemos en nuestras manos una parte del gene que puede ser  utilizasdo
como detector lotaimén\e homologo para el aislamiento compietn de este
gaene, va sea a partir del mismo banco o utilizando un banco de DINa
construido en pldsmidos con fragmentos de restriccion que por tabrici-
zacloén tipo Southern se haya determinado que contienen todo el gene en
un solo saegmento.

La utilidad del 2islamiento del gene glt8 de §.tyehi ayudara,
mediante 1a deduccion de su secuencia y de su expresion en E.coli. a
entende( mds acerca del metabolismo nitrogenado en procariontes.
fdemas, la comparacion de aste gene con el de E.coll y otros orgamsmos
a nivel de secuencia nucieotldica y de aminodcidos, proporcionara datos
a nivel évolul;vo que ayudaran a determinar que tanto se& ha conservado
asta gena. ‘

Los resultados agui obtenidos, si bien no son concluyentes, si nos
‘pernilieron. abrir el camino para obteﬁer los primeros conocimientos

sobre la biologfa molecular de un organismo patogeno como $.typhi, vy a

s5u vez,. adqu{rir-la experiancia necesaria para el maneio &a una serie
de meiodolog(as éue ayudaron a tener un buen aprovechamiento del tanco
de DNA construido en el fago lambda 1059.
Este antecedente sienta las bases para el inicio de una serie de
invastigactona; que tengan como meta el generar conocimientos gque
-.tiendan a la solucidon de uno de los principales problemas de salud en
nuestro pafs. Se estima que la fiebre tifoidea es padecida al ano por
un; de cada XO0.000‘personas (31); lo cual produce cuan\iosaEAperdidas
en cuaato a hora;—hombre de trabajo y puede producir la muerte en el %
de los casos. De aqui que el aislamiento del gane phoE de $.typhi vy da
otros genes para PHE, (resultados tambi¢n obtenidos en nuestro labora-~

torio) tenga relevancia en el drea de la salud; snbre todo porque se



eslsn realizando astudios con las PNE con miras al desarrollo de siste~
aas de diagndstico ripidos y confiables, y de posibles vacunas para la
prevencidén de esta enfermedad.

Es por lo anterior que se tiene gran interés en conocer la estruc—
tura molecular de astas protetinas en S.typhi a través de sus genes.
Nadiante la comparacidn a este nivel con las PHE de otras enterobacte~
rias, seria interesante definiv ci existen zonas variables entre las
‘proteinas de las diferentes aspecies, sobre todo en la regién que sa
ancuentra expuesta al medio, donde los epitoras pusden estar variando
de una bacterla a otra, como parece indicarle la comparacisn de la
secuencia de 1a protefna Omp A en (res diferantas cntarchacterias.
Tasbidn de easte modo sstatlecer si la sroteina en coniunto pusde ser

reaconocida de mansra especffica por anticuerpes originados por el

paciente, aun sobras un fondo de respussta inmune gensrada en contra de

otros organismos.

Varios estudios se han realizado tantu en el cameo .del diagnsstice
como en @1 de la grevencién. Sin esbargo, el diagndstico en la actuali-
dad no e% completamente confiable ni muy &9il, vy las técnicas mas

acertadas resultan ser suy agresivas y toman demasiado tiempo (31). Por

otra parte, el desarrollo de vacunas ha representado serios pro@lcuai'

bar'a lps 9rupos que a astoc se han avotado, donde el mayor acercamisnto
.10 representa una vacun; viva desarrollada por Germanier, et al., (42,
ds 15 cual auh no se ¢stablece coan certeza su eficacia.

Las ' PHE se han seleccionado como posiblaes candidatos epara estu-
diarlas en este campo priacipalmente por dos factores: la presencia de
asas de la protefna en la parte expuesta de la bacteria Checho que. se

ve favorecido por la estructura de hoia beta plegada) v el gran numeroc
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de copias que cada una de ellas presenta en vivo. El estudio de sus
genes no  solo ayudard a comprender si estos se comportan de similar
manera a las generalidades observadas ¢n procariontes, $ino a determi-
nar que tan diferentes son a los genes de estas protelnas en otras
enterobacterias y que tan buenos inmunogencs son en el organismo huma-
no. »

De aeste modo queda abierta la posible utilizacién de alguna o
algunas de estas proteinas para ¢l desarrollo de un buen sistema de

diagnéstico o como componentes de una vacuna, Yy su .importancia en este

aspacto serd conocida con el desarrollo de futuras ‘investigaciones, -

_.donde también la utilizacién de DHA como detector de infeccion empieza
a tener actualidad en el campo de la salud. Es asf como el estudgio de
este wmicroorganismo resulta ser de gran importancia rva que también se
elantean vostbilidades de estudiar con wmis detalle algunos otros aspec-
tos del Proceso patdgeno de esta bacteria, .ya.que su relevancia como
agente inlc;gtvo estriba &n su invasividad y en su resistencia a la

degradacidn por macréfagons.
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