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IHTROOUCC!QN 

LA KEHBRAHA EXTERHA 

La envoltura celular de las bacterias gram-negativa• consl•le. a 

diferencia de las b~cterlas gram-posilivas, de dos membranas: la mem­

brana intern.¡ (perlplais.mlc:a ó citop\á$mica.> y la membt·an.a qx\l/!Yna 

tK.E.>. E~~dS estan •eparadas por una pared de pePlidoqlicano de apto­

ximadamente 2.5nm que fonna una estructura relat ivamenle abierta, la 

cual es en parle responsable de la rigidez y forma celular, y por un 

compartimento celular denominado per!Plasma tfig.ll. Este. contiene 

pollpéplidos y azúcares con carga neta negativa, y clertas enzimas, 

algunas de las cuales funcionan como transportadores o enzimas procesa­

dora; Para la conversión a sustratos transportables, de metabolítos que 

no lo son. La membrana interna es generalmente una bicapa fosfol!pldi­

ca, la cual contiene una gran variedad de polipeplidos; sus PrínciPales 

funciones son: la generación de energ{a, el transporte activo y facili­

tado de nutrientes y la exclusión de productos toxicos del tnterior¡ 

ast como la sintests enzim~tica y translocación de componentes de la 

envoltura celular <25,29). 

La K.E. constituye una barrera 11stca y funcional entre la célula 

y el medio que la rodea, la cual debe discriminar entre los nutrientes 

y compuestos tóxico•, y """diar se1'1cliva y simultánoiamente su exclu-

stón o su lncorporacíon. La H.E. tiene las caracleristtcas fundamen­

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

moléculas anf lP.lil lcas y pro te lnas, las cuales en forma poco u">ual son 

muy abundantes, ya que cubren la cara interna y externa de esta membra­

n<> en •m SO'l.<90). 



-----i.u 

FlG.l.- E•que•a de la envoltura celular de una baclerla gra•­
nega\lva. En 61 se ~•nalan los coa>onenles prlnclpales. 
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Por otro lado, la H. E. juega un pape\ fundamental en las Interac­

cione .. mediada" Por receptores con otras células, bacteriófagos Y 

macromoléc1.1las. Sus componentes son utillzados como t"eceptores POY' 

bacteriófago• y collcinas, además están Implicados en la conjugación 

entre bacterias, en el mecanismo de adhesión de la bacteria al organis­

mo huésped <47> y en actividades hemollttcas tlSl. 

En este contexto, la genatlca ha conlrtbuido en gran medida .. i 

entendimiento de la arquitectura y función de la H.E., valiéndose sobre 

todo de la presencia de estos receptore•, los cuales han per•ltido 

disenar metodos •encillos para la •elección directa de mutantes especi­

ficas de H.E. Esta .. mutantes han permitido e•tudiar la regulación y .la 

función de sus constltuyenles, as! cOMO la purificación de algunos de 

ellos. <67>. 

El alto contenido proteico de la K.E. está representado sólo por 

unas cuantas especies de protetna•, dentro de las cuales se encuentran 

las conocidas como protetnas principales, que son las más abundantes en 

toda la c4lula. Además de estas protelnas, la H.E. está conslltuid .. por 

un ltpopollsacarldo <LPSI y proteinas menores, las cuales no son tan 

abundante'>. La'> proteína'> de H.E. IPME> más ampliamente estudiadas, 

han '>ido la'> de Escherichla S21!. y las de Salmonella typhimuriuN 

(30,93). 

El LPS es un componente único de la K.E. y esl.&. localizado en la 

parte expuesta de •sla membrana. e .. una molécula anflflllca que con 

tiene una reglón hldrofóblca la cual determina gran parte de la fase 

llpldica del lado interno de la membrana. Es de gran importancia en la 

interacción huésped-par&sito; además ~e asume contribuye en las fun­

ciones de barrera permeable de esta membrana y de esta manera ser 

responsable de la resistencia qua poseen varias bacterias gramnegati 
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vas a Ulla serie de antibi6licos, debido a que rf.?~trtn.ae la entrada dP. 

molécula-; hidrofobica->. <t>l,90>. El LPS 1.1sualmenti? r:cnstt;te de tr~s 

partes: el ltplda A, el oli'3a•acarida •:ent1·al y el anl!geno O. El 

llP ldo A es la reg Ión que conserva el pr lncipio en•lotox ico de 1 l.PS: 

consiste en un dlmero de glucosamina substiluiudo con ácidos grasos, 

principalmente el ácido beta-hidroximlrist1co. El ol1gosacarido central 

está unido cava lentemenle al ltpldo A, contiene fundamentalmente 

azúcares, de los cuales una haptosa y el ácido cetodeoxioctanato lKDOl 

son praclica..,nte especlficos del 1.PS. E\ antigeno O se compone de un 

núQl«ro variable da unidades repelidas d!! 3 a 6 residuos da azúcares: 

esta gran diversidad determina los diferentes serotlpos existentes en 

una misma o~pecie. 

Una de la'i caracterlsllcas mis importante<; del LPS e~ que ~e 

encuentra anclado en la melllbrana, mediante la unión a PKE, posiblemente. 

a trav4-s de interaccionas hidrofóbicas con el HPido A. ll30l. E\ LPS 

confiara a las bacterias gram-negativas de importantes propiedades como 

la res\stencia a anliblóllcos hidrofóbico-s, sales bil\are,;, detergen-

las, pro,taa,;a,;, \lpa,;as y 1 isoz ima. <68, 90>. 

Cerca de 10 a 20 protainas menare,; e,;\án presentes en la JI.E. 

Muchas de ella,; se han identificado como receptora'!; de fagos y colicl-

nas, y se sabe .iuegan papeles vltale-s para e\ crecimiento de la célula, 

como la incorporación de nutrientes, el transporte de fierro, la incor-

poración de vttamina 812 ü el transporte de nuc\eósidos. l30,47l. 

!.as proteina"S mayores pueden estár expresadas en mas de 100,000 

copia,; por célula, y ,;e han descrilo alrededor de 10, aunque por lo 

general sólo se expresan 5 de el las en una bactP.ria. Entre \a~ 

prol~inas mayores ,;e encuentran: \) lipoprotetna de Brown lLPPl¡ 2> 

' '* 



prolelna modtf lcable por el ~alar IOmpA) y; 3l protetna• matrtce• o 

porina~. 

l > La LPP es una de la• protelnas prlncipale• de la H.E. en 

!L:..s2.L~· E•tá p•~~ente en aproximadamente 1.¿ x 1o'molécula• por célula, 

es por tanto la proteína numéricamente más abundante en E.coli. La 

tercera Parle de las molécula• de LPP se encuentran unida• covalente­

menle a la peptldoglicana y estudios del fenotipo de diferentes mutan­

tes parecen Indicar que contribuye al mantenimiento de la Integridad 

estructural de la cubierta celular 147>. La otra parte de las moléculas 

de LPP se encuentra en forma libre y ninguna de las dos formas parecen 

atravesar la H.E., por lo que no actua como receptora de fagos ni col.1-

ctnas. La LPP consta de 58 residuos a•lnoácldos ll3l y el gene que la 

codifica ya ha sido clonado y caracterizado. 186). 

2l La proteina Omp A es uno de los pollpéptldos más abundantes de 

la H.E. de E.coli 147>. Es un poliPéPtido de 35,000d 119> que atraviesa 

la membrana 132> y paseé varias funciones biológicas, como la estabili­

zación de lo• agregado• formados durante la conJugación F-dependlente 

1124> y; Junto con la LPP 114>, mantiene la integridad estructural de 

la H.S.1104>. Sus funciono• no fisiológicas incluyen su PartlciP3Clón 

en la incorporación de una coliclna <l7l y su habilidad para servir 

como receptor de los bacteriófagos K3 y Tull 128,l24l. 

El sene 2!!!f!. de E.colt ha sido aislado 151) y caracterizado 

14,23,84>; asl como el de otras bacterias gramnegativas <24,37). 
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J) l.d K.E. de ~_.c9_l_i_ y de otrJ.s ~nt~'f•)b.acter1as, como S.:_l_Y_PJ)!.~!-!. 

r_Lu~ contienen Cterla vartt?dad de pol1Pept1do'i, los cuales han '5.tdo 

denominados por1nas. Esta'S eis.tAn entre las prote1nas má'S ab•.Jndanles de 

la H.E. de las bacterias qramne9at1vas. 51~ func1on principal es la de 

rormar poros de di fus i6n paoe; i va que Permt l an el Pa'io de peq1Jenas molé -

culas hidrofillcas a través de e•la membrana 166,05l. La naturaleza 

trano;membranal de las porinas queda demostrada por •u habilidad para 

servir como receptores de fagos y coliclnas y Por su firme asociación 

no covalente a la pepl ldogl icana 166, 70l, lo que a su vez las hace 

importantes para el mantenimiento de l~ estructura de la superficie 

celular (921. Las porlnas de~. cuyas funciones han sido bastante 

estudiadas son Omp C y Omp F 19,991, la protetna K \109,127>. las 

porinas inducibles Lam B (110) y Pho E (6,99J, y la Protetna Nmp C que 

es producida en grandes niveles por una mutante pseudorevertante de 

~~ K\2 deficiente de porlnas 154,lOOJ. Los equivalentes de algunas 

de e•tas protetn-is han sido caracterizados también en hlYPhJ!'!!:'!i.':'.!!l• 

donde también eKlsle una Omp D 163,99,llll. 

Los genes de las Protetnas Omp C 179,SOl, Omp F 155,1201 y Pho E 

195,1141 de~. ya han sido aislados y secuenciados. El analisis de 

estos datos muestra la e~lstencla de una 9ran homologta a nivel de 

o;ecuencia nucleotldica y de. aminoácido• entre esta• proteinas 179,1201, 

sugiriendo ast un probable ancestro comun. Considerando lo anterior, y 

a Pe•ar de que los genes no e•tán continuo• en el genoma de !;:!o'~!.i 

lminulo 6, 21 y 47 para e.IEÉ. !85,113>, 2-'!!P.t Y.'?.!!'f..;_ <9Sl, re•Pecttva­

mf!nte), las poYina'S comparten algunas caracteri-sticas comunes: a> tie­

nen una compo~ición de a~inoácidos y un pe~o molecular similar, el cual 

fluctua entre 35,000 y 45,000 dal\one•; bl cruzan 10munolo9i•:amenle: el 

la unidad runclonal formadora de los poro• e• un trtmero: dl lo• mono-
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meros tienen pun\05 tisoeléctrico'i menoYes a 7; e> e!Stán PYe'ienteti en 

mAs de 100,000 coplas por célula balo las condiciones adecuadas y; f> 

todos forman poros transmembranales hldroftlicos con un lamano s1mtlar 

<85). 

A pesar de la similitud estructural y funcional entre Omp F y OmP 

C, la eMpre15ión de los geneis corYespondientes a estas prote~nas, se ve 

afectada de manera reciproca por la osmolarldad del medio de crec1mien-

to 158,125>. Conforme la osmolarldad se incrementa, el gene ~!!e.E. se 

expresa mAs abundantemente, mientras tanto la expresión de omPF se ve 

reprimida, efecto que se Invierte cuando la osmolarldad disminuye. La 

regulación de la expresión de estos genes estA 111edtada a nivel trans-

crlpcional por los genes '?.!!!!!R y ~~Z 148,125>, los cuales forman el 

operón 9mp8 localizado en el minuto 74 del cromosoma de g.:.E2!,i \Bl>; 

este operón ha sido clonado y la secuencia nucleottdlca completa ha 

sido determinada <82,129), La proteina OmP R act~a, al parecer, como un 

regulador positivo para la expresión tanto de ompF como de ompC, unten-

dose a una reglón del DNA que precede a sus promotora~ 127,56). El 

papel de ~no estA claro aún. Recientemente, se ha propuesto que un 

gene denominado micF interviene en la regulación de ~a nivel tra-

ducclonal, mediante la hibrldizaclón del transcrito con el mRMA.de ompF 

1831. Sin embargo, se ha observado que una sola copla de este gene no 

afecta de manera importante la expresión de ompF <7Bl. Con base en 

estudios realizados sobre mutantes de 9.!!!!'~ se ha senalado que la 

proteina Omp R, puede tomar dos estructuras opcionales dependiendo de 

la osmolaridad del medio, cada una de las cuales regula Positivamente 

la stntesis, ya sea de Omp Fu OmP C <46>. Esta estructura alternativa 

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

de nuevas mutantes 1881, estudio en el cual la secuencia del gene~~~ 

ha sido reportada en forma corregida. 
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LA PROTEIHA Pha E 

Las primeras observaciones sobre el tr~nsporte transmembranal en 

~ Indicaban que la• protelna• re•Pon•able• de e•te fenómeno eran 

la• porlnas Omp F y Omp C. Los estudios posteriores, con mutantes 

carentes de estas protelna•, llevaron a diferente• grupo• de investiga­

ción a la Identificación de una tercera protelna la cual conferla a la 

célula la po•lbllldad de crecer normalmente. Estos diferentes grupos 

identificaron a la nueva protolna baJo diferentes nombres, el69,l26>; 

lc140,50l¡ E136l; y NmPABllOll, ha•ta que Lugtenberg, et all69) y Lee, 

et al164), compararon estas protelnas electroforeticamente después de 

corlar con bromuro de cianógeno, concluyendo que las cuatro eran la 

misma prolelna. 

Las inve•tlgaciones sobre la• condicione• de crecimiento que re­

sultan en la Inducción de esta protelna en una cepa •llvestre de ~~!.!. 

Kl2, llevaron a la observación de que la slnle•is e• desreprlmida por 

condiciones de limitación de fosfato 194>; condicione• baJo la• cuales 

se Inducen a su vez la fo•fatasa alcalina y otras protetnas perlplasma­

ticas 1112). 

Como ya se mencionó, el gene que codifica para la protetna Pho E 

esta localizado en el minuto 5.9 del mapa cromosoma! de E.coli <113>. 

Este ha sido clonado 1114> y su •ecuencla de aminoácido• y nucleotldlca 

Ya ha sido determinada 195>. La expresión del gene clonado mue•tra que 

Pho E tiene un peso molecular aparente de 40,000 daltone• 1114). Sin 

embargo, el análl•ls de la secuencia indica que es una prote1na formada 

Por 351 aminoácidos, de lo• cuales, lo• primero• 21 conforman el PéPll­

do •enal. La protelna madura formada por 330 aminoácidos <990pb) tiene 

un peso molecular calculado de ~6,762 daltones <9S>. 



Al igual que las porlnas Omp F y Omp C, esta protetna forma poros 

de dlrusión pasiva a través de los cuales pequenas moléculas hidrof!li­

cas atraviesan la membrana; sin embar901 ha ~ido comprobado que a 

diferencia de las otras porinas, Pho E forma poros con preferencia por 

solutos cargad~s negativamente (6,60,96J. En este contexto, también es 

sabido que la unidad mtnima funcional de la porina es un trímero y que 

el an~lisls de la estructura lrldlmenslonal, reconstituida por micros­

copl~ electrónica, sugiere que existen tres conductos abiertos en la 

superrtcle de la membrana, los cuales se fusionan en un solo canal 

hacia el espacio perlplAsmlco <33J. También ha sido observado que esta 

estructura est~ fundamentalmente formada por ho;as beta-plegadas antl­

paralelas y que esta conformación favorece su disposición an la otellbra­

na. Ello permite la exposición de ciertas regionas hacia el exterior de 

la bacteria, flg.2 <59,99). La exposición de reglones de Pho E en la 

superficie lo comprueba el hecho de que algunas de ellas funcionan como 

parle del receptor del fago TC4S <18l y de colicinas 136). 

Tommassen, el al, han realizado mulliPles estudios en torno al 

papel que Juegan las diferentes regiones de la proteína. Da este modo 

se ha visto, 

bla-phoE, que 

mediante la construcción de genes htbridos phoE-ot11pF y 

el PePtido senal es una senal de exportación, la cual 

funciona independientemente de la secuencia estructural; y qua la 

Información que determina la localización última de la proleina en la 

H.E., se encuentra contenida en la secuencia estructural de esta 

prolelna no en la secuencia senal 1115l. A su vez, el anAllsts con 

el gene hlbrido bla-phoE sugiere que el extremo amino terminal de esta 

prole!na se encuentra probablemente hacia el espacio per1Pl~ss1co 

11161. Estudios posterlores con otro gene hibrldo ompF-phoE, en el cual 

los residuos 2-73 del e~tremo amino de Pho E, astan sustituidos con la 
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FIG.2.- Representación de la estructura fundamental del monómero 
de una portna, en el que se observa la disposición de las 
hoJas beta-plegadas anliParalelas y las vueltas que favo­
recen la eKPOsictón de reglones hacia el eKtertor de la c1Hula • 
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rogton homóloga del gene ~E· indican que la Preferencia de Pho E por 

compuestos aniónlcos está en parte determinada por los 73 aminoácidos 

del amino terminal; que parte del sitio receptor para el rago TC45 está 

localizado en esia región de la prote1na; y que ésta atravieza por lo 

menos una vez la membrana 1117>. Por otra parle, la construcción del 

gene hibrido ~ac'Z, el cual codifica para 300 a11lnoácidos del a•ino 

terminal de Pho E y para casi la bela-galactosidasa completa, muestra, 

aunque no de manera muy clara, que el frag111ento de 50aa del extre110 

carboxl lo terminal son necesarios para el transporte de la protetna 

Cl18l. Siguiendo la misma linea, técnicas de recombinac!On •tn vivo•, 

per111l ieron la construcción de genes htbridos OntPC-phoE en los cuales 

el DMA que codifica para una parte de la protetnas es rea-lazado 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 caractertsticas de poro¡ además de que entre los residuos 

75-110 se determina la especirtcidad para fagos. También se observa que 

la región que está más expuesta en la superficie celular se encuentra 

entre los residuos 142 y 267 ¡ esta región cont lene residUO'S requerido"5 

para la unión de anticuerpos monoclonales dirigidos contra las partes 

e><puestas de Pho E C119>. Recientem•nle se ha observado, mediant• la 

utilización de deleclones a lo largo de todo el gene~. que aparen­

temente ninguna parle de la proletna, a excepción del P4Plido senal, es 

e<Sencial para el tran"Sporte. Sin embargo, tomando en cuenta que ninguna 

de las protelnas truncadas aparecen an la me10brana externa, 'Se propone 

que la información para la inserción en e"Sta membrana está dada por la 

e"Struclura total (secundaria o terciaria> de la protetna, la cual 

probablemente se ve afectada por toda'S la'S deleclone'S realizadas para 
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e<Ste e<Studlo 11.21. 

La comparación, a diferentes niveles, de las por1nas Omp F. Omp 1: 

y Pho E hacen suponer la eKistencia de un ance'Stro comun a partir del 

cual e'Slas protelnas 'Se diversificaron. De e'Ste modo, el estudio de 

heteroduplex formados por el gene 9mPt y el gene ~!!..~ muestra que 

exi'ile una gran homologta entre ellos y que las '5eCllenctas de DHA 

parecen estar fuertemente conservadas. Ello <Se refleja en la existen-

cia de propiedades comunes como la a'Sociación a PePtidogltcana, la 

Interacción con el LPS y la función de poro. Sin embargo, este estudio 

senala que la homologla esta meno'S conservada en una reglón de aprox1-

madamente t40pb, lo que sugirió que esta región podla ser responsable 

de determinar propiedades diferentes, como los sitios receptore'S 

distintos fagos <120J. La comparación de las secuencias Indica que 

entre OMPF y phol;_ exhte alrededor de un 63)( de homologla <9SJ, lo que 

de manera similar se encuentra para ompC y ehoE <79,91). En otros estu-

dios, Overbeeke, et a\, han observado que las porlna'S e'Slán anligenica-

•ente relacionadas <97l. 

La expresión de Pho E baJo las condiciones antes descritas esta 

acoplada a un comp\eJo mecanismo, el cual asocia una variedad de genes 

diferentes. Además, Pho E se expresa de manera coordinada Junto con, 

por lo mano>, 1S protelnas m~s. De estas, las más importante5 'ion la 

fostatasa alcalina (phoA> y la protelna que 'Se une a fosfato (pho~), 

entre otras, las cuales forman lo que se ha denominado el re9ulón Pho. 

( 112). 

Los e5tudlos realizado5 ha5ta ahora indican que los genes 1nvolu-

erados en la regulación positiva son principalmente, P...112.~· ~~q~ y e~~­

De estos, parece ser que la cantidad del producto de ~~2~ esta regulan-

do positivamente los niveles de expresión del regulón 11031, Este. a su 

..., ,, 



vez. e~lá siendo requlado tambi~n po11l1v~ment~ P~Y @1 producto de 

p.Jl~, el cual su<:.tiluYP. la funclQn reguladora pcs1t1va de e._h~~ (/3.i.El 

locus ~1:191i también puede actuar como regulador negativo en alto tostat·~ 

143, 74, 103). Los genes ~h~ y f!bg_l\_ han sido clonados const t luyen un 

operon localizado en el minuto 9 del mapa cromosoma! de \:_·S.~.U. 1121>. 

La secuencia del gene phoB ya ha sido ded•Jcida y muestra que conttene 

una secuencia consenso denominada la "caja fosfQto" similar a la de la~ 

regiones reguladoras de los genes ~~. P.!l~~ y ~b~F.; lo que a su vez 

hace pensar que phoB se autorregula postlivamente <75). La regulación 

negativa la llevan a cabo una serle de genes organizados en el operón 

pst en el minuto 84 del mapa genético de E.co..!..l <72,t06J. l:stos son los 

genes e!'.E§.• phoT, pstB y phoU; el fragmento donde están· contenidos como 

clstrones Independientes ya ha sido clonado <lJ. 

Ho ~e conoce can certeza como se efectua la regulación n@qativa de. 

phoB a partir de estos genes, pero se sabe que phoS, ~9.!. y l!..S.!.I! están 

involucrados en el sistema altamente especifico de transporte de 

fosfato 12, 107 J y que mutantes en cualquiera de estos genes eMpre"a 

con'Stllullvamente los genes del regulón Pho \ll. Se postula que el 

fosfato inorgánico, transporta~o por los Productos de estos genes, da 

como resultado la represión del operen ~h.oJ!.::eh9_!i por un mecanismo 

desconocido; que Podria ser el afectar los niveles de un efector h1po­

tétlco. Por su parte el gene pjl~ posiblemente codifica para un corre­

pre,.or, el cual regula ""gatlvamente la eMpreslOn de e.t:'!?!! Junto con el 

producto !le e_h_9_g_; o tal vez eslá involuco·ado en la formación de •.in 

efector Para el represor C87l, Los qQnes antes menclona~os ya han sido 

4iecuenc1ada'i y c.aracterizados <l2,l0o,10-/i. 

finalmente, el est1Jd10 de esta prolelna ~n otras enter~bact~rias 
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está muy limitado. Se sabe que en ~YPhimu~iU..f!! se Induce bajo 11mila­

clOn de fosfato, una protelna de 34,000 daltones ta cual probablemente 

represente la proteína Pho E !7). Recientemente se ha reportado infor­

maclon que apoya e~tos datos. Bauer, et al., encontraron que una mutan­

te de ~.typhimurium constitutiva para el regulón Pho e•Presa una nueva 

PHE, la cual tiene selectividad para compuestos cargados negativamente 

t3l. Este regulón ha sido identificado por Foster, et al., y a pesar de 

que en S.typhimurium no e•lste el gene phoA de la fosfatasa alcalina, 

los genes que componen este regulon también responden a la limttaciOn 

de fosfato (351. Además de S.typhimurium, PHE inducibles por este 

mecanismo han sido identificadas en Ps~ü~O~ aeru2tnosa con un peso 

molecular aparente de 48,000d, la cual se colnduce con la fosfatasa 

alcalina y la fosfoliPasa C !48-49>; y en Enterobacter ~' de la 

cual el gene ya ha sido clonado. El estudio de esta última Indica que 

se expresa normalmente en E.colí y que COlllParte propiedades con la 

proteína Pho E de E.coli, como son la de servir de receptor del fago 

TC45 y formar poros con sitio de reconocimiento para compuestos aniónl­

cos (123>. 



LA ENZ!KA GLUTAKATO S!HTASA IGOGATl 

Para todos los sistemas biológicos el nitrógeno es Indispensable 

paya la btosinlests de macromolécu\as que ~on e$enc1ales para el creci­

mienlo celular. En las enterobacterias como!!..·-~ y ~.:JYJ'!!:!..i.!!!.':!!'..i.~ no 

existe un mecanismo que les permita asimilar el nltrogeno atmosférico. 

Para que el nitrógeno pueda ser incorporado, la célula requiere encon­

trarlo en forma de compuestos lnorginicos simples como amonio, nitritos 

o nitratos; de donde es transferido a moléculas orgánicas más compleJas 

como el glutamato la glutamlna. Estas son los principales donadores 

de nitrógeno en la bloslntesls de otros compuestos. El glutamato es el 

grUPo primario amlno donador de la sintesls de prActicamente todos los 

aminoácidos, mientras que el grUPo amido de la glutamina es el donador 

de nitrógeno en ciertos pasos durante la biosintesls de algunos amino­

ácidos, purtnas, plrlmldlnas y ciertos otros compuestos necesarios para 

la c~lula. <Fl9.3). 

La asimilación de nitrógeno en glutamato y glutamina a partir de 

amonio está mediada por dos enzimas: la glulamato deshidrogenasa lGDHl 

dependiente de HADP, la cual sintetiza glutamato a parttr de alfa­

cetoglutarato y amonio: 

o<-cetoglulaY"alo + 11114 + llADPH + H 
GDH 

g\utamato + llADP' + Hz O 

y la glulamlno slntela~a IGSJ dependiente de l\TP que cataliza la 

formación de glulamina a ºpartir de g\utamalo, amonio y ATP: 

glulamato + l!ff4 + l\TP g\utamina + ADP + Pi 
GS 



Aminodcidos ~ Proteinas 
triptofono Metabolismo 

fosf?'it~ón - PNH ..--... 1-- histidina Intermediario 
ox1dohva - asparagulna· 

orginina 

T 
Carbamil- fosfato 

.l 
Po6socd!idos ~ Glc N-G-P 

comple1os • · 

Nucleolidos ~ Acldos nucléicos 

p-aminobenzoafo 1 r· CTP Metabolismo AMP Intermediario 
. GMP 

ADP ;( Glutamina 3E 2-oxoglutaráto ~ RCHNH2 COOH ~ · 
Gl_utammo Glutamato sintasa · Transaminasa . 
Smtetasa NADP+ 

NH3+ ATP Glutamato Glutcimata RCOCOOH 

NADP+_~ Glutama1o 
NAOPH 1 Deshidrogenasa 

NH 3+2-oxoglutarato 

FIG.3.- Ciclo de asimilación de nllrógeno en baclerlas. 



17 

Una tercera enzima, la qlutamato sin tasa IGOGl\T l puede cal alizar 

la transferencia del grupo amida de la glutamlna al carbono alfa del 

alfa-cetoglutarato, lo que resulta en la producc!On de dos moléculas de 

glutamato: 

glutamlna + o<-cetoglutarato + Nl\DPH + lf+ ----- 2glutamato + Nl\DP• + HzO 
GOGl\T <122) 

Desde el punto de vista funcional, Ja actividad de GOGl\T es reque-

rida para el crecimiento de ~y S.typhtmurtum, entre otras entero-

bacterias, en condiciones de llmltacion de amonto como fuente de nitro-

geno. Su Importancia como provedora de glutamato a la célula en baJas 

concentraciones de amonio hace a esta enzima interesante Para su estu-

dio en otros microorganismos. 

Estudios bioqutmtcos de Ja GOGAT en E.col! muestran que esta 

protetna es una enzima multimérica compuesta de un agregado de cuatro 

dímeros catallticamente activos, cada uno de los cuales contiene sub-

unidades distintas; la subunldad grande tiene un peso molecular aparen-

te <PnA> de 13S,000d y la chica de S3,000d, siendo el multlmero de 

aproximadamente 800,000d. (77). Datos recientes parecen indicar que la 

subunidad grande pesa en realidad aproximadamente 166,000d. <Bece-

rril~B. comunicación personal>. 

Los genes t~Bl, que codifican para estas dos subunldades, han 

sido clonados t26), Estos estAn contenidos en el PIAsmldo PRSP20 en un 

fragmento de aproximadamente 8.4 Kb y estAn organizados en tandem <65l. 

La subclonacion de los genes para las dos subunldades ha permitido 

demostrar que estas se transcriben en una sola dirección, iniclandose 



en el gene de la subunldad grande. Por otra parle, al parecer el gene 

de la subunldad chica tiene su propio promotor Ya que ésta se sintetiza 

en mln\células <41>. Datos recientes sobre la secuencia de estos qenes 

apoyan esta Idea; adem~s hay indicios de la existencia de un tercer 

gene que pudiera estar Involucrado en la regulación de GOGAT <Bece­

r.-11,B. comunicación personal>. 

La presencia de GOGAT ha sido demostrada para otras enterobacte­

rlas como Klebslella aerogenes, donde la subunldad grande pesa 175,000d 

y la chica 51,SOOd; y para S.typhlmurium donde los estudios senalan que 

lo'i gene'i, al Igual que en~. estan continuos y se expresan en una 

sóla dirección a pa.-tir de la subunidad g.-ande 1"1!.!.B> hacia la chica 

<gltDl 139, 71 l. 



COHSTRUCClOH ne UH BANCO ne GENES 

Un banco o bibltoteca de genes es una colecctón de moléculas 

recombinantes de DNA en \as que se encuentra representado el genoma de 

un organismo. Ello permite e\ aislamiento de genes particulares con e\ 

rin de analizar su estructura y función. A\ construir un banco, se 

busca tener mú\lip\es copias idénticas o clonas de segmentos diversos 

de DMA del organismo de interés. Para ello se forman moléculas recom­

binantas con vectores de clonación. Estas son moléculas de DMA con 

replicación independiente a la dal cromosoma del huésped. Por lo gene­

ral al DMA del organisao a estudiar (DMA pasaJerol y el vector de 

clonación se corlan en sitios especificos con una misma ~ndonucla~sa 

de restricción, generando moléculas recombinantes mediante la unión de 

estos fragmentos con ligasa del fago T4. 

Los dos vehlculos procariontes co•únmente usados son los Pllsmidos· 

de ~y los derivados del co\lfago lambda; cada colonia o placa de 

lisis, respactlvamente,conllene múltiples coplas de un segmento parti­

cular de\ genoaa. El número de moléculas recOl!lbinanles que se requieran 

para tener un geno•a cc:::i>\etaaente representado depende del ta•ano del 

inserto en el vehlculo y del tamano de dicho genoma t2ll. El tener 

clonado e\ equivalente a 5 veces la extensión del genOtlla implica una 

Probabilidad ,de 0.99 de que se encuentren representados todos los 

genes. 

EL COLlFAGO LAMBDA COMO UECTOR ne CLDHACIOH 

El bacteriórago lambda infecta ~y puede crecer como lisó-

geno incorpor~ndose al cromosoma del huésped y dup\iclndose Junto con 

él. También puede \isar a la célula después de haber producido varias 

decenas de coplas; es decir, entra en fase lltica. Un fago en fase 
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lltlca puede funcionar como vector de clonaclOn. Se han con•truldo 

derivado• del fago lambda cuyo DMA, al •er d1geriao con enzima• de 

re•trlcción, genera fragmento• di•Pen•able• e indlspen•ables para ••1 
crecimiento lltico. Lo• derivados de lambda adaptados especlf1camente 

para la clonación de DNA est~n construidos de tal manera que la• endo­

nuclea•as de restricción sólo tengan sitio• de reconocimiento en la 

reglón dispensable, de modo que permitan la adición o reemplazamiento 

de DMA exógeno pasajero. 

Las moléculas rec011binantes son encapsuladas In vltro; los fagos 

recombinantes son amplificados mediante su propagación sobre un césped 

de~. 

Los derivados de lambda que llenen un sólo sitio blanco en el DMA 

se conocen como vectores de inserción. Los que tienen sitios de recono­

cimiento pares, que permiten remover un segmento y reemplazarlo con DHA 

-heterólogo, son conocidos colftO vectores de reemplazamiento, en los 

cuales es necesario el corte eficiente de los sitios blanco de las 

enzimas de restricción en el DHA vector. 

EL BACTERIOFAGO LAKBDA 

El collfago lallbda (38> consta de una molécula de DHA de doble 

cadena de 40 502 Pares de bases (pbl. En cada extremo de su genoma hay 

proyecciones de cadena sencilla complementarlas; estos extremos cohesi­

vos de 12 pb son llamados m y m' y forman ·el sitio ces. El DHA de 

lambda puede ser dividido en 3 reglones. La reglón del extremo Izquier­

do contiene los genes A-J que codifican para protelnas de la c~psula y 

cola del fago, asl como para protetnas involucradas en el ensamble de 

proteínas virales maduras. La región central, entre los genes J y H, 

contiene el gene clll y genes cuyos productos intervienen en procesos 

generales de recombinación y de estructuración de la forma tardla de 

?O 



replicación del fago. Estos últimos genes !func1on RedJ, determinan que 

el fago lambda sea sensible a inhibición Por llsógenos del fago P2 Y 

son dispensable~ para su crecimiento lftlco. La reglOn del extremo 

derecho Incluye: la reglón principal regulatorla de la expresión gené­

tica, es decir los genes N, el, ero y cll; los genes O y P necesarios 

para la replicación del fago; y los genes S y R cuyos productos son 

requeridos para la lisis de la membrana y pared celular del huésped, 

respectivamente (flg.4). ~e las aproximadamente 5-0 protetnas para las 

que codifica lambda, seis son regulatorias: el, ctl, clll, ero, N y Q. 

Su expresión da lugar a un circuito de expresión genética que permite 

al fago entrar en una fase ltlica o en una lis09énlca <38,53l. 

Un fago lambda que funcione como vehfculo molecular puede 

Prescindir de aproximada111<1nte más del 40X (20 000 pb) de su geno.a, el 

cual puede ser sustituido por DMA pasaJero. Para poder ser encapsula­

~as, las t110léculas de DMA de lambda deben tener un tamano entre el 80 

y al 108X del tamano del fago sllve-.tre, asf <omo la secuencia 

cos.<34>. 

El uso del colifago lalllbda como vector de clonación de DMA genómi­

co es un método atractivo, ya que pueden generarse ~áPidamenle un gran 

número de placas de lisis d~ fagos recombin~ntes, utilizando pequenas 

cantidades de DMA pasaJero (128>. 

EL FAGO LAMBDA 1059 

En 1980, Karn, el al <57), reportaron la construcción del fago 

vector lambda 1059, el cual presenta un sistema de selección positiva 

Para los fagos recombinan\es. El fago lambda 1059 está formado por 3 

fragmentos generados por corles con la endonucleasa de restricción 

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



FIG.4.- Mapa gen6tico y funcional del DMA de lallbda. 



lodos los genes para las proleinas de la cabeza y la cola: un segmento 

Interno de 17,000 pb que corresponde a la region dispensable para el 

crecimiento litlco del fago; Y uno de 9,400 Pb, el brazo derecho, que 

lleva los genes de duplicaciOn y li•i•. Los 2 brazos del vector contie­

nen los genes necesarios Para la duplicación y maduraciOn de lambda 

1059 y corresponden a 58.27. del genoma del tipo silvestre. La produc­

ción de fagos viables se lleva a cabo cuando se reemplaza el seglM!nto 

interno con fragmentos de DHA que representen del 12.8 al 49.87. del 

tamano del fago silvestre 16.3 - 24.4 KpbJ. Los dos brazos por si solos 

no producen fagos viables, ya que para la encapsulación se requieren 

genomas con un tamano entre 70 y 1087. de la longitud total del fago 

silvestre. 

El sistema de selección para recombinantes está basado en el 

fenotipo ~Pi ¡ este fenotipo le confiere a lambda sensibilidad a inhi­

bición por P2. El segmento interno contiene los genes red y el 9a111ma, 

responsables del fenotipo Spl+. Por tanto, cuando los brazos del vec­

tor, cortados con BamHl, son ligados con DMA eKógeno, se Producen 

fagos padres y recomblnantes. Los recomblnantes sustituyeron el frag­

mento Interno y serán Spi-; se distinguirán de los padres al crecer 

sobre un césped de células~ llsogénicas para el fago P2 <Fi9.5l. 
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OBJETIVOS 

Con base en el parentesco exiistente entre ~Y ~~-1..!.· nos 

avocamo12 a la taréa de localizar en el genoma de ~~J~eh~~· secuencias 

homólogas a lo• genes !l.!_t_B y l!'l'?.E de !l.:..!:9!!.• utl ll zando esto• como 

detectores heterólogos de hibridización. Habiendo obtenido una senal 

definida, esto es, Identificado bandas de restricción generadas por la 

formación de un heteroduplex entre el detector y el DNA de LlYPhl_, 

procedimos a la búsqueda de estas secuencias dentro de un banco de DMA 

de S.typhi construido en el laboratorio en el vector de clonación 

lambda 1059, para ast, aislar las clonas Independientes que portaran 

estos genes. Con la ayuda de estrategias desarrolladas durante el 

trabaJo de investigación, que nos llevaron al uso eficiente del banco, 

se obtuvieron dos fagos recombinantes los cuales portan.las secuencias 

parcialmente homólogas a los genes '.l!lB y phoE de lh."-21!.· Estos, con el 

propósi1o de realizar posteriores experimentos como la subclonación en 

pl~smldos, fueron mapaados para diferentes enzimas de restricción. 



HATERIALES 

ll CEPAS BACTERIANAS 

-Salmonella !.~hl 9, l2,d,Vi 152). 

-~~t~~ 0359 <h•dR-,h•dH-.•uPE, OBO,P2l <57). 

-E•cherlchia coll CE1222 <F-,thr,leu,del,proA2 (pro/\-phoE-
gpl >hiS;W,argE, lacY ,ga!K, xyl ,rpsL,phoS2l, recAS6,o01PRl < 115>. 

-Escher lchia ~ Hl59 <recA,uvrA > 116>. 

2 l PLASH 1 DOS 

-pJPl4, ulillzado como detector heter6!ogo de hibridizacl6n 
1114>. 

-pRSP20, utllizado como detector heterólogo de htbridizact6n 
126). 

3l BACTERIOFAGO 

-Lalltbda 1059, usado en la conslruct6n del banco de genes de 
S.typhi (571. 

4> HEDIOS DE CULTIVO 

-H9, LB, SH, descrito~ por Hanlalis 176l. 

-HZCYH, descrito por Blaltner <10>. 

-CY, descrito Por Karn, el al 157). 

-CH, descrito-Por Clarke, el al <20>. 

5) EHDOHUCLEASAS DE RESTRICCIOH 

-BamHl, EcoRI, Sal!, <Amersham) 

-Hlndlll, Clat, Sphl, Smal, EcoRV, ·Xhol, Xbal, <Pr0111e9a Biolec> 

-Bglll, Pstl y BamHI <Producidas por el CEllHGEBll. 

6) AHTIBIOTICOS 

-Cloramfenlcol, Tetraclcllna y /\mplcillna <SIGHA> 



• 

7 l OTRAS EH'Z 11\AS 

-R\bonuclea•a y Desoidribonuclea•a <SIGKA l 

Sl FILTROS PARA SOUTHERK 

-Gana Scraen lNEU EHGLAHD NUCLEAR, DUPONT) 

9l OTROS llATERIAl.ES 

-1•6tcpos Rad\actlvo•: 

-1\ationlna/azufre 35 ca,800 Ci/m1110l IAmanham ti cat. SJ.235) 

-Alfa-deoMl-CTP/fosroro 32 ca.3000 Ci/m1110l IAmer'iham ti cal. 
PO. 10205, lCN 1 cal. 33004X l 

-Agaro"a da baJo punto de fusión l Seak-eM) 

llETODOS 

ll PREPARACION DE DMA BACTERIAHO 

l.a eMtracci6n y purificación del DMA de l.a• baclarias ~~li Q359 

y S.lyphi 9,12,d,Vi •e realtz6 siguiendo la tácnlca de lisado ciar-o 

reportada por Bellach, et al (9). 

2l PREPARAClON DE DMA DE PLASKIDO 

El método ulillzado para la purificación de los plas11idos 

utilizados en este trabaJo, a'i el <le li•is alcalina descrito por 

Kanialh, et al 176). El DRA del PUsmido •e praear6 por amPliflcaclón 

del número de coplas, en cultivo en fase logar!tmlca, por adición de 

clora111fenicol <22) • 
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3l KINIPURIFICAClON DE DNA DE PLASKIDO 

El metodo utlllzado está lambl6n descrito por Kanlatis, et al 176> 

y consiste en la semlpurlflcaclón del Plásmido en pequenas cantidades 

con el fin de caracterizar o identificar el plásmido rápida•ente. 

4) PURIFICACION DE FRAGKEMTOS DE DMA A PARTIR DE AGAROSA DE BAJO 
l'UMTO DE FUSIOM 

El matado es descrito por Raniatis, et al <76! y consiste en la 

purificación de fr~gmenlos de .restricción de DMA a partir de geles de 

agarosa de baJo punto de fusión. Los fragmentos s<1<1 útiles tanto ca.o 

sondas radioactivas, como para ser subclonados. 

S> ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA 

El metodo usado para separar, identificar y purificar fra-ntos 

de .DMA es por 111edio de electroforesis en geles de agarosa. Las 

preparaciones de DMA, ianlo bacteriano como de plismido, fueron 

sot1Gtidas a electroforesis en geles de agarosa al 1'- <Bio-Rad>. 

Se utilizó una solución amortiguadora TAE <Tris, EDTA, Acet.ato de 

Potasio), a 100 volts, como reportan &olivar, et al <11>. Los geles se 

tlnen con una solución de O.~g/ml de Bromuro de Etidio !Sigma) durante 

5 minutos. El DMA se visualiza con luz ultravioleta de onda corla de 

un tYanslluminador IUHr·avlolel Produclsl. 

6) DIGESTIONES DE DMA BACTERIANO, 
ENDOMUCLEASAS DE RESTRlCClON 

PLASKIDOS Y FAGOS CON 

Las condiciones para digerir con enzimas da restricción se 

eslandarizaYon para utiliza\" solamente tres soluciones distintas segun 

los requerimientos de cada enzima: 
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BUFFER: BAJO KED!O ALTO 

-NaCI 50mH lOOmK 
-Trls-HCI lpH 7.5J !OmH lOmH 50mH 
-HgCl2 lOmH lOmH lOmH 
-Di llotre ltol lmH lmll lmH 

HEZCLA DE RéACClON: 

-Agua 
-Buffer < lXl 
-DHA <Entre 1-3pgl 
-Betamercaptoetanol 17. llf1l/20)11 de reacclónl 
-Espermidina C4mHl 
-Enzima <Entre 3-5ul)l9 de DHA> 

Las reacciones se incubaron durante toda la noche a 37"C <excepto 

~.!.l a 30-CJ y se detuvieron calentando a 65"C por 10' y agregando IX 

de solución de parar <0.25X azul de bromofenol, 0.257. clanol de xtleno 

y 157. flcol tipo 400 en agua). 

7) HlBRIDlZAClON DE AClDOS NUCLEICOS 

La hlbridlzaclón de fragmentos de DNA separados por electroforesis 

y transferidos a filtros <Gene Screenl se hizo de acuerdo a la técnica 

de Southern 1105>. El horneado, prehibridización, hibrldización, Y 

lavado se hizo de acuerdo a ftanlatis <76) y la autorradlografla de los 

fl llros se realizó de acuerdo a Swanslron y Shank ( 109>. 

Sl HlBRlDlZAClON EN PLACA <BEHTOH Y DAVIS> 

La hibrldlzaclon en placa se realizó de acuerdo a la técnica 

reportada por Benton y Davls <5>. Consiste en la absorción y fijado del 

UNA de las placas de lisis, generadas por los fagos recombinantes, a 

filtros de nitrocelulosa, para posteriormente híbridizarlo contra el 

detector deseado. 

~ !l 



9) HARCAJE DE DNA "IN UITRO" CON FOSFORO 32 

El marcaje interno con nucleólldo'i radloact lvos, de las 1110léculas 

de plásmido o de fragmentos de DMA que se utilizaron como detector•s 

helerólogo'i de hibridlzaclón, se realizó de acuerdo a la técnica de 

"Nick Tran'ilation• <Tra'>lado de corte> descrita por Rigby, et al <102>. 

10) CRECIKIEHTO DE LOS FAGOS RECOKBIHAMTES Y PURIFlCACIOH DE DMA 

El crecimiento de los fagos rac<>tnbinantes se hlzo coeo lo 

de'icrlben Karn, el al 157>. La purif.tcación de DHA en gradiente de CsCl 

'ie efectuó de acuerdo a la técnica que describe Kaniatis, et al (76). 

11) KINIPURIFICACIOH DE FAGOS RECOHBINANTES· 

Se inoculan 421111 de MZCYH con una '>oluc1ón -que contiene: O.lal de 

fagos recOllbinantes en SK; O.lml de un cultivo de toda la noche de la 

cepa receptora 0359 crecida en CY mis 0.27. maltosa; y O.lml de lK Ca y 

ftg, previamente incubada a 37• C por 20 minutos. Despu4is de incuba·r 

durante toda la noche a 37•c con agitación, se agregan O.S.l de 

cloroformo y se de Jan 15' con agltactón a 37· C. Se adicionan 49-'slal de 

DNAsa y 4.ey.ig/ml de RNAsa incubandose 30' a te111Peratura ambiente. Se 

agrega 2.4 gr de NaCl y se centrifuga por 30' a 7,000 rpm a 4• C. El 

sobrenadante 'ie centrifuga a 25,000 rpm durante 90' a tew>eratura 

ambiente en el rotor SU28. La pastilla se re'iU'iPende en 0.4ml de O.lK 

Tris-HCl <PH 7.5l y 0.3H HaCl y se tran'ifiere a tubos Eppendorff de 

1.5ml • Se ·trata con SOpg/ml proleinasa K, ·0.1% SDS y lmK EDiA ;poi" 60' 

a 6S·c. Se exlY"ae una vez con fenal 1:1 <vlv>, dos veces con unt! Mzcla 

de fenol-CHC13-alcohol isoamllico 125:24:1 vlv> y una con CHClJ.-alcohol 

isoamllico 124:1 vtv>. La rase acuosa se precipita con dos y medio 

volumenes de etanol fria a -2o·c; se centl"tfuga durante 15' en una 

microfuga Eppendorff, se decanta el sobrenadante y se seca la pa'itilla 



al vaclo. Se resuspende en O.lml de agua bidestilada filtrada y •s\éril 

y se estima la concentración de DKA en un gel de agarosa al n;. 

12> AHALISIS DE PROTE!NAS EH HAX!CELULAS 

Se analizó la expresión selectiva de la• prolelnas producidas por 

los fagos recombinantes derivados de lambda 1059, en la cepa H159 de 

!hS.ill· Esta cepa es una mutante uvrA, recA, donde puede supriMfr·se la 

slntesis de prote(nas endógenas, después de irradlac10n con luz ultra-

violeta, y expresar únicamente las protetnas codificadas por los genes 

del fago < 16>. e .. tas protetna,. pueden ser detectadas mediante su mar-

caJe selectivo "in vivo•, usando amino~cldos radioactivos, seguido de 

electroforesis en gel y autorradiografia. 

13) ELECTROFORESlS EH GELES DE ~US-PULlACRlLAK!DA PARA ANAL!SIS DE 
PROTEIMAS 

Las Preparaciones de proleinas fueron sometidas a electroforesis 

en geles de poliacrilamida al 11,5X Preparados de acuerdo al metodo 

descrito por Laemmli 1621. La electroforesis se realizo en una solución 

amortiguadora de Tris-Glicina y SDS, a 20mA para el gel superior y 40mA 

para el gel inferior. La linclón se realiza con una solución de azul de 

Coomasie lO.Olh en ~cido acético al 10%1 a ao·c durante 15' y se 

destine a la misma temperatura con ~cido acético al lOh. Se seca con 

vacio y se expone a una pelicula de rayos X. 

14> HAPEO PARCIAL DE RESTRlCCIOH 

El mapa de restricción de los fagos aislados se construyo a base 

de digestiones dobles y sencillas del DHA con enzimas de restricción 

direrenles y mediante hlbrldización de los patrones generados en gel 

con los detectores utilizados para este traba;o. 



RESULTADOS 

AISLAKlENTO DEL FAGO LAKBDA PBC217 !GOGAT> 

Siendo S.typhi un organi""'º muy relacionado filogeneticamente • 

~. surgió el interés c0tnún entre nuestro grupo y el del Dr. Sali­

var, el cual re•llza gran parte de su trab;oJo con genes del 111etabolio;ao 

nitrogenado de ~. de rastrear los geneo; que codifican p;ora las 

enzi1Hs GD11 y .GOGAT en e\ gen0111a de S.typhi. 

Con el pr()J>ó'iito de localizar en ~typhi las secuencias correspon­

dientes al gene g\ tB, se uti !izó col!IO detector" heterólogo de hibrichza­

clón e\ p\isaido pRSP20 !proporcionado por al grUPO d:l Dr. Bolivar> 

flg,6, el cual porta los genes que codifican para la~ dos subunldadas 

de la glutaaato slntasa <GOGAT> de ~· Los genes para la subunidad 

g..-ande de 166,000d y la subunudad chica de 57,000d de GOGAT, o;e encuen­

t..-an codif icadoo; an tandea formando un aperón en e\ era.asoma de 

~sche..-ichla ~- !77>. 

DMA total de S.typhi 9,12,d,Vi fue digeYido con la enzima de 

restricción !!21.11 y con una doble digestión con BamK\ y ªa!.ll. Poste­

rlor::ente -fue sec>arado electroforeticamente en un 9el de agaros;o al lY.; 

fué transfe..-ldo a membranas tipo "Gene Screen•; e hibridizado ,..d1ante 

la técnica de Southern (105>, a 42"C y con 40% fo..-mamida. Se utilizó 

cOMO sonda el pl~smido pRSP20 (65> 111arcado radioactivamente con fosforo 

32. Como se puede observar en la figura 7 el patrón con la doble 

digestión <carril bl, genera dos bandas principales de hibridizaclón de 

aproximadamente 4.2 y l.6 kb. La intensldad de la hibridizaci6n nos 

Indicaba que lllUY Probablemente la mayor parte del gene estaba contenido 

en \a banda de 4.2 Kb. Este patrón fué seleccionado para rastrear esta 

~ecuencla en el banco de DN~ de ~.h.!. construtdo en el laboratorio en 
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pRSP20 
'\3.S Kb BstEll 

FlG~6.- Pl~s•ido piSP20. En él ~· encuentra clonado el fra9M8nlo 
que porta lo~ gen•~ para las dos \ubunidad•~ de GOG~T. 
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FIG.7.- Localización del gene de GOG~T én el genoma de S.lyphl. 
Hlbrldlzaclón t lpo Southarn, contra fil pRSP~cado 
radioactlvamenta con rosforo32, de: a> pRSP20 llnearlzado 
como control positivo de hlbrtdlzacl6n; b) DMA total dige­
rido con BamHI-Bglll >·; el DH~ total digerido con BglI[. 
Las flechas lndtcan el patrón de bandu que rue utilizado 
para rastrear el gene dentro del banco de DHA con'>tYuldo 
en lambda 1059. 
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el vector de clonac1on lamba 1059. !Ver e•tralegia da con•lr•~cciOo en 

la flg.5l. 

Con e-ste antecedente, doce a9rupacione'5, de aprox imadamentl! e len 

fago• recombinanle• diferente• cada una, fueron amPlif icada• por sepa-

rado para extracción de DNA. Estos 1200 fagos dt•tintos, generados a 

partir de evento~ primario~ de empacamiento, repre~entan aproK1madamen-

te 4.5 veces el genoma completo de ~1P.h.!.· El DHA de los fagos fu~ 

digerido con las mismas enzimas de reslr1ccion que para DNA total e 

hlbrldlzado de Igual manera mediante la técnica de Southern. El resul-

lado de esta hlbrldlzación se observa en la fig. a, donde las agrupa-

cienes 3 y ll Presentan el mismo palrón previamente observado en la 

hibrldizaclón contra genoma total. Las otras bandas que se observan en 

esta autorradiografla son bandas generada• por la htbridizaclOn del 

plAsmldo vector del detector utilizado, con ciertas reglones homólogas 

del fago vector, como son la resistencia a amplcillna y cierto fragmen-

to del origen de replicación. Estos fagos no son recombinantes no •on 

excluidos por el sistema de selecciOn positiva de recombinantes, debido 

a que sufren rearreglos con los cuales evitan la inhibición por P2 lver 

Introducción). Estas •enales fueron caracterizadas mediante la hlbrldl-

zaclón de un flllro ldentlco al utilizado para la autorradiografla de 

la fig.8 centra PBR322 marcado radloactivamenle l~atos no mostrados>, 

el cual es el vector en el que esl.i clonado el geno? al!!. de ~.:..S.2li.• 

per'o sin UNA pasajero. Este experime'nto reveló que las bandas observa-

das en las agr"upaciones 3 y 11, son producto de los genes clonados en 

el pRSP20 y no de las homologlas presentadas por los vector"es. 

El resultado anterior nos permttio delimitar la clona de interes 

a dos agrupaciones de aproximadamente cien fagos diferentes cada una. 
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FIG.8.- A> Hibrldtzactón tipo Southern del DNA de 1200 faaos 
recoMblnantes diferentes, cortado con BamHI-Bglll, 
divididos en doce agrupaciones de 100--tago5 cada una, 
contra el pRSP20 marcado radloactlvamente. Notese que lo5 
grupo5 3 y 11 !carrlle5 e y kl generan el mismo patrón 
ob~ervado en DMA total. 
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B> Patrón eleclrorortlllco generado por el 
~ll en el DMA de la~ doce agrupaclone~ 
gel de agaro~a con llnclón de Bromuro de 
Hlndlll como marcador de pe~o molecular. 

._ ! 
l 

corle con BamHl­
de lOO fag~ en 

El ldlo. Lalllbda 
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Para continuar los experimentos se selecciono la agrupación 11 que era 

la de sena! más limpia. 

Con el rin de obviar el subagrupamiento de los 100 ragos de esta 

agrupación, donde se encontraba la clona que contenta la secuencia 

parecida al gene ~~. estos se plaquearon sobre un césped de células 

de la cepa G359 en una caJa de petri de 14cm de diametro, conteniendo 

bactotrlptona-agar. Previa Incubación a 37'C durante toda la noche, el 

DHA liberado de las Placas de lisis (aproxt•adamente 150> generadas en 

el agar, rue transrerido a filtros de nitrocelulosa durante l y 3 

Minutos e hibridizado contra el pRSP20 a 42'C y con 407. for•a•ida COllO 

describen Benton y Davls <5> •. Después de 24 horas de incubación los 

filtros fueron lavados con una solución de hasta lX SSC y expuestos a 

una pelfcula de rayos X. La flg.9 presenta la autorradiogratta del 

filtro transferido durante 1 minuto¡ en él se senalan con una flecha 

las 6 placas seleccionadas colllO positivas. Las clonas l y 2 fueron 

seleccionadas COlllO las más probables Por presentar •ayor intensidad de 

hlbridizactón. 

Estas 6 clonas fueron aisladas del resto extráyendolas del agar 

con la parte superior de una pipeta Pasteur y eluidas en lml de solu­

ción SH <cada placa dá ltlulos aproximados de 10 fagos>. Para compro­

bar de manera independiente la hibridización positiva de estas clonas, 

cada una fué amplificada en itquldo para extracciOn de DNA. AproximaGa­

mente 3ug de DHA de cada fago fueron digeridos con las enzimas de 

restricción !!.~11 Y Ba~HI como en los experimentos iniciales y mediante 

Southern hlbridizados contra los fragmentos Pstl-~.lllll de 3,0000 pb y 

~Rl-~RI de 800 pb del plásmido pRSP20 que portan unicamenle secuen­

cias del gene l!]J..!! de E.co!J., flg.6. Los fragmentos hablan sido Previa-
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FIG.9.- Hlbridlzaclón en placa tipo Benlon-Davis de los 100 fagos 
diferentes contenidos en la agrupación 11, seleccionada en 
el experimento anterior, contra el pRSP20 marcado 
radloactlvamente. Las seis placas seleccionadas como 
positivas se encuentran numeradas. 
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mente purificados mediante un gel de agarosa de baJo punto de fusión 

(ver metodo~), con el prop6s1lo de eliminar las bandas gener~das por la 

hlbr!dtzación entre las reglones de los vectores que comparten homolo­

gias. La flg.10 muestra esta h!brldtzación y en ella se puede ver que 

los fagos 1 y 2 <carriles a y b>, seleccionados como los mis probables, 

dan el patrón observado que para DMA total. Con esto, dos clonas inde­

pendientes del banco, las cuales portan el gene o parte del gene iJ.~ 

de S.lyphi, fueron aisladas. 

Para determinar la pureza de una de las clonas, dsta fue plaqueada 

a bala densidad y, daspu's de incubarlas toda la noche a 37"C, 6 placas 

al azar se escogieron para extracción de DNA. En la fig.11 se observa 

el patrón de restricción generado por las enzimas utilizadas Para el 

aislamiento de este fago, el cual es el mismo en los 6 casos por lo que 

se determinó que es un fago único. Este fago se denominó lambda PBC217. 

Tratando de caracterizar el producto de la expresión de los genes 

clonados en el lambda PBC217, ~e utilizó la cepa de~ K\59 116> 

para realizar experimentos de maxlcélulas <ver metodosl. La flg.12 

111Ueslra el resultado de este experimento, el cual no permitio obtener 

resultados claros, ya que bandas alrededor del peso MOlecular esperado 

no son observadas en el carril donde astan las proleinas de •novo• del 

lambda PBC217. La presencia de una banda clara alrededor de 25,000 

daltones hace pensar en la poslbilldad de que esta pertenezca a la 

subunidad chica, la cual puedo estar truncada o ser un peplido de menor 

tamano al reportado para E.coli. Las caracterlsticas del gel no permi­

ten ver la subunidad grande que pudiera ser mayor de 150,000 daltones, 

en analogia a la de !l..:s.2li· Lo~ intentos por ver una banda correspon­

diente a la subunidad grande en geles de menor concentración no tuvie­

ron éxito <datos no mostrados!; ~in embargo, parece haber indicios de 

'º 
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FIG.10.- A> Hlbrldlzaclón tipo Soulhern del DH~, cortado con BamHI 
-Bglll, de los seis fagos aislados mediante Benlon-Davls 
<carriles a-f) contra los fragmentos del pR.SP20 que por­
tan unlcamente secuencias correspondientes a los genes de 
GOGAT <ver teklol; gl lambda Hlndlll como marcador de 
peso molecular. 
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8> Patrón de re~lrtcclón generado po~ !!...a.!!!.HI-~!Jl en el 
DMA de lo~ 5el~ fago~ ai5lado5 1 en gel de agaro5a con 
tlnclón de Bromuro de Etldlo. 
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FlG.tl.- Patrón de restricción del DMA de los sels fagos aislados 
a partir de placas generadas por uno de los fagos 
seleccionados por Benton-Davls que también da senal 
poslltva en Southern. Observase que el patrón es el 01ls1110 
al de los dos fagos que hlbrldlzan en la ftg.10. a> 
Lambda Hlndlll como marcador de peso molecular. 
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--.,..,.-,··~ 68 Kd 

25 KI 

12.5Kd 

FlG.12.- Aulorradlografla de la electroforesls en gel de poll­
acrilamlda-SDS de las Protetnas, marcadas con azufre35, 
del fago la•bda PBC217 expre~adas en maxlcélulas. a y c> 
otros fago' recombinanles como control¡ bl fago vector 
lambda 1059¡ dl fago lambda PBC217 lGOGAT> y¡ el marcado­
res de peso molecular. 
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que en ocasiones una banda muy tenuo se hace presente. La falta de 

expresión de los genes puede deberse a las condiciones de crecimiento 

de la cepa HIS9, ya que es bien sab1qo que la G06AT se sintetiza en 

condiciones de baJo amonto y los medios utilizados hasta ahora contie­

nen gran cantidad de este compuesto. El variar las condiciones del 

raedio de cultivo para la cepa productora de maxicelulas trae como 

consecuencia problemas tanto en el crecimiento celular como en la 

ef tclencla del experimento. 

El mapa de restricción del fago lambda PBC217 se realizó de manera 

parcial para las enzimas mostradas en la tabla t. En dsta se pueden 

observar el número de sitios para cada enzima y su locallzac1on aproxi­

mada en pares de bases, lo que lainbt~n se observa en la flg.13A. Los 

datos que muestran estos experiraenlos indican que la reg!On que hlbrl­

dlza estA localizada de manera contigua al brazo derecho, ya que como 

se puede observar en la ftg.13A, el fago aislado no llene sitios de 

BamHl. Esto no concuerda con el resultado obtenido para UNA total donde 

las bandas de restriclón que hibrldtzan son generadüs por el corte en 

un sitio de BamHl <la rlg.138, muestra el modelo planteado para el 

corle en DNA total>. El DNA del fago presenta el mismo patrón de 

restricción cuando es cortado solamente con la enzima BglII Cfig.14>, 

lo que indica que no se clono dicho sitio de BamHI del genoma de ~ 

typhl y por coincidencia el fago lleva un sitio de ~~~II en el brazo 

derecho a 1020pb del sitio de clonación. Este resultado fue el princi­

pal fundamento para apoyar la Idea de que alguno de los genes de GOGAT 

en el lambda PBC217 pudiera estar truncado en cualquiera de los dos 

extremos (5' o 3'), Esto es, si la orientación de los genes en el 

Inserto va de Izquierda a derecha, el gene de la subunidad chica pudie-

45 



Tl\BLfl t.- Slllos de reslrlcclón del DllA del fa9n 1.u•bd.1 l'HC2i7 
para cuatro enzlMas diferentes y su locallzaclón ~ro­
xlMad.a. 

EH'ZUIA No.SITIOS UB.ICl\CIOM llPROX. 

99111 6 472,3006S,3t6t5, 
35$15,36165, 

36865. 
Sall 2 20665,24215. 
EcoRl 3 2t66S,332tS, 

40265. 
Hlndll I 3 22015,32765, 

39465. 

•NOTl\1 El DNfl del fago lallbda PBC217 no contiene sitios 
para BamHl. 
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PIG.13.- A> Hapa de re'llrlcclón parcial del fago lambda PBC217. 
B> Hap" de re~lrlcclón parcial de la reglón del gene de 
GOGAT, en el ganóma de S.lyphl. Ob .. erve .. e que el •itlo de 
BamHI e• reMPlazado por el 'Sitio de BallI del bruo 
derecho del vector. 
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FtG.14.- Patrón de re~tricción del DH~ del fago lambda PBC217, en 
gel de agarosa lenido con Bromuro de Elldlo, cortado con: 
ai Ba•Hl¡ bl BaaHl-Bglll y¡ el Bglll. Observese que el 
patrón es el •lsmo en el carril b y e y que no hubo corle 
en el carYll a. 



ra e~laY truncando en el ~itio de clonación y poY tanto producir la 

banda Proteica de 25Kd en las maxicélulas. Si la dirección es al con­

trario, entonces se puede pensar que lo que esta truncado es el extremo 

S' del gene de la subunidad grande y por tanto no se ve su expreslOn; y 

que la proletna de la subunidad chica tiene un tamano mQnor al reporta­

do para otras enterobacterias. 

Las bandas generadas por otras enzimas de restricción en geles de 

agarosa tenidos con bromuro de etidlo se observan en la fig.15, donde 

también se muestra la autorradlografta, resultado de la hlbrldlzaclón 

da estos patrones de restricclOn contra los fragmentos del pRSP20 

aienclonados anteriormente. La información surgida de estos experiMentos 

fue utilizada para disenar el mapa de la fig.13. 
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FIG.15.- AnAll-sh del UNA del fago lambda PBC217 con diferente<; 
enzima,. de reStrlcción. 
Al Patrón de re-;trlcclón en gel de a9aro<;a tenido con 
Bromuro de Elldlo del DMA cortado con: al UNA de lambda 
cortado con Hlndlll como marcador de pe<;o molecular¡ b> 
89111; el BamHl; dl Hlndlll¡ el EcoRl¡ fl lambda Hlndllt; 
gl Sall¡ hl Hindll1-Sal1¡ il Bglll-Sall; JJ EcoRl-Sall¡ 
kl Bglll-EcoRl; l> 89111-Hlndlll y¡ ml EcoRl-Hlndlll. 
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8) Autoradlograf la de la hlbridlzaclón de los patrones 
de reslrlcclón de la flg.lSA, contra los fragmentos del 
PRSP20, senalados en el lexto, marcado~ radloaclivamente. 
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AISLAHlENTO DEL FAGO LAMBDA LPCl lp~O.El 

Para ra .. trear el gen,. phoE· de S,jyp_hJ. se utilizó como detector 

heterólogo de hibr\dización el plá'!imtdo pJPl4 que esta contenido en la 

cepa CEl222 y que fue donado por el grupo del Dr. J.Tommas'!ien de I~ 

Untver'!iidad Estatal de Utrecht de Holanda. E'!i\e plá'!imido porta un 

fragmento de DMA de 4.9Kb, el cual cont1ene completo el gene ~'19..E de 

E.col!_, clo~ado en el pl.\smido vector PACYC184, ftg.16. lll4l. 

DMA de S.typh_~ de alto Pe'!io molecular fue digerido con dos enzimas 

de re'!itricción diferenle'!i, ~~l y Eco!.l· E'!itos DMA'S fueron separados 

electroforeticamente en gel de agarosa al 11. y transferidos a melftbranas 

tipo ªGene Screen• '!iegún Southern l 1051. La nibr idl zac ión de es.te 

filtro "'ª realizó en condiciones muy relaJada'!i, a 42"C con 301. formami­

da durante 12 horas, utilizando como detector el pl.\'!imido pJPl4 marcado 

con fósforo 32. El lavado de los filtros también fué poco severo utili­

zando SSC lX Y SDS al 0.17.. La fig.17 muestra la aulorradiograf1a de 

este en'!iayo, en la cual '!ie puede ob'!iervar que la digestión con ~~l 

!carril a> genera un Patrón de banda'!i de no muy alto peso moleaular, el 

cual pu • ..:le ser tacilcente 1d,;intif11ado RO otn:i<; e;¡pffrilll(!IOf.A~ 1:1(!1 h1t1n.­

dización. En cambio, la digestión con ~_9.Rl <carril bl muestra bandas 

más grandes lo que harta poco eficiente seguir este patron en lo'!i 

siguientes experimentos. 

A partir del banco de DMA de s.lyp!!.!_, conslvuido en el laboyatori~ 

en el vector de clonación lambda 1059 1rig.5J, se aisló un fago recom­

binante el cual porta una secuencia que comPaYte homolo91as cons1deYa· 

bles con el gene phoE de ~~· 
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Fl0.16.- PlAsmldo pJP14 en el que se encuentra clonado el gene 
parA la PHF. Pho F.. 
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FIG.\7.- Hlbrldlzaclón tipo Soulhern de DNA total de S.lyphl y 
E.co\I contra el pl.\<;mldo pJP14 marcado radloac~le. 
iiÑi\de S.typhl: al Pstl y bl EcoRI; DNA de E.coll: dl 
P<ill y e"'lECOR'l; el pJP14 corlado con Bglll cOñiO--COntrol 
positivo de hlbrldlzación. 
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Lo-s expel"imento'i inicialeo; indica.ron que el fago en cuestion era 

poco compelttivo, e-;to ec;, tr.u propagación era poco eficiente con res­

pecto a otros, cuando e•to'> eran amplificados Juntos en liquido infec­

tando la cepa 0359. Por este motivo, cerca de 2000 fa9os recomb1nantes 

diferente'>, producto de evento• prlmarlos de empaca111tento y que repre­

sentan en mi<; de 6 vece• el genOtlla de ~ill.h!.· '>e crecieron o;;obre un 

césped de células de la cepa 0359. Las placa'> de llsn, generada'> por 

e<;tO'> fagos, fueron replicada• una a una sobre un nuevo césped pero en 

agrupacione'> de 24 fago'> cada una. El lo se hizo en calas de Petri de 

8.Scm de dlieetro conteniendo bactotriptona-agar, hasta tener 00 agru­

paciones aproximadamente. De este modo, cada fago recombinante crece de 

manera independiente en cada placa de lisis, sin que su propagación se 

vea afectada por la competencia con fagos más "anos. 

Con el banco subdividido de esta manera, se formaron <;eis agrupa­

cioneo;; cada una con 144 fagos diferentes <esto es, •e agrupó el conte­

nido de 6 grupos de 24 fago•> para trabajar con un total de 864 fagos. 

E"tos representan aproxlmadamente 3 veces el genoma de S.typhi. Después 

de amplificarlos en liquido, -<;e extrajo DMA de cada agrupación l\/er 

tlétodosl y se cortó con la. endonucleasa de restricción \'.ítl. de la cual 

ya conociamos el patrón de re•tricclón para DN~ total. Hibddizando 

baJo la" 111\smas condiciones que en el experimento con DMA total y con 

las misma" condiciones de lavado, el filtro se expuso a pellcu\a de 

rayos X durante 16 horas. La fig.18 nos muestra el resultado donde se 

puede observar que el patrón de banda'> esperado se encuentra en la 

agrupación número 5 <carril e). El bandeo inespecilico generado por la 

hibridtzación entre vectores fue identificado de la misma manera que 

para el gene illB !dalos no moslYadosi. Después de este experimento, el 

:•5 
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FIG.18.- Al Hibridlzaclón del DMA de 864 ragos diferentes contra 
el plAsmtdo pJPl4 marcado radloactlva111ente. Cada carril 
representa 144 fagos diferentes. 
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B> Patrón de restricción, generado por \a enzima Pstl en 
el DHA de las seis agrupaciones, analizado por electrofo­
resis en gel de agarosa tenido con Bromuro de Etidlo. Las 
bandas constantes pertenecen a\ vector. 
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fago .-ecomblnanle de inleYé<; habla <>ido deliruitado a 144 fagos, los 

cuales estaban divididos en •eis gyupos de veintlcuat.-o fagos cada uno, 

debido a la est.-alegla seguida inicialmente para el manejo del banco. 

Con e•le dalo cada agrupación de veinticuat.-o fagos fue tratada 

baJo las mi•ma• condiciones que en el exPeYimenlo anle.-ioy y nuevamente 

lo• DNA'S de cada agrupación hibridlzados contra el pJPl4. El resultado 

•e obse.-va en la íig.19 donde la agrupación 6 <carril f > presenta la 

banda de 3.2Kb que ha servido de senal paya rastrear la clona; en esta 

flguya tambien -.e observa la banda de S.BKb la cual habla sido detecta­

da en la hlbridlzación cont.-a DMA total. 

Gracia• a que las agrupaciones utilizadas para el expeYimen~o 

anterior correspondlan cada una a caJas que conlenlan veinticuatro 

clonas aisladas, e•lo nos permltlo loma.- la agyupaclón que habla dado 

la senal buscada para picar del agar las placas por separado y 111eler­

las en tubos ePpendorff de l.S.l conteniendo 1•1 de SK, que es un 

1118dlo da eluclón paya los fagos, hasta tener un total da 

tubos. Uno de e•tos constiluia la clona de interés por 

ve i nl lcua lro 

lo que 1'e 

forma.-on sal·s agrupaclone• de cual Yo fagos cada una Para dellmi tar a 

solo cuatro la clona deseada. Nuevamente se extrajo DMA de cada agrupa­

ción, y poslerioY a su corle con ~l y la transferencia al filtro, la 

nueva hlbrldizaclón indicó la presencia del fago en al gYypo <carril 

a> colllO se muestya en la ílg.20. Este resultado nos deJo solo cuatyo 

clonas, y el an¡llsis de su DNA por hibridizaclón senaló la clona que 

porta· el gene ehg_E de S.lyphj_, fig.2\ lca.-rll el. Cabe senalar que el 

detector ullllzado para este experimento final no fue el plásmido pJP14 

completo sino un fragmento de restrtción de ~-!!.illl de l.4Kb que 

foYma parte del inserto clonado en este plasmldo y el cual contiene 
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FIG.19.- Al Hlbrldlzaclón del DNA de 144 fagos diferentes 
el pl~smldo pJP14. Cada carril representa 24 
d 1 feren tes. 

contra 
fago'> 

B> Patrón de re.,.lrlcclón, generado por la enzima P-.tl en 
el DNA de las seis agrupaciones, analizado por eleclrofo­
resi'> en gel de agarosa tenido con Bromuro de Elldlo. 
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FIG.20.- A> Hibrldizaclón del DMA de 24 fagos diferentes contra el 
plj•mldo pJP14. Cada carril repre•enta 4 fagos diferentes 
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D> Patrón de restricción, generado por la entlma Pstl en 
el DH~ de las seis agrupaciones, analizado por electrofo­
resis en gel de agarosa tenido con Bromuro de Etidio. 
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FJG.21.- A> Hibrldizaclón del DMA de cuatro ragos diferentes 
contra un fraglftenlo de 1.4Kb del pJP14 <ver texto>, que 
porta casi en su totalidad el gene phoE de ~· Cada 
carril representa un fago. 
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casi únicamente al gene 1;:hoE de E.coli_, tig. \6. Este fragmento se 

purifico a partir de un gel de agaro•a de bajo P•mto de fus IOn <ver 

metodosl. Ello con el fin de que la hibridüación se hiclar.i aún mh 

especifica, esto es, para que se evltar.i la hibrldización entre las 

·raglon•• hOllldlQ<Jas de los vectores y de esta •anera c0<1Probar con mls 

seguridad qua nuestra clona contenta una secuenc1a hataOloga al gene 

phoE de ~· COtllo se Puede observar an la fig.21. la intensidad de 

la hibridizaclón se aumenta para·la banda da S.8Kb, en vez de la banda 

de 3.2Kb; ta.cual se habla estado utilizando c~·saftal en las hibrldt-

zaciones. Esto indica que la mayor parte del sane asta contenido en la 

banda mayor o que asta región es la más h0t0ól09a entre los dos ganas. 

Este úllll!IO •MParimento se realizó baJo condiciones aas ~•veras da 

htbrldlzaclón, Ja que la formamida fue utilizada al 50X, con al prop6-

sito de solo permitir la formación de heteroduplaK muy ho..Ol09os. La 

aparición da una tercera banda de hlbridización en el fago aislado, mas 

tenue que las otras dos, puede deberse a que reglones aledafta~ al gene 

conservan lalllbl6n cierta homologla. Todas las autorradiograf las prasen-

ladas hasta ahora muestran el handeo generado por la enzima de restric-

ci6n utilizada en el gel de agarosa tenido con bromuro de etidto; en 

estas figuras se observa el enriquecimiento de cierta~ band~~ generad•s 

por los inserto~ clonados. Las bandas constantes pertenecen al vector 

de clonación. 

La clona aislada de la manera descrita anteriormente, fue plaquea-

da a baja densidad y de aquí cinco placas al azar se escogieron para 

determinar, mediante el patrón electroforétlco de restr~cctón, si todos 

corre•pondlan al de la clona aislada; con el propósito de cerciorarnos 

de que nuestro fago no estuviera contaminado con otro. CoOIO se pueda 

observar en la fig.22 las placas muestreadas al azar presentan las 
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Con la clona atslada y checada se procedio a su purlt1cacion a 

lrav•s de un gradiente de cloruro de cesto y posterior a la dt~lt•i• 

estos fagos fueron utilizados par~ el estudio de la stnlests de 

proteínas~~ toedianle •a•lc•lulas <ver melados>. Estos experimen­

tos son difíciles de llevar a cabo, ya que los antecedentes nos indica­

ban que la protelna Pho E solo se eKpresa en condicionas de ll•itaclón 

de fosfato y los prl.aros Intentos por crecer a las •a•lctlulas <cepa 

9159> en '98dlos de cultivo sin fosfato o con baJas concentraciones de 

•ste (10-lOOllft), no dieron buenos re05ultados ya que la cepa Presentó 

probl•••s serios de erecl•lento. Por tanto, la Infección Y el marcaJe 

con .. tiOftlna-azufre-35 de las protetnas sintetizadas~~ rué 111UY 

Ineficiente. En los últimos exPerl .. ntos con células crecidas en medio 

nor•al '5t! puede detectar ·la expresión, tal vez basal ya que la banda 

solo se observa tras varios dlas de exposición del gel a la pellcula de 

rayos X,_ de una proletna que •tgra con un peso MOiecular aparente de 

4SKd <rig.23, carril a>. Esto hace pensar en la posibilidad de que se 

trate de la proteína Pho E de S. typhi; ya que para la de ~col 1 está 

reportado un peso •olecular aparente muy similar. 

El AIA de la clona aislada da un Patrón de restricción de varias 

bandas para la enzima !'.!11· De.éstas, tres son las que hibrtdtzan. Con 

el fln de tratar de caracterizar una sola banda donde estuviera conte-

nido el gene phoE de ~completo, se realizó parcialmente el mapa 

de restricción del fago lambda LPCl para las enzimas mostradas en la 

tabla 11. En la fig.24 se muestra la lo~alización aproKimada de los 

sitios para cada una de estas enzt•as, asi como la sttuación aparente 

del gene dentro del inserto. Con estos cortes, se realtzaron hibrtdtza-

í- ~· 
. ;) 
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FIG.22.- Electrofore\ls en gel de agarosa tenido con 8r0111Uro de 
Etldlo del DMA cortado con PslI de cinco fagos aislados 
al azar de placas generadas por el fago que dlo senal 
poslllva en el experimento anterior. Observese que todos 
los Patrones son homogeneos. 
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FIG.23;- Perfll protatco en gel de poltacrtl;¡:itda-SDS de las 
protetnas del fago lalllbda LPCt producidas en ~axicélulas, 
aarc•das ccn a~ufre3S. La f lgura 111Ueslra la 
~toradtografla del gel: a> fago lambda LPC1 (phoE>¡ c> 
fago vector lallbda 1059¡ d-fl otros fagos recOiiiii"fnanles 
como control. 

67 



fllBLll ti.- Sltlot de re11trtccldn del lllA del h90 lubd• LPCl para 
1eis enzi•as diferentes y 11u localización .,raxi••da. · 

ERZ 11!11 !to.SITIOS UilCAClOH áPtox. 

19111 6 472,29770,33065, 
3676:5,37165, 

37815. 
Ec:oll 3 24315,27315, 

41219. 
Hindtll 4 25015,25865, 

26865,40347. 
BaaHI l 35465. 
Sphl 4 02124,12000, 

29165,38300. 
s •• 1 5 19465,29915, 

33815,34715, 
38607. 

Cl.tl 9 •• 
•HOTA1 Et DMA del fago lal!!bda LPCI no contiGnG altloa 

para Sall, XhaI y Xbal. 
•• La locallzacidn de e11los sitios no ha sldo deter•i­

nada. 



. ... 
o -:. . .. 
1 1 

zo 

... 
& .. .. 
1 

). L Pe 1 < p ho E > 

¡ 
) pllllE 

H 

s::a";;; 
0. E 
ID en 

....... 'il"'ª -&. IL!ii 8 z.tlll'a: w es , , 
\ 1 

\ 40 
\ 
\ 
\ 
\ 
\ 

4111~ 

\ 

... 
o 
e ... 

\ 
\ 
-~ . ii'í 

Fl0.24.- ft•P• d• r•~trlcct6n parctal del r-.o la.lid• LPCt. 



clones contya el gene ph".>E de ~:.E.9!.'~ marcado con to-;t·ayo 3;¿, de tal 

manera que caracterizaramo~ las banda~ que contentan el gene en 

UY.!!.!Ü.· La fig.25 mueo¡lra cada una da a"ita"i hibridizaciona!> co" las 

cuale"i se generó el modelo preo¡entado en la f tg.24. 

Con e"itos resultado"i pudimos determinar que el gene esta contenido 

en una banda de re"itrtcclón generada por la enzima Cl.!.I de ó,OOOpb, en 

otra producida por ~l de l0,400Pb y en una da ~~1 de 16,000pb. Cabe 

•enalar que la •ituación de los "iitios de restricción para enz1ma"i coMo 

~l, con la cual se al"ilo el fago y \;l!!.l, no se muao¡tran en la f!g.24 

debido a que para el fa110 vector lambda 1059 hay vario"i sitios y no •e 

conoc;¡ su localización con certeza, lo cual dificulta la identificact6n 

de la-, bandas cOY1·espondtentes al Inserto. 
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FIG.25.- An!llsls del fa;<> lambda LPCl con diferentes enztaas de 
reslr lcclón. 
Al Patrón de restricción en gel de agarosa tell'l.do con 
Br011Uro de. Etldio: a,m,r y l) lambda Hlndlll COMO marca­
dor de peso molecular¡ bl 89111; el Htndlll-Bglll; di 
HlndIII-BamHI; el .EcoRl-Bgllt; fl Hindlll¡ g.l Sall¡ hl 
Satt-EcoRI; ll Sall-Hlndlll¡ Jl pJP14/Bglll como control 
P<>Sllivo de hlbridizaclón¡ kl Ball¡ ll Clal; nl EcoRV; n> 
Pvu[l; ol Xhol; p) Xbal; qJ Smal¡ si Sphl. 
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B> Hlbrldlzact6n tlpo Southern de las dtgestlonas 
anteriores contra el fragaento de l.4Kb del pJP14 que 
parla el gene phoE die E.coll. 
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DISCUSION Y COHCLUSION 

El presenta trabaJo describe la localización y al aislamiento de 

los fagos recombtnantas lambda LPCl y lambda PBC217, los cuales contie­

nen los genes phoE y "a.!iB de ~l.l:e.lli• respectivamün\Q. 

La e•trat•gia seguida an el desarrollo da esta trabajo nos indica 

~QllO un ban~o da genes, construido en vectores d•rivados del bacterió­

fago l&lllbda. an este caso el lambda 1059 <S7>, tiene la versatilidad de 

ser aaneJado de diferentes llOdos según las car..:ter1sticas de los 

resultados que se desean obtener. 

En el caso aspGcial de este ·trabaJo, el fago que conti•ne al sene 

t.!!.B de S.\yphi se empezó a localizar .. dlanie la foreación de agrUP~­

cion•s de fagos y eKlracción de DMA para transferencias tipo South•rn. 

Sin aabar90, basados an la alta intensidad de las Pri'"8ras hibridtza­

ciones (fi9.7l, se decidió utilizar la hibridización en placa, descrita 

por Benton y Davis <S>, esperando una senal diferencial sobre todos los 

falsos posiHvos encontrados en la placa de autorradiografia. La 

t4cnlca descrita por Benton y Davts, es de gran utilidad para el aisla­

miento da ganes a partir de un banco de fagos, sobre todo cuando las 

sondas utilizadas no son genes aislados de la especie da la cepa recep­

tora de tos fagos. En caso contrario se obtienen gran cantidad de 

senales fal~as, por la htbrtdización entra el detector y el DnK de la 

cepa que se infecta con el fago utilizado. El r•sultado de este.intento 

fue satistactorio ya qua habia un cociente alto de senal a Yuido 

<flg.9). Esta t•cnica no se aplicó al aislamiento del gene ph~E, ya que 

las Priaeras hibridtzaciones no daban una intensidad suficiente coeo 

para sUPonar resultados parecidos a los del aislamiento del faso lambda 

PBC217. De esta manera, la metodologla utilizada se basó an la forma-
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ción consecutiva de agrupaclone• de fago• recombinantes diferentes cada 

vez de llM!nor número, a partir del grupo que pre~entara h1br1d1zac1on 

con el gene phoE de !L.sstU.· El desarrollo de este mecani•mo nos llevo a 

la conclusión de que cuando se buscaba una clona con v1ab1lldad menor a 

la de los de•á• ragos, esto as, que su creci•tento fuera aás lento que 

el de la •avorta, la subdivisión por dilución del grupo donde •e 

encontrara el fago, traerla como consecuencia la perdida de éste, por 

no Mir un fago competitivo. Con el proPOstto de contender con este 

proble•a, se dlsenó en el laboratorio una estrategia la cual per41te de 

•anera potencial el aislamiento de cualquier gene que haya sido clonado 

y que axtsta en el banco. Esta .. todologta se describa brevemente en 

este trabaJo y ha sido utilizada en nuestro laboratorio con 

satl~factortos; uno de los cuales fue el del aislamiento 

lambda LPCl el cual contiene el gene phoE de S.typhi. 

resultados 

del fago 

Las prlnclpales evld•nclas que indican que los genes contenidos en 

los fll90'i aislados lambda lPCl y lambda PBC217 son ehoE y U!.!_B, raspee-

ttva.ente, nos la dan fund...,ntal .. nte su homología con los genes de 

~. ya que los últimos eKPerimentos de hibridización se realizaron 

en condlclones severas 1504 for•a•ida a 42" C>. Ade•is, los últimos 

e•peri .. ntos se desarr~ll•ron util!zando CO.":!<) dctectore5 fras!!!<!!ntos de 

llA que sólo contienen parte del gene estructural de lll!:.B o de phoE de 

~. 'in contener •As DRA de esta bacteria o parle del vector en el 

que se encontraban clonados. Para realizar lo anterior, fueron semipu­

rificados, a Partir de agarosa de baJo punto de fusión (ver metodosJ, 

diversos frag-.nto' del PRSP20 <26>, pl~smido que contiene los genes de 

gogat de ~- Asl se purificó un fragmento de ~Rl a ~Rl de 1aQQpb 

que forRa Parte de la subunidad chica; el que va del sitio de t~l al 

de ~ll de 3,0()()pb que es casi en su totalidad el gene de la subunidad 
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-;irande lfig.6>; y el fragmento del pJP!4 <1141 de t.400Pb que va del 

sitio de ~~11 al de ~~111, el cual contiene casi completo el gene ~~E 

de 1§.~Li. (f\q,l6l. Estos experimento-; siguieron dando el mismo patrón 

qua el ob~ervado en las primeras hibridizacíone~ en las que se ultltza­

ron los plásmldos completos. E•to corrobora qua extste una gran hOftlOlo­

g\a entre lo~ genas estructorales, como lo supone 'u cercaoia en la 

escala fi\ogenélica, ya que ambas •on noieMbros de la fanoilia Enterobac­

tariaceae. 

El estudio de la expresión de e•tos genes en 11axicélulas no aporló 

dato• concluyentes. Para ~B sólo se observa con claridad una banda 

que podrta corresponder a la subunidad chica de gogat o a parte de 

esta, y para phoE en ocasiones la expresión limitada de un pol1peptido 

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

embargo, no debemos deJar de tomar en cuenta que su estudio no ter•ina 

aqul Y que su expresión debe ser estudiada en sistemas donde sea facti­

ble manipular las condi.ctonu, como la li11ttactón de alll6nto y de fo•fa­

to, rupecllva111ente, lo.~ cuales no fue PO'iible variar para el '>iste•a· 

de 11axicélulas. De esta manera, estam~s en la etapa de subclonar ambos 

ganes en plásmidos, donde Ja expreo;ión puede ser analizada en minicélu-

1.as o realizar estudios de complementación• en la cepa 111Utante PA340 

para gogal; o para PhoE analizar su expresión en preparaciones de llE de 

~utantes de ~que carezcan de esta prot•lna. 

En los resultado• se ha 111encionado que, seg~n datos preltninares 

por mapeo de restricción, el sene pnoE parece estar completo en al 

lncerto del lambda LPCl. Sin embargo, el gene 'ª-11.8 parece estar trunca­

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

estudio-s necesario• para comprobar este dato. S1 esto fuera cierto 
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tenemo-s en nueslra"i manos unct parte del gene que puedti: SeY ut1 l1z.?•:!•) 

como detector totalmente homologo par3 el atslam1~nto comPlet~ de este 

gene, ya •ea a partir del mi•mo banco o ut1l1zando un banco de UHA 

const~uido en plasmidos con fr~gmentos de restriccion que por h1b~1a1-

zación tipo Southern •e haya determinado que contienen todo el gene en 

un solo •egmento. 

l.a utilidad del ~hlamiento del gene filB de hlu>l!_1_ ayudara, 

.. dianta la deducción de su secuencia y de •u eKpres1on en E.col1. a 

entender mis acerca del metabolismo nitrogenado en procariontes. 

'demás, la COIOParaciOn de aste gene con el de ~ y otros organismos 

a nivel de secuencia nucleotidi~ y de amino.tcldos, proporcionará datos 

a nivel evolutivo que ayudaran a determinar que tanto se ha conservado 

este gane. 

Los re•ullado• aqul obtenidos, si bien no son concluyentes, si nos 

permitieron. abrir el camino para obtener los primeros conocimientos 

sObre la biologla molecular de un organismo pátogeno como l!.!..iYPhl, y a 

su vez, adquirir la eKperlancla nece•aria para el maneJo de una serie 

de metodologlas que ayudaron a tener un buen aprovechamiento del banco 

de DMA construido en el tago lambda 1059. 

Este antecedente sienta las bases para el inicio de una serie de 

investigaciones que tengan como mala el generar conocimieRtos que 

tiendan a la solución de uno de los principales problemas de salud en 

nua~tro pals- Se estima que la fiebre tifoidea es padecida al ano por 

una de cada 100,000 personas !3ll. lo cual produce cuantiosas Perdidas 

en cuanto a horas-hombre de lrabalo y puede Producir la muerte en el 17. 

de los casos. De aqui que· el aislamiento del gene ~~de ~typ!ú_ y de 

otros genes para PKE, !resultados también obtenidos en nuestro labora­

torio) tenga relevancia en el área de la salud: sabre todo porque se 



estAn realizando estudios con las P"E con etras al de•arrollo de stste­

•as de dia11nósllco rapidos y confiables, y de posibles vacunas para la 

prevención de esta enrer...,dad. 

Es por lo anterior que se llene gran inter•s en conocer la estruc:­

tura .olecutar de estas proletnas en hlle!li a tra.,.s de sus 11en••· 

ftedianle ta cOlllP&raclón a este nivel con las PRE de otras ent•robacte­

rlas, serla interesante deftnir·si eKlsten zonas variables entre las 

pro\elna• de las diferentes ••Pectes, sobre todo en la r-.lon que se 

el\Cuentr& expuesta al Mdto, donde lo• •PllOPes pueden O'lt&Y variando 

de Uftll bAClerla • olr•, co.o parece lndleaYlo la c:-•r-t6n de la 

secuenc:la de l& protetna o .. A en tres diferentes ontorc!lactertaJ. 

Tllllb1'n de 

recoaoclda 

este .ocio establecer st ta Protetna en coniunto puede 

de •anera espec:(ftca por •nttcuerpos ori11lnado1 por 

ser 

el 

paelente, aun sobre un fondo de respuesta inmune 99nerada en contra de 

otros or11anls110s. 

VaYtos estudios se han re•llzado tanto en el c111Po-del dlQinOStlco 

ca.o en el de ta prevencl6n. Sin ellbaY90, el dl•11noslico en la actuali­

dad no es co.plsta914nl• confiable ni ..,, ~ll, y las t•cnlc:as •Is 

•certadas resultan ser llUJ agresivas y t09lan de•astado tte,...o <31). Por 

otra parte, el desarrollo de vacunas h• representado serios probl••a• 

fiara lo• 11ruPos qu• a esto se han avoc•do, donde •l •aror ac•rc:a•i•nto 

lo representa una vacuna viva desarroll•d• por Germanier, et al •• C42), 

do ta cual a~n no se establece con c:•rteza 1u eficacia. 

La1 PftE •e han ••lecclonado C09IO posibles candidatos para estu­

diarla'I en est• C.at111>0 prlnclpal-nte por dos f..:tores: la pre1enc:la de 

a•a• de la protelna en la p.arte expuesta d• la bacterl.a <h•cho que se 

v• favorecido por la estructura d• hoi• beta PlegadaJ y el eran nüaero 
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de coplas que c•da una de ellas Presenta en vivo. El estudio de sus 

genes no solo ayudará a coftlPrender si estos se comportan de siml hr 

manera iil 1.a-s genaralid.ade'i obiervad,¡'5 en pror:aY1onte-s. 'itno .a deter"mt­

n•r que l•n diferente• son a los genes de estas proletnas en otras 

enterobacterlas y que tan buenos in111Un09enos son en el organiSlllO huma­

no. 

De este lllOdo queda abierta la posible utilización de alguna o 

al11U11as de estas proteinas Pera el desarrollo de un buen stsl••• de 

diagnóstico o COllO c.,.,,onentes de una vacuna, y su .i111>ortancia en este 

.aspecto será conocida con el desarrollo de futuras investigaciones, 

donde ta.bt4n la utilización de DIA ca.o detector de infección empieza 

a tener actualidad en el ca11Po de la salud. Es ast COl9C el estudio de 

este •icroorgants90 resulta ser de gran i111>ortancta ra que talllllt•n se 

plantean PO•lbilldades de estudtar con •&s detalle algunos otros aspec­

tos del proceso pat09eno de esta bacteria, ya.que su relevancia coeo 

<t9•nte infecttvo estriba en su tnvaslvidad y en su resistencia a la 

degradación par •..:rófagos. 
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