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r.,71--y 	nuyi TrAPTun 

Durante la 1 }I5n1I2da de 7.1.7-tnn1-nr nu7c'rrofas re arginino producidas en 

cepas dn 	eoli K-12 pm:.  la. -inrercl(n. del cromosoma riel hacteriofago 

Mu-1 (19,27) en el gen= dn 	1-oclieria, re encenli-r) une cepo incapaz C.72 

crecer en ornitina come fuente da nr(7n-7 nn r o-^ s rn ritrulina (771q,6). 

De acuerdo con las caract-nr:Ísicar fennt5picas de esta cMula, re 

pens6 nue C'asta pudiera ser UP3 	 (1.r.-  E. rol.i 	• nun cnreciera ¿Te 

la actividad enz•irlY:Itino de ornitrn 17rn.nren71-,amilnsa 	OTC ) (pi q. 21,fe- 
. 

.n6meno no reportndn 	7„ 	u-12,ya nre hm se ra?-)e nue eSiT,  organismo 

tiene des (Tones que ccrlifican u-e la rJrC (17 g. 1), nrg F y arq 	que.  

mapean en los minutos 7 v 7n 1-2717irCtin y por ende, este snrTa - 

el primer caso en el cual, en un nulo paso, re  obuuvieran muttantnn 

Teniendo en mente esta 5.drn, rn pnnsr=i en medr la actividad cspccIfi 

ca de Ja OT( (le lo cepa 1111117,77711-C; 	nrern r n17 1  n con "jo de la cepa ryogenitn- 

ra. En caro ¿Te resultar nerniantnr, esto roo hoblaT5a de la posibilidad - 

de que la mntaci(-7n estuviera o n :gel.  de earbamil fnsfato sintetasa (CDS) 

(Fig. 2), tomando en cuenta lar caracter5.st.iem - nntatTpicns de le cena 

mutante. 

La imnortancia de que  se i.lrriftnya de unn mutare CPS radica en el 

hecho de que una mutaci6n al nivel del gema pvr A, el. cual codifico para 

la CPS (Fig. 2), :,-enc:Jrn como onnecnenc.ia (-Te nn re_ eintntizara carh.mil  

fosfato, y, siendo 6s1-e 111-1 precursor comln dn las '=1.as nrntahMican de bio 

1.111"e 1S de arginina y pirimidinn-, ente llnel'n resultarj'a en un fenotipo 

que requiriera uracilo y orgininn para crecer. Sin eml-,nrgo, este no es 

el caso, ya que lamuhant-e no necesita uracilo para crecer y s5_ arginina, 

aunque en presencia ¿Te la piY:imidim, crece rnjor, 'F `c-;. (). 

Ahora bien, los datos anteriores nos hicieron .ornar en La posibili-

dad de tenor una vntante del grnn p7717 7, "diferí 1-e", por lo menos - 
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fenotipicamente, de las reportadas anterioriente en E. coli K-12 (1,2), 

De acuerdo con esta idea, se planeó la realización de los experimen 

tos descritos en el presente trabajo, con el fin de caracterizar lo que 

pensamos es un nuevo fenotipo del gene pyr A de E. coli K-12. 

Fig. No. 1 .- Posición en el cromosoma de E. con de los genes que codi-

fican para las enzimas de las vías metabólicas de la 

biosíntesis de arginina y pirimidinas (28). 
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1NTRODUCCION 

Los bacteriofagos, como su nombre lo indica, son virus que infectan a 

las bacterias, y, segUn el tipo de relación que mantengan con ellas, puede 

hablarse de dos clases de fagos: los bacteriofagos "temperados" y los -

bacteriofagos "líticos" (18). 

Los fagos temperados se caracterizan porque pueden vivir dentro de la 

bacteria sin ocasionar la lisis de ésta, es decir, cuando una bacteria 

contiene el material genético de un fago temperado, se dice que la bacteria 

es lisogénica para dicho fago; estas bacterias crecen normalffente, pero en 

sus cultivos siempre se libera fago, aunque su salida no ocurre por exore-

sión, sino por una lisis ocasional del huésped, variando la frecuencia de 

esta lisis en cultivos lisogénicos, desde 1:1 000 hasta 1:106. Un fago - 

temperado debe ser detectado y debe ensayarse su acción lítica sobre una 

cepa sensible, o sea, sobre una cepa de bacterias no lisogénicas para esta 

lago. 

En la mayoría de las células de una colonia de bacterias lisogénicas, 

no se encuentran "viriones" adultos ni proteínas virales y t5nicamente se 

localizan en la fracción de células que, espontáneamente S por inducción, 

han dejado de ser lisogénicas, con la subsecuente formación de una robla 

ción de fagos. 

.Esto-nos-hace-preguntarnos, en qué--parte-„de la-bacteria lisogénica,se 

encuentra localizado el profago temperado. 

En E. coli se ha logrado comprobar la asociación física entre algunos 

profagos y el cromosoma de la bacteria, gracias a experimentos de conjuga-

ción bacteriana, y se ha demostrado que se encuentran, en algunos casos, 

insertados en el cromosoma (18). 

De acuerdo con esto, se puede considerar e] profago como un marcador. 

genético y puede, ser mapeado en el cromosoma de la bacteria, debido a la 
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unión específica que lleva a efecto con otros marcadores. 

Muchos fagos temperados tienen únicamente un sitio de inserción en el 

cromosoma de la bacteria huésped, siendo éste el caso del profago )1i. Hay 

otros que tienen un nfimero variado, como en el caso del fago P7  que tiene 

nueve, a diferencia de Mu-1 que tiene un número indeterminado de sitios - 

de inserción (19). 

Esta inserción del profago en el cromosoma bacteriano ocurre por 

un mecanismo que ha sido propuesto por Campbell (10), el cual dice que in-

mediatamente después de que la molécula de DNA fágico entra en la célula, 

se circulariza y este círculo se asocia con el cromosoma en la región donde 

se insertará posteriormente. Se produce un entrecruzamiento y esto da lugar 

a la inserción del profago en el cromosoma de la bacteria. Se regresa a la 

secuencia vegetativa por el proceso inverso 6 proceso de escisión. 

Se han mencionado con anterioridad los términos "profago" y "estado - 

vegetativo", los cuales procederemos a explicar. 

Eh el momento en que un bacteriofago temperado infecta una célula bac 

teríana, le inyecta su material genético y éste puede seguir dos alternati 

vas dentro de la célula huésped: 

a) El estado vegetativo, en el cual el genoma fágico se multiplica au 

ténuinamente, sintetizándose durante el proceso, partículas fágicas infec—

ciosas que son liberadas por la lisis de algunas células huésped. 

b) El estado de profago, en el cual el material genético del fago se 

inserta en el cromosoma de la bacteria, en sitios específicos 6 no dependí 

ando del bacteriofago, de tal forma que ambos elementos genéticos se repli 

can como una séla unidad. 

Mientras que el profacio wimonezca inteqrado, no se producen wIrtioUt-

las fágicas y la célula se replica para ciar lugar a una colonia lisogénica. 

Para que una bacteria lisogénica pueda produe tr partículas fágicas, el ma- 



ferial genético del fago debe escindirse del cromosoma bacteriano y pasar 

al estado vegetativo. 

Inmunidad especifica 

Las bacterias lisogénicas tienen la propiedad de ser específicamente 

inmunes a aquellos bacteriofagos cuyos sus genomas, en estado de profago, 

estén ya presentes en el interior de la célula. Cuando células lisogéni-

cas son infectadas por fagos homólogos, ocurre que estos fagos inyectan 

su DNA, pero éste no se expresa, permaneciendo inerte y siendo diluido 

conforme la replicación celular continúa (15). Cuando el profago se pier 

de, las bacterias se vuelven sensibles nuevamente. 

Inducción cigótica  

Cuando una bacteria lisogénica transmite parte de su DNA, en el cual 

va insertado el profago, a una bacteria no lisogéni.ca para el mismo fago, 

el receptor, después de un tienpo, se lisa, A este fenómeno se le llama 

inducción cigótica (15). Cbando el donador es no lisogénico y el receptor .  

es  lisogénico, no ocurre la inducción cigótica. 

Transducción y contransducción 

El fenómeno de transducción fue descubierto en 1952 por Zinder y 

Lederberg (30), quienes observaron que el fago temperado PLT22 de Salmene- 
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lla typhimurium, era capaz de transferir marcadores 

rentes cepas bacterianas. Como ejemplo, digamos que 

una cepa bacteriana prototrofa, o sea, en un tipo 

crecer en un medio mínimo, y este fago se pone en 

una cepa mutante que requiura algÚn arnino,lcddo para  

genéticos entre difeT. 

el fago se propaga en..- 

de bacteria capaz de 

contacto después con 

crecer, como arginina, 

este contacto el; capaz de convertir una pe, Tuena parte del cultivo de céiu-' 



las auxotrofas de arginina, en arginina independientes. 

Este fenómeno es una propiedad que tienen muchos fagos temperados de 

diferentes tipos de bacterias COÁLO bacilos, pseudomonas, micobacterias,-

etc. 

El material genético transferido por el fago transductante es un 

fragmento del genoma bacteriano. Las frecuencias de transducción de cual, 

quier marcador, son comparables para cualquier tipo de fago. Cuando dos 6. 

más genes se encuentran separados por una distancia DNA menor que el tamo. 

ño máximo que puede ser transferido por un determinado fago transductante, 

estos marcadores pueden ser contransducidos. Mientras más alejados se en 

cuentren, menos será la frecuencia de contransducción. 

El fago P1  puede transducir un segmento del cromosoma bacteriano 

hasta del 2% del genoma bacteriano, o sea aproximadamente 53 millones de 

paso molecular en material genético (14). El fago 1)1  puede transducir taro 

bién el profago de algún otro fago como A y MÉ-1 

Por lo que respecta al mecanismo de tramsducción, puede plantearse 

el siguiente: 

El fago P1  infecta a la célula e inyecta su DNA. Una vez dentro de 

la célula, el DNA del fago da lugar al rompimiento del cromosoma bacteria 

no en fracciones diferentes en tamaño, algunas de las cuales serán aproxi 

madamente del mienu peso y tamaño del DNA fágico. A la par que se rompe 

el DNN bacteriano, se replica el DNA del fago y se inicia también la - 

síntesis de.. proteínas vírales. Ocurre el ensamble de los viriones y puede 

ser que también se ensamblen fracciones de DNA bacteriano del mismo peso 

del viral.como si fueran DNA fágico. Cuando la bacteria se lisa, entre 

las partículas fágicas se tienen algunas que sólo llevan en su cabeza DNA 

bacteriano, las cuales pueden introducirse en una célula, y una vez dentro 

puede efectuarse una recombinación de este material genético y dar lugar a 
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células con diferentes características fono y genotípicas. 

El bacteriofago Mu-1 

Muchos de los rasgos o caracteres hereditarios de una bacteria están 

determinados por una clase especial de elementos genéticos llamados ep.iso 

más. Algunos elementos episómicos, por ejemplo: Lagos transductantes y: . 

el factor sexual de E. coli K-12, ayudan a la transferencia intercelular 

de los genes bacterianos. Se supone que los episomas pueden también regu-

lar las actividades biosintéticas de las bacterias, a nivel genético, 

estimulando, inhibiendo 6 modificando la expresión fenotipica de genes 

específicos. 

En 1963, A.L. Taylor (27) descubre accidentalmente al bacteriofago. 

temperado Mu-1, al efectuar pruebas de lisogenia en una cepa de E.Cóli 

que había sido expuesta al fago Pl. El caldo con cloroformo de un cultivo 

de esta- cepa, fue sembrado en placas indicadoras de Shigella dysenteriae 

para titular Lagos P1  libres. Al hacerlo, algunas de las placas que apare 

cieron después de. la incubación presentaban características morfológicas 

áiferentés a las del fago Pl . Los fagos tomados de una de las placas, 

infectaban con igual eficiencia cepas P1  lisogénicas y no lisogénicas,

más aun, el antisuero preparado contra P
1 

no inactivaba este fago, por lo • 

que se deduce que el fago Mu-1 no está_ relacionado con el fago P1. 

El bacteriofago Mu-1 provoca severas modificaciones genéticas en su 

huésped habitual E. coli K-12, Su profago suprime la expresión fenotipica 

.de muchos de los genes huéspedes localizados en 6 cerca del sitio donde 

se integra el fago en el cromosoma de E. coli. El efecto principal del 

fago Mu-1 no es seleccionar para mutantes espontáneas, sino inducir nuevas 

mutantes en bacterias Infectadas, es decir, el fago Mu-1 es 	mutágeno.  

activo y la mutación es una resultante de la asociación física entre los 



genes huéspedes y el profago de Mu-1 y la lisogenización es un requisito 

para la inducción de la mutación, por lo que ésta no sólo depende de la 

infección sino también de la lisogenización previa de las bacterias sen-

sitivas (27). 

La integración de Mu-1 en el cromosoma de E. culi ocurre inespecífi 

camente, a diferencia del fago 2 , el cual tiene un sólo sitio de inser. 

Hay evidencias de que la integración de Mu-1 es por inserción linear 

de sú génoma en el DNA de la bacteria lisogónica huésped (19) y se sabe 

que el profago no está permutado circularmente, ya que presenta la misma 

secuencia de nucleótidos en el mismo orden en que la tiene el DNA del 

bacteriofago maduro (20), suponiéndose que después de la infección, el 

DNA de Mu-1 forma una molécula circular, la cual se inserta dentro del 

cromosoma bacteriano de acuerdo al modelo de Campbell (10),pero el punto 

de inserción es en el empalme de los dos extremos de la molécula linear 

madura. 

El DNA de Mu-1 es similar al DNA. de E. coli en cuanto a su composi-

ción de bases, densidad de flotación y temperatura de fusión; en cuanto 

a su peso molecular, se estima que es de 25 X 106 daltones, con un largo 

aproximado de 12.9 - 0.007pm o de 14.5,U,m (19,27). Por lo que respec 

ta a sus dimensiones, se han obtenido mediante purificación del fago Mu-1 

por centrifugación diferencial y centrifugación en gradientes de CsC1 - 

(29) y examinándolo posteriormente al microscopio electrónico, a saber: 
o 

la cabaza tiene un diámetro de 540 A y forma octahédrica; la cola contra 
o o 

ida mide 1 000 X 180 A y extendida 556 X 225 A. la vaina interna de la - 
O 	 o 

cola mide 1 080 A y tiene un diámetro externo de 80 A y uno interno de 

27 A. La placa banal tiene un diámetro de 225 A y de éstt►  parten dos o - 

tres Libras con un largo de 315 A (12, Fig. 3). 

Como ya se ha mencionado, la inserciéSn del. profago Mu-1 es al azar; 
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610 A cabeza 
o 

.0 . 
cuello 	80 A 

o 
1 000 A 

, ganchos de la 
o 

cola 315 A 

cola 

o 
540 A 

"válvula" 

vaina de la 
o 

cola 80 A 

'placa basal con 

3-4 ganchos 

hay exclusión de la reccmbinación entre las mutaciones inducidad por Mu 

situadas muy cerca una de otra y hay ausencia de cleleciones muy grandes 

del DNA del huésped en el punto de inserción de Mu-1 (9). También se ob-

serva que una cepa lisogónica para Mu-1 es inmune a nuevas infecciones - 

por el fago y que, en experimentos de conjugación, existe el fenómeno de 

inducción cigótica. 
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Fig Núm. 3.- Dimensiones del bacteriofago Mu-1 



Carbamil fosfato sintetasa 

La carbamil fosfato sintetasa (CPS), es una enzima que, en E. coli, 

cataliza la síntesis de carbamil fosfato (CP) mediante la siguiente reac 

ojón (6): 

2 ATP + HCO3 ± L- glutamina + H2O s, w" + - m  q >2 ADP Lr-glutamato 

P.-hcarbamil fosfato 

El CP es un precursor de las dos vías metabólicas cuyos productos fi 

nales son arginina y nucleótidos de pirimidinas respectivamente (Fig. 2), 

a diferencia de otros microorganismos, como las levaduras y Neurospora --

crassa, en los cuales existen dos CPS, cada una especifica para cada vía 

metabólica y reprimidas independientemente por los productos finales de 

la vía correspondiente (23). 

En E coli el sustrato específico que utiliza la CPS para la biosinte 

sis de carbamil fosfato es la glutamina (23), aunque está reportado que 

también se puede utilizar N11 como donador de nitrógeno (16). 4 

T.9 síntesis de CPS está reprimida por los productos finales de ambas 

vías metabólicas, mientras que su actividad está parcialmente retroinhibi 

da por el nucleótido uridina-Y-monofosfato (UMP), siendo esta retroinhi-

bición antagonizada por la ornitina, que es producto intermediario de la 

vía metabólica de arginina (Fig. 4). Asimismo se ha reportado que la CPS 

es activada por IMP y otros productos finales de la biosíntesis de nucleó. 

tidos de purinas (7). 

Anderson y Marvin (4) encontraron que la ornitina no sólo antagoniza 

el efecto de UMP sino que por sí misma activa la enzima y que las propie-

dades de esta activación son similares a ¿Iquellas que se observan con IMP. 

Empleando filtración por geles en Sephadel G-200 y centrifugación en gra-

dientes de sacarosa, mostraron que el tanvi:-Io de la molécula de la enzima 



es aumentado cm prnrrncia (O nrn..;.1-jno 	 posí- 

t'.'r_vor:) y di r-..-rvit nudo 	 r'n ,7 	 (4) 

T-;das es:-as fli-nracci.nnnr prmnon un Tr!"canfsmo 	requancln 1-111VV - 

rf1injonte, ,ro quo un aument(., 	O cn7nn,-,'- mn=i15n intiamlular (7e los ne- 
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sino, poro uno alt.a mncrit:raci( in- trelu1 ar de 	produce uno retro 

inhihicirin de la 	ct7. 	 rinetarn., clie. es lo primera enzima de 

la  pecuonc¡a  cicircdnina 	 Tnr le tanto, ni -Hule de metobelitos 

en dirncoirIn (In la ernitim, ne dn4-jrne Y in ('T1 quede buje control diec. 

te do 3r1 nnzo r10nur1ot5¿1-,s ("n 	 tina 1-irdteri(,n. rn Janenoen.  
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produciendo una 2cumulaci6n ç1- n7-1 5-,g, 1-1 rual. nni:agenim la 

por n1P, aFnímra n1 	 ( 	Ln. -;.1'n (In argininn en tanto sca 

neneld .1-n (24) 

7ste mnnanisme co tan 	 come el. que re encuen:Ira en 

rrrycnr ccro-,77.as.71.nin, sor (1.n17 

ir; 
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JM 43 

JE 44  

GENOTIPO 

prototrofa 

leu thr lac B
1 

Sra 

leu-  thr-  lac-  ):1' Smr  

met F 	(ML1-1) 

pyr A - 

pyr A :: 

his 	acre-  arg E - pyr E 

Hfr 

thr pyr A leu+ Sm
s 

F 
	 - 	4. vi t-2. pyr A

13 	- 
::()11.) A'Sm-  

Hfr 	1e117 thr-  ilv-  rec A56  

yr B his leu-  ade4-p 

arg E
+ 
B
1
- 
Sm
r 

leu
+ 
thr - his - pyr 13 

Smr  P
1- 	 JM 400 X JM 450 

thr+  leu - 	+  his pyr arg 

pyr A13:: (Mu+)A-P1 
	 1 
 JM 405 inf. P89  

his - pyr A13:: (MUI") pyr E 

B1  Sm
r 

leu - / 1eu
+ 
thr / thr

+ 
MX 177 

thr
+ 

pyr A 	011.1h) leu 13.  

lac- Ali'11-  in 

pyr A13::(Mu ) leu - lac-

thY ))+1-111117  

JM 46 

JM 53 

3M 89 

JM 139 

JM 400 

JM 405 

3M 406 

JM 407 

(5M 409 

JM 431 

3M 412 

AB 359 

AT 2571 

AT 2473 NG 

AT 2571 Mu indo 

JC 5088 

JM 44 X JM 3 

O 

JM 406 inf. P
1
1  

F.Bastarrachei 

Este laboratoi 

41 

TI 

F.Bastarrachea 

F9te lahornto 
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CEPA SEXO GENOTIPO # DERIVACION FUENTE 

JM 413 42  pyr Ale:: (Mit) leu- lac

rec A56 IV Sin JM 412 X JM 139 Este laborat' 

3M 414 F pyr A.13::(Mu
+
) leu 	/ leu

+ 

`1 4-  lac rec A
56 il 	Sm

ru JM 413 X JM 409 ,, 

JM 450 

C 	600 

HfrH thr 	leu+ pyr A,-1- Sm
s 

_ 	- 	+ 

JM 53 inf. P 
1
1 r, 

pl
+ leu 	thr 	

P1 
1 C 600 inf. P1  A.Taylor 

ATCC 
Mu-1+ ATCC 

9637 

# Nomenclatura según Taylor, A. L. (28). 

= requiere para crecer y 	= no requiere para crecer 

leu = leucina 

thr = treonina 

lac = lactosa (utilización de Ir-lactosa) 

B1 = Vitamina B1 

met = metionina 

pyr = pirimidinas 

ilv = isoleucina-valina 

thy = timina 

his = histidina 

arg = arginina 

ade = adenina 

Sm
r 
= streptomicina resistente y sm

s = streptomicina sensible 

rec A= deficiente en recomblnación 

Hfr = Alta frecuencia de recombinación 

. La notación :: ( 11 ), -Indica que el falp está integrado en ese Jevals, 



B.- Cepas de bacteriofagos 

El fago Mu-1 se obtuvo a partir de una placa formada sobre la cepa - 

JM 1 después de poner en contacto medio donde se había crecido la cepa JM 

24. Por ciclos sucesivos de infección sobre la JM 1, se aumenta el título. 

El fago P1  se obtuvo por el mismo procedimiento, sólo que en su caso 

se partió de la cepa C 600 PI , aumentándose el título por infecciones su-

cesivas sobre la JM 1. 

C.- Medios de cultivo 

Medio completo 

Triptona (Bacto) 	  10 g. 

Extracto de levadura 	  5 g. 

Cloruro de sodio 	  10 g. 

Timina 	  30 mg. 

Agua desionizada 	  1 lt. 

Se ajusta el pH a 7 con NaOH 

Medio mínimo 

Na2HPO4  . 7 H20 	  6 g. 

EH2  PO4  	  3 g. 

(N/4)2
SO
4 	  2 g. 

Mg SO4  sol. 10 % 	  2 ml. 

Fe SO4 sol. 0.05 % 	  1 ml. 

Ca (NO3)2  sol. 1% 	  1 ml. 

Agua desionizada 	  1 lt. 

Se añade por separado glucosa. al  20% (10 ml), vitamina B
1 
 y 

demás requerimientos según la cepa. 
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MÉTODOS 

1.- Determinación de la actividad de ornitino transcarbamilasa (OTC).  

Se usaron las cepas JM 46 (prototrofa) y 3M 89 (mutante). 

Se crecieron ambas cepas durante la noche en 10 ml de medio mínimo 

con arginina. Al dla siguiente se inocularon con estos cultivos, 100 mi 

del mismo medio, creciendo las células hasta 40 Unidades Klett (U.K.). 

Se centrifugaron a 6 000 r.p.m. durante 15 minutos a 5°C, resuspen-

diendo las células en 5 ml de Buffer TRIS 0.01 M, pH 8.5 para lavarlas, 

resuspendiendo después en 5 71 del mismo Buffer. 

Se agregó tolueno para permeabilizar, a razón de 0.02 ml por milili 

tro de suspensión y se incubó a 37°C, con agitación, durante 30 minutos. 

La mezcla de reacción contiene, en un volumen final de 1 ml: 

0.3 ml de carbamil fosfato 6.6 X 10-2 M 

0.1 71 de buffer TRIS 10-1 M, pH 8,5 

0.1 ml de ornitina 2 X 10-1 14 

0.5 ml de bacterias toluenizadas a diferentes diluciones, se- 

gún la siguiente tabla: 

Enzima Buffer TRIS 10
-2 

pH 8.5 

0.05 ml 0.45 ml 

0.1 	ml 0.4 	ml 

0.2 	ml 0.3 	ml 

0.5 	ml 0.0 	ml 

Como control se tomó 1 ml de bacterias toluenizadas y se calentaron 

a 90 °C durante 20 minutos, porque 3e sabe que hay formación de carbamil 

fosfato sin enzima (8). Se utilizaim 0.05 y 0.5 ml de enzima calentada. 

Una vez agregada la enzima, so incubó la mezcla de reacción a 37 'C 
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en baño de agua durante 30 minutos. Al finalizar la incubación, se paró la 

reacción con 5 ml de Ac. tricloroacético al 50. 

Se centrifugó para bajar las células y se tomó 1 ml del sobrenadante, 

pasándolo a un tubo para medir la cantidad de citrulina formada, por un 

método-colorimétrico (13), el cual se describe a continuación 

A cada tubo se afiaden 0.5 ml de diacetil monoxima, 0.5 ml de H2SO4  c. 

y 0.5 ml de semidina, encse orden, mezclando perfectamente y a continua--

ción se calienta la mezcla a 90°C por 10 mino en baño de agua. Se enfrían 

las muestras a temperatura ambiente por 5-10 min. Se añade 1 ml de una maz 

cla H2SO4  - Fe C13  , cuidando de dirigir ésta hacia el centro del tubo, 

mezclando perfectamente y dejando enfriar a temperatura ambiente por lo -

menos 5 mino antes de leer. 

Se lee a 550 in 	en un espectrofott5metro contra un blanco de reacti- 

VOS. 

1.200 

1.000 

9 	.800 

.L1 1-1 	.600- o 
.400 

.200- 

	 a 
0.02 0,04 
	

0.10 	 0.20 

molas de citrulina 

Fig 5.- Curva standard de cítrulina obtenida bajo las condiciones des 

critas en el método. La absorbancia se lee a 550 rv4 
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II Purificación de OTC para medir actividad de carbamil fosfato 

sintetasa.  

Se creció la cepa 3M 46 en medio mínimo, con agitnción, a 37°C y se 

colectaron las células al llegar a 80 U.K., centrifugando a 3 000 r.p.m. 

durante 15 min, y resuspendiendo en 5 ml de buffer TRIS 0.01 M, pH 8.5. 

Se sonicaron a 5°C por 5 min, y se centrifugaron a 21 000 X g a 0°C 

por 10 min. y después a 30 000 X g a 10°C por 30 min. (26). 

El sobrenadante del sonicado se llevó a 100 ml con buffer. Estos' - 

100 ml se llevaron a 65°C en 4 min, con agitación en un baño de agua a - 

70°C. Se mantuvieron a 65°C por 5 min, y después se bajó la temperatura a 

10°C en 1.5 min. Se eliminó el precipitado por centrifugación a 6 000 X g 

durante 15 min. 

A esta porción de 100 ml de enzima, se agregó 31.28 g de sulfato de 

armenio lentamente y con agitación continua. Después de la adición de la - 

sal, se centrifugó y al sobrenadante se le agregó 23.8 gt de sulfato de a 

monio adicionales, colectándose el precipitado por centrifugación y se re 

suspendió en 5 ml de buffer TRIS 0.01 M, pH 8.5. 

Se pasó por una columna de Sephadex G=25 previamente equilibrada con 

buffer TRIS 0.01 M, pH 8.5, desechando los primeros 5.5 mi y colectando 

los siguientes 4 ml, donde se encuentra concentrada la enzima. En esta 

fracción se midió actividad de OTC por formación de citrulina, usando el 

método colorimétrico ya descrito (13). 

III.- Determinación de la actividad de carbanál fosfato sintetasa (CPS) 

Se crecieron las cepas JM 46 (prototrofa), JM 38 (pyr A clásica) y 

JM 89 (pyr A rara), durante la noche en 500 ml de medio minino con argíni 

na y uracilo. Se colectaron las células al llegar a 80 U.K.,centrifugando 

a 3 000 r.p.m. durante 15 min. Se resuspendieron en 5 ml de buffer 
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de fosfatos 	PO4  ) 
0005 M, pH 7,5. Se sonicaron por 5 min. a 5°C. Se 

-2 

centrifugaron a 10 000 X g durante 15 min, y el sobrenadante se pasó por 

una columna de Sephadex C-25. Se tomó una alícuota y se midió cantidad 

de proteínas por el mótodo de Lowry (17). 

-Ua actividad de CPS se midió acoplando la reacción con OTC purifica 

da (22). 

La mezcla de reacción contiene (en micro molas) en 2 ml de volumen 

final : KE2PO4, pH 7.5,C175; glutamína, 12; KHCO3, 60; 2112P, 24; MgC12, 

24; ornitina, 12; un exceso de OTC parcialmente purificada de E. coli 

(26) y el extracto de las diferentes cepas. 

La mezcla se incubó a 37°C por 30 min., parándose la reacción con 2 

ml de HC1 2N, seguido por 10 nán, de ebullición. Se centrifugó y se tomó 

1 ml, pasándolo a un tubo donde se mide la cantidad de citrulina formada, 

por la reacción colorimétrica ya descrita (13). 

Los extractos de las tres cepas contenían diferentes cantidades de - 

proteínas, pero se agregó la misma cantidad, ya que se diluyó en buffer. 

rv.- Determinación de la actividad de CPS, radioisotópicamente. 

Se crecieron las cepas 3M 46 y JM 89 en medio mínimo con arginina.Se 

colectaron al llegar a 80 U.K. centrifugándose a 3 000 r.p.m. durante 15 

min. a 5°C. Se resuspendieron en buffer de fosfatos (KH
2
PO) 0.05 M, pH 

7.5. Se sonicaron por 5 min. a 5°C, centrifugándose a 10 000 X g durante 

15 min. a 5°C y el sobrenadante se pasó por una columna de Sephadex G-25. 

Se tomó una alícuota y se determinó cantidad de proteínas por el método - 

de Lowry (17). 

La actividad de CPS se determinó por el método radioisotópico de An-

derson y Meister (6). La mezcla de reacción contiene, en un volumen final 

de 1 ml : buffer de KE2PO4, pH 7,6, 100/Lmolas; M9C12, 12/urnolas; AZP, 
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12,t molas; KC1, 80/Umolas; glutamina, 10,4z molas; 14C-NaHCO3, 15/l4 

molas, 500 000 c.p.m. y el extracto de las cepas. 

La mezcla se incubó a 37°C por 10 min, en baño de agua y se paró la 

reacción añadiendo 0,1 ml de una solución que contenía NH4OH 0.7 N y KOH 

2.7 N (preparada inmediatamente antes de usarse). Bajo estas condiciones 

el 
14

C-carbamil fosfato se convierte a 14C-cianato. Después de dejar 

14

re- 

posar por 10 min. adicionales a 37°C, se convierte el C-cianato en 4
C-

r) 
urea añadiendo 0.4 ml de NB4C1 4 M, pH 8.5, seguido por 10 min, de calen 

tamiento a 100°C. Se centrifugó a 2 500 r.p.m. durante 10 mina y el sobre 

nadarte se pasó por una columna de Dowex 1-X8 (014-), eluyéndose la 14C- 

urea con 10 ml de agua. Se tomó una muestra de 1 ml y se colocó en un 

vial que contenía 10 ml de solución Bray, y la radiactividad se determinó 

en un espectómetro de centelleo líquido (1) Nuclem-  Chicago con una efi-

ciencia de 69 %. 

V.- Determinación de proteínas por el método de Lowry.  

Reactivos: 

Sol, A.- Sulfato de cobre 1 % (en agua). 

Sol, B.- Tartrato doble de sodio y Potasio 2 % (en agua). 

Sol. C.- Carbonato de Sodio 2 % (en NaOH 0.1 N). 

Sol. D.- 1 vol. de sol. A + 1 vol. de sol, B. 

Sol. E.- 50 vol. de sol. C + 1 vol. de sol. D. 

Sol. standard de albúmina ( 400 br/ m1). 

Reactivo de Folin-Ciccalteu (Fenol) diluido 1:1 (en agua). 

Técnica 

1.- Llevar la proteína a un volumen final de 1 ml con agua. 

2.- Añadir 5 ml de sol. E y agitar. 

3.- Dejar reposar durante 10 min. 
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4.- Añadir 0,5 ml de reactivo de Folin 1:1, agitar inmediatamente. 

5.- Dejar reposar por 30 min. 

6.- Leer a 730 milimicras con filtro rojo ó a 625 milimicras sin 

filtro 

El standard Se trata en las mismas condiciones que la muestra (17), 

VI.- Técnica de propagación de PI  

1.- Se crece la cepa donadora a una concentración de 5 X 109 cél/M1. 

2.- Se diluye el "stock' de fago a 7 X 106 fagosAll en medio completo. 

3.- Se funden 4-5 tubos de medio completo- agar 0.5 % y a cada tubo se 

agrega 0,04 ml de Ca C12  0.25 M. 

4.- Trabajando con un tubo cada vez, se agrega 0.1 ml del cultivo de 

la cepa donadora y 0.1 ml de la dilución del fago. 

5,- Se platea sobre 4-5 cajas de medio completo-agar 1 % (Clan. 

6,- Se incuban las cajas durante 5-6 horas a 37°C, 

44- 
7.- Se agrega a cada caja 2,5 ml de medio completo (Ca ), y se incu— 

ban 2 horas mIs. 

8.- Se toma el liquido que aparece en la superficie de las cajas y se 

centrífuga en tubos que contienen 0,5 mi de cloroformo. 

9.- Se recoge el sobrenadante, se agrega 1 mi de cloroformo y se guar-

da en frío, previa titulación del fago, usando lOcepa JM 1 como cepa indi-

cadora. (debe dar un titulo de 109-1010 fagos/na). 

VII.- Técnica para experimentos de transducción. 

, 1.- Se crecen 5 ml de las células receptoras hasta 3-5 X 109  col/M1. 

2.- Se centrifuga el cultivo a 2 500 r.p.m. durante 10 mino y se re-

suspenden las células en 1 mi de sol. salina 0,85 %. Se añade 0.1 ml de 



CaC12  0.25 M. 

3.- Se diluye el lisado de Pi  1:5 en medio completo (Ca-IL) y se aerea 

suavemente en un baño maría a 37°C con agitación leve, (El lisado de P1, - 

previamente crecido en la cepa donadora, es el donador en la transducción. 

(Ver propagación de Pi). 

4.- Se mezclan 0.5 ml de la suspensión de células y 4.5 ml del lisado 

de 1')1 aereado y se deja la mezcla en reposo a temperatura ambiente durante 

30 min. 

5.- Se centrífuga la mezcla a 2 500 r.p.m. durante 10 min. y se resus 

pende en 1 ml de sol, salina 0.85 51. 

6.- Se diluye 10-1  y 10-2 en sol. salina y se platea sobre medio se-

lectivo. El control se hace plateando 0.1 ml de la célula receptora en me 

dio selectivo. 

VIII.- Técnica para experimentos de conjugación. 

1.- Se crece la célula donadora (macho) a una concentración de 3-5 X 

109  cél/ml. 

2.- Se crece la célula receptora (hembra) a una concentración de 3-6 

X 109 cél/ml. 

.- Se colocan 0.5 ml de la célula donadora en un matraz con 10 ml de 

medio completo y se colocan 1 ml de la célula rectora en 10 ml de medio 

completo. 

4.- Se crece la donadora a 35 U.K. y la receptora a 45 U.K. 

5.- Se mezclan 0.5 ml de la donadora con 4.5 ml de la receptora. 

6.- Se incuba la mezcla sin agitación, durante el tiempo designado. 

7.- Se centrifuga a 2 500 r.p.m. durante 10 min. y se resuspende en 1 

ml de sol. salina 0.85 %. 

8.- Se platea 100  , 10-1 y 10
-2 

en medio selectivo. El control se hace 
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plateando 0.1 ml de la donadora y 0.1 ml de la receptora en medio selec-

tivo. 

IX.- Selección de mutantes espontáneas de Timina por tratamiento con 

aminopterina. 

1. Se esterilizan 5 mg de aminopterina en 1 mi de agua. 

2,- La aminopterina estéril se añade a 10 ml de medio mínimo con 50 

mg/ml de timina, glucosa y otros requerimientos. 

3.- A 5 ml de este medio, se añade 0.1 ml del cultivo de células - 

, previamente crecido a una concentración de 3 X 109  cel/M1. 

4.- Se agita a 37°C hasta que se alcance una concentración de 3 X 

10
9 
cél/m1 (cerca de 20 horas). 

5.- Se pasa 0,1 ml de este cultivo a un segundo tubo con 5 ml del 

medio con aminopterina y se agita a 37°C hasta alcanzar la concentración 

anterior. 

6.- Se platea sobre medio completo-agar 2 % y se buscan las colonias 

auxotrofas de timina (thy ). 
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RESULTADOS 

En las figuras 6 y 7 se muestran las curvas de crecimiento de la cepa 

JM 89 pyr A13  y de la cepa de la cual se originó la misma, la cepa JM 46 

pyr Aáilvestre° 

2.- Mapeo del alelo pyr Al, presente en la cepa 3M 89. 

Se siguió el procedimiento de cotransducción usando el fago P1  corre 

fago transductante. Se propagó el P1  en la cepa 3M 89 pyr A13  y posterior 

mente se infectó con este P89 una cepa leu - thr ,- seleccionando para leu 

y thr-1-  independientemente, buscando arg-  y comprobando que todas las arg-

son lisogénicas para MU-1. Se usaron los marcadores leucina y treonina - 

porque se localizan muy cerca de pyr A en el cromosoma de E. coli (Fig.1). 

9 P
1 	

18 thr leu- 

Selec Leu y buscar arg (11111) 

\/ 
JM 18 thr leu 

+ 
Selec. Thr y buscar arg (M111) 

Las frecuencias de cotransducción se muestran. en la siguiente tabla: 

ALELO AGENTE MUTAGENICO % COTRANSD. CON 
--- 	- .__ ____ 

thr 	0.4 % 

m menos leu 0.4 % de 

pyr An  

A13  

Genoma de Mu-1 

Genuina de Mu-1 pyr 

Con este procedimiento se comprobó que el fago Mu-1 está integrado en 

gene pyr A de la cepa JM 89. Se obtuvo de esta manera la cepa 3M 411 con 



genotipo thr len pyr A13 :: (Muy) . 

3.- Construcción de una cepa con una doble mutación: 

PYr A-13 
	(vlu+) pyr. B-  

El motivo de la construcción de esta cepa, es que si la mutante pyr 

Al3 es capaz de producir CP para pirimidinas, pero no para arginina, el 

hecho de no tener actividad en la siguiente enzima de la vía de biosínte 

sis de pirimidinas, específicamente la MC (Fig. 2), pudiera favorecer - 

una acumulación de CP que, en estas circunstancias, pudiera ser asequible 

para OTC y, como consecuencia, la célula pudiera sintetizar arginina. 

Para la construcción de esta doble mutante se pensó primeramente in 

troclucir el gene pyr A13 en una cepa pyr B , por medio de una serie de - 

pasos que se describen a continuación. 

a).- Obtención de la cepa 311 400. 

Partiendo de la cepa JM 44, se decidió construir una cepa arg E. 

Esta cepa debe ser arg
+ 

genotípicamente, ya que de no ser así, no se po 

dría saber si el efecto de requerir arginina para crecer, se debe al - 

alelo pyr A13  ó al genotipo arg-. 

Se utilizó una conjugación entre las cepas JM 3 X JM 44, obtenión- 

dose lo siguiente: 

JM 3 HFr 	thr 	leu arg E
-n 
 Sij 

X 

JM 44 11. pyr 	B 	thr his- 	ade+  arg E Smr 

Selec. 
Tbr+ 

Arg  E
+ 

\,/ 
jM 400 F pyr B bis leu 

b).- Comprobación de que la JM 400 es arg+  genotípicamente. 

Se creció el fago P1  en la cepa JM 400 y se infectó con él una cepa 
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met F 	seleccionando para met y buscando arg : todas deben ser arq 

400 
P
1  

 

>iM 24 met F 

 

Selec. Met y buscar arg 

De las 50 colonias probadas todas fueron arg
+ 

c).- Obtención de la cepa JM 405. 

El objeto es tener un marcador cotransdncible con pyr A, corro es - - 

thr, para transducir pyr Ala ; por lo tanto, la cepa JM 400, que es thr+, 

se volverá thr, por medio de la siguiente conjugación: 

JM 400 F 	thr
+ 

pyr B his leu Smr 

X 

JM 450 HfrH thr leu
+ 

pyr A
+ 

Sm 

Selec. Leu
+ 

y buscar thr 

JM 405 11. leu
+ 

thr his pyr B 

d).- Comprobación de que la 3M 405 es no-lisogénica para Pl, 	y Mu-l. 

Esta comprobación se hizo por medio de réplica sobre cepas lisog1ni-

cas para los fagos requeridos y se vió que no se presentaba lisis. 

Por este 'Tedio se comprobó que la cepa JM 405 es no-lisogénica para 

los tres fagos mencionados. 

e).- Obtención de la doble mutante (JM 406). 

Esto se logró mediante una transducción con el fago P1  creciendo pre 

viamente en la cepa JM 89 pyr Ale  :: (Mu+), sobre la JM 405, seleccionando 

para Thr+  y buscando nrg ura (Mu+). 

89  P 	>314  405 	thr-  his pyr B ) Mu P 11 
_ 

Soleo. Thr-1-  y buscar arg-  ura Mu
+ 
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De este nodo se obtuvo la cepa JM 406 que tiene el siguiente genoti 

po: 

JM 406 	thr leu+  his-  pyr B-  pyr + )& 
	+ 

)P Mu 

En la Fig. 8 se vé el patrón de crecimiento de la cepa JM 406 en di 

ferentes metabolitos. Como puede verse, esta cepa no requiere ya arginina 

para crecer. Para demostrar que el alelo pyr A13  estaba en la célula, se 

decidió sustituir el alelo pyr B por el silvestre y ver si la cepa reque 

ría de nuevo arginina para crecer (JM 407), lo que demostrarla la presen-

cia de pyr A13. 

f).- Obtención de la cepa JM 407. 

Se utilizó el fago P1  crecido en la cepa 3M 1 prototrofa e infectando 

la cepa JM 406, seleccionando para ura
+ 

y buscando arg 

1 
	 Jm 406 5?- thr+  leu+  his pyr B-  pyr A13 	

(Mu'
e  
) 

Selec, Ura
+ 

y buscar arg 
	

(11u). 

4- 
De 50 colonias probadas, todas fueron Ura arg 	). 

Enfla Fig. 9 se muestra la curva de crecimiento de la cepa JM 407. 

4.- Construcción de una cepa merodiploide para el gene pyr A.  

El objeto de construir esta cepa es averiguar si, cuando hay una do-

ble dOsis de gene pyr A, uno silvestre y el pyr el3, el silvestre es do-

minante sobre el pyr A13  o viceversa. 

Para esto se pensó en introducir en una cepa pyr A13  :: (MI1 , un 

episoma que tenga el primer minuto del cromosoma de E. coli, y observar 

cuales son los requerimientos de esta cepa merodiploide. 

a).- Obtención de la cepa JM 412 thy. 

Se utilizó la técnica de selección por aminopterina para mutante thy 

partiendo de la cepa JM 411 que es pyr Al3 
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JM 411 ? leu pyr 
  
A13 	I  (Dru-1) thr 

Selección con aminopterina 

para mutantes thy 

JM 
V 
 412 pyr 	(M11-1-) leu thy 

b).- Obtención de la cepa JM 413 thy', 

Se usó la técnica de conjugación con la cepa JM 139 rec A56, seleccio 

nando para Thy+. La idea es introducir el alelo reo A56  para impedir Que 

el episoma recomhine con el cromosoma. 

JM 412 -,-- pyr A13 	(Mu 
+
) leu thy- 

X 

3M 139 Hfr reo A 56 

Seleccionar Thy 

6  3M 413 	pyr A13 	(2) leu rec A5 

c).- Obtención de la cepa 3M 414 merodiploide para pyr A. 

Se usó una conjugación con la cepa JM 409 que tiene el episoma con 

el primer minuto del cromosoma de E. coli, seleccionando para Thr 

JM 413 -9 pyr A13 :: (Mut) leu rec A56 

O 

3M 409 F leu / leu
+ 

thr / thr
+ 

Seleccionar para Thr
+ 

JM 414 F-  pyr A13  ae (Mu) leu-  / leu+  lac-  rec A56 

TA cepa JM 414 presenta un patrón de crecimiento que se muestra en 

la Fig. Num. 10. 
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Como se vá la presencia de ambos alelos pyr A en un mismo genoma, 

tiene un fenotipo normal, lo cual habla de una dominancia del silvestre 

sobre el pyr Ala  . 

Sin embargo, corno se verá más adelante, se midió la actividad de la 

CPS en la merodiploide para descartar cualquier otro efecto. 

5.- Determinación de la actividad de la OTC en las cepas  3M 46  y JM 89, 

De acuerdo con la idea de que la mutante careciera de actividad 

enzimática de ornitino transcarbamilasa, se procedió a medir la activi—

dad específica de esta enzima comparativamente con la de la célula de la 

cual provenía, utilizando el método colorimétrico de Hunninghake y Griso 

tia (13). 

El resultado so puede ver en la siguiente tabla (qa. 1) 

..___ 

CEPA .. 	ALELO ACTIVIDAD 

/4 molas citrulina / mg peso seco / min. 

JM 46 silvestre 0.0048 

3M 09 
L L 

pyr A13  0.0046 

De acuerdo con estas datos, las actividades de aMbas enzimas son 

semejantes, de lo que se deduce que la mutante tiene la OTC normal. 
6) 

C.- Determinación de la actividad de la CPS en las cepas 3M 46 y JM 89.  

Sabiendo que la mutante tiene actividad de OTC normal y de acuerdo - 

con la vía metabólica-.  (Fig. 2) y las características fenotípicas de la mis 

ma, se procedió a medir actividad enzimática de carbamil fosfato sintetasa 

usando el método colorimétrico de Hunninghake y Grisolia (13), acoplando - 

la reacción con OTC parcialmente purificada (26) segÚn Piérard y U7iame(22). 
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_______ 

CEPA r.  ALELO 	 ACTIVIDAD 

vp,molas citrulina / mg prot. / min. 

JM 46 silvestre 0.0022 

no detectable 

no detectable 

JM 89 pyr 

JM 38 pyr A 

La tabla NO. 2 ilustra los resultados obtenidos: 

Corno puede verse en la tabla, la actividad de la CPS de la mutante no 

es detectable por este método.. 

7.- Determinación de la actividad  de la CPS utilizando un método radioiso-

tópico. 

Ya que no se detectó actividad de CPS por el método colorimátrico, se 

pensó en utilizar un método más sensible, como es el radioisotópico según 

Anderson y Meister (6) y Abel-El--A1 e Ingraham (1) 

Los resultados se ilustran en la tabla No. 3 : 

CEPA ALELO i 	 ACTIVIDAD 

r 	,/21,molas CP / mg prot. / hr. 

JM 46 silvestre 1.57 

JM 89 0.080 

Por este método sí se detecta actividad de CPS en la mutante, aunque 

se ve que esta actividad corresponde a un 6 % de la actividad original de 

la cepa silvestre. 

8.- Propiedades de la CPS de la cepa JM 89 comparada con la CPS de la cepa 

JM 46. 

Al saber que la mutante tenia actividad de la CPS, aunque disminuida 
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hasta un 6 %, se procedió a determinar algunas de sus propiedades compa-

rándola con la cepa de la cual proviene. 

A.- Presencia o ausencia de inhibidores de la CPS determinando acti- 

vidad de la enzima en mezclas de las CPS de ambas cepas. 

Los resultados se ilustran en la tabla Num. 4 a continuación 

ALELO ACTIVIDAD 

ALmolas CP / mg prot. / hr. 

CEPA 

3M 46 silvestre 1.59 

.71 89 pyr A13 I 	
0.084 

...._ 
mezcla 1 

Ji 	46 silvestre 
+ y 0.815 

3M 89 
__A 

pyr A13  

Nota: la actividad de la mezcla se mide en la misma cantidad 

de proteina, lo que implica la mitad de la enzima silvestre. 

Estos datos nos demuestran que cuando se mezclan ambas enzimas hay una suma 

de sus actividades, lo cual se traduce en una ausencia de inhibidores de la 

CPS en la cepa 3P1 89. 

cl 
B.- Actividad de la CPS de la cepa merodiplóide (3M 414) en comparación 

con la 3M 46 y ODI 89, 

Se midió la actividad de la enzima de esta cepa, porque lleva doble - 

dosis de gene, es decir, el gene silvestre y el gene pyr A13. 

Los resultados se pueden ver en la tabla No. 5  
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PYr 

CEPA 

JM 46 

JM 89 

JM 414 

ALELO 

silvestre 

pyr Ar3  
	U_ 	 

ACTIVIDAD 

;lucias CP / mg prot. / hr. 

1.59 

0.083 

1.65 
silvestre/ • 

ACTIVIDAD 

CEPA 	ALELO 	Al molas CP / mg prot. / hr. 

JM 	46 

1 	
 JM 89 

silvestre 

p7 Al3  

usando 	 usando 

100/4 M NH4C1 

C.) 1.49 

0,081 	 0.080 

Como puede observarse, la actividad de la CPS de la JM 414 es la suma 

de las actividades de las CPS de la JM 46 y la. JM 89. 

C.-ActividaddelaCPSusandoglutaminaóNH.C1 como fuente de nitró - 

geno. 

Kalman (16) demuestra que el NH4C1 puede ser usado en vez de glutamina 

como fuente de nitrógeno, aunque la Km es 200 veces mayor. Es por esta ra-

zón que se usaron 1091,M totales por ml de reacción, de NH4  Cl en lugar de 

10" M que son las que se utilizan para glutamina. 

Los resultados se anotaron en la tabla NO. 6 

Se concluye que la CPS de la mutante utiliza con igual eficiencia el. 

NH4C1 en lugar de la glutamina como fuente de nitrógeno. 

D,- Efecto de los moduladores alostóricos UMP y Ornitina sobre la ac 

tividad de la CPS en las cepas JM 46 y JM 89. 



Ninguno UMP 

-4 
109 

% 

act. 

hUMP 10-% 
-1-- 	-9 
OPIT 5X10M 

% 

act. 

 ORN 

10/4 M 

% 

act. 

silvestre 1.56 0,338 21 1.236 78 .2.832 

10.135 
,, 

175 

i 
pyr A13  ' 	0.079 

1 
0.014 f  17.8[ 0,054 76 169 

CKPA 	?LELO ACTIVIDAD !1,„molas CP / mg prot / hr.) 
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Se sabe que el UMP inhibe la actividad de la CPS (4, 7, 23) y que la 

ornitina antagoniza esta acción aumentando la actividad de la enzima(24). 

La tabla No. 7 ilustra estos datos: 

Como se observa en la tabla No. 7, el UMP inhibe a ambas enzimas, mien 

tras que al agregar ornitina a la mezcla, la actividad aumenta considerable 

mente, y cuando se usa ornitina sola, ésta es capaz de aumentar la actividad 

a más del 100 %, en ambas cepas. 

E,- Estabilidad de la CPS de la cepa JM 89 con respecto de la CPS de la 

cepa JM 46. 

Ambas enzimas se guardaron a -15°C en 20 % de glicerol a pH 5, para 

determinar la estabilidad de la actividad en relación al tiempo. 

Los resultados se muestran en la tabla No. 8r  

ALELO ALIIVIDAD ("molas CP / mg prot. / hr.) CEPA 

JM 46 silvestre 

O días ! 5 días  9 días 

1.578 

0.083 

1.524 

0.002 

i 	1.534 

3M 89 pyr Ala  no detectable 

Como puede verse en la tabla No. 8, la enzima de la JM 89 no es estable, 

a diferencia de la enzima de la JM 46 que sí lo es. 
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F.- Intentos de purificPción de la CPS de la cepa JM 89. 

Se intentó purificar la enzima de la mutante siguiendo el procedimien 

to de Anderson y Meister ( 6), que consistió en los siguientes pasos: ex--

tracto crudo sin tratar; extracto crudo calentado a 56°C; extracto crudo - 

tratado con sulfato de protamina y extracto crudo tratado con sulfato de 

arronio. 

Los resultados se ilustran en la tabla NO. 9 

r---
1 PASO DE PURIFICACION 1  ALELO ACTIVIDAD 

Aurolas CP/ mg prot. / hr. 

1.56 

CEPA 

Extracto crudo 

JM 46 silvestre 

3M 89 
J1 

pyr A..
i3  

0.081 

Calentamiento a 

56°C por 4 min. 

JM 46 silvestre 2.714 

iJM 89 pyr A13  0.022 

Sulfato de 

protamina 

JM 46 [silvestre 2,392 

JM 89 	pyr A13  0.0174 

Sulfato de 

aromo 

JM 46 silvestre 2.191 

314 89 pyr A13  No detectable 

Como puede verse en la tabla, la actividad de la CPS de la JM 89 de-

crece en cada paso de purificación, por lo que no se logró purificarla, al 

menos por este procedimiento. 

G,- Determinación de las Km aparentes de los tres sustratos de la CPS: 

ATP, glutamina y HCO3 . 

Según Anderson y Meister (6) la Km para ATP es de 8 X 10
-4 

M, mientras 

que para bierbonato es de 12 X 10
-4 

M y para glutamina es de 3,8 x 10
-4 

M. 



Al graficar velocidad en función de la concentración de sustrato, la curva 

mra ATP es de tipo sigmoide, a diferencia de los otros dos sustratos, los 

cuales no forman curvas sigmoides sino hiperbólicas (6), 

Se determinaron las constantes de Michaelis para los sustratos ATP, 

glutamina y FIC09-  de la CPS de la cepa silvestre y de la codificada por 
j 

el alelo pyr A13. 

Las curvas contra sustrato, tanto de la cepa JM 46 como de la JM 89, 

se muestran en. las Figs. No. 11, 12, 13, 14, 15 y 16, 
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Fig, Mum. 6.- Curva de crecimiento de la cepa JM 89 pyr A
13 	(111_1)+ 

en medio mínimo suplementado con diferentes metaholitos. 
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Fig. Num. 	Curva de crecimiento de la cepa JM 46 en medio mínimo 

suplementado con diferentes metabolitos,. 
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Fig. Num. 13.- Curva contra sustrato (kl) de CPS extraída de la cepa JM 46 
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Fig. Num. 16, Curva contra sustrato (A) de CPS extraída de la cepa 314 89. 



DISCUSION Y CONCLUSIONES 

A.- Caracterización del alelo pyr An. 

a).- Mapeo del alelo pyr A13.- Según Taylor y Trotter (28), el gene 

pyr A mapea al minuto 0.6 del cromosoma de E. coli y presenta frecuencias 

de cotransducción de 25-40 % con el gene thr C, que mapea al minuto O, y 

de 10% con el gene leu B, que mapea al minuto 1.25. Sin embargo, estas - 

frecuencias disminuyen cuando el genoma de Mu-1 está insertado en el gene 

pyr A, siendo, en este caso, la frecuencia de cotransducción con el gene 

thr C de 0.5 % y con leu B no se detectan cotransductantes. 

Usando el bacteriofago P1  como fago transductante, crecido sobre la 

31/1  89 pyr A13, e infectando con óste a la cepa JM 18 thr-  leu-, se obtuvo 

una frecuencia de cotransducción de 0.4 % con thr y no detectándose co--

transductantes con leu. 

Por otro lado,se comprobó que las recombinantes de la cepa JM 18 que 

heredaban el marcador de auxotrofía para arginina (el alelo pyr A13), en 

todos los casos presentaban lisogenia para el fago Mu-1. 

De estos datos se deduce que la mutación se localiza en el gene PYr 

A y que está producida por el fago 

b).- Se han reportado con anterioridad diferentes fenotipos resultan 

tes de mutaciones en el gene pyr A, como los reportados por Abd-El-Al e - 

O 
Ingraham (2) y Abd-El-A1 et al. (3), en S. typhimurium y E. coli B, como 

se muestra en la tabla No. 10; y Piérard et al. (23) que describen mutan-

tes hipersensibles a UMP. 

B.- Posible canalización del carbamil fosfato hacia la vía de pirimidinas 

a).- De acuerdo con el hecho de que los niveles de OTC sean análogos 

tanto en la cepa silvestre (JM 46) como en la cepa mutante un 89), como 

se muestra en la tabla No. 1, aunado al hecho de que la actividad de la 



, 

CRECIIMIEN70 EN 
__ GENOTIPO PrNOTIPO ORGANISMO 

X m- mm + ARG 	11'1 + URA MM + ARG + URA 
-__ 

Doble 

auxótrofo 

S. typhimurium 

E. culi 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

pyr A 

pyr A 

Sensible a 

arginína S. typhimurium + - + +
0 

 erg 

Sensible a 

uracilo 

S. typhimarium 

E. cali 

+ 

+ 

+ 

+ 

_ 

- 

+ 

+ 

urs 

Arixotrofo de 

arginina 
E. culi - + - + 

Sensible a 37° 

Sensible a 20° 

S. typhimuriun 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

Tabla Num. 10.- Fenotipos resultantes de mutaciones <en el gene pyr A (2,3  



CPS, aunque presente en la mutante, está sensiblemente disminuída (tabla 

Num. 3), y de acuerdo con el patrón de crecimiento de ambas cepas (Figs. 

6 y 7), se ha pensado en una canalización del CP sintetizado hacía la --

vía de pirimidinas. 

Ong y Jackson (21), han reportado que en la planta Phaseolus aureus, 

la cual sintetiza carbamil fosfato por una sola enzima, utiliza preferen 

temente el CP para la vía de pirimidinas, cuando este CP se encuentra 

presente en bajas concentraciones intracelulares, dependiendo de la con-

centración de efectores alostlricos. Cuando la concentración de CP au-

menta, debido tal vez a una estimulación de la actividad de la CPS por la 

ornitina, este CP puede ser utilizado para la biosíntesis de arginina. 

A la fecha sólo se ha reportado un caso de canalización de carbamil 

.fosfato, bajo ciertas condiciones metabólicas, por R.H. Davis (11) en - 

Neurospora crassa. En este organismo existen dos CPS,una cuyo producto es 

usado preferentemente para la biosíntesis de arginina (CPS arg) y la otra 

cuyo producto es usado para la síntesis de pirimidinas (CPS pyr). Como - 

puede verse en la Fig. No. 17, el bloqueo de ciertas enzimas produce una 

canalización del carbamil fosfato de una vía metabólica hacia la otra. 

b).- Para corroborar la idea de canalización, se pensó en construir 

una cepa que tuviera, además de la mutación en el gene pyr A (que codifi-

ca para la CPS), una mutación en el gene pyr r3 (que codifica para la ATC), 

mutación que bloquearía el camino de pirimidinas y
O 
 permitirla que el CP 

sintetizado se canalizara para la vía de arginina. 

Como puede verse en resultados, se logró la construcción de esta cepa 

(la jP/1 406), y al observar el patrón de crecimiento de la misma (Fig.NO.8) 

se ve que ya no necesita arginina para crecer y sí uracilo. 

Esto nos habla de una canalización del carbamil fosfato hacia la vía 

de arginina. 
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Fig. No. 17.- Diagrama superior: ruta del metabolismo de CP en dobles mutan-

tes arg-2, pyr 3d y arg-3, pyr 3d. 

Diagrama inferior: ruta del metabolismo de CP en la doble mu—

tante pyr 3a, arg-12s. 

Notaciones: // = bloqueo completo. //= bloqueo incompleto. 

) = compuestos no sintetizados. 
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C.- Dominancia o recesividad del alelo pyr  A13. 

a).- Con el propósito de determinar si el alelo pyr A13  es dominante 

recesivo con respecto del alelo pyr A silvestre, se pensó, en construir una 

cepa en la cual estuvieran presentes tanto el alelo silvestre como el pyr - 

A13, ya que éste codifica para una proteína que es responsable de un 6% de 

la actividad de la CPS de una cepa prototrofa. 

b).- Ceno puede verse en resultados, se logró la construcción de esta 

cepa merodiploide (JM 414) mediante una serie de experimentos. 

En la Fig. No. 10 se muestra el patrón de crecimiento de esta cepa GP4 

414), siendo semejante al de la cepa normal, lo que indica una dominancia 

del alelo silvestre sobre el alelo pyr A13. 

En la tabla Num. 5 se ilustran los niveles de actividad de la CPS de la 

cepa merodiploide en comparación con la cepa silvestre y la mutante pyr Ar. 

Como se observa en la tabla, la actividad de la CPS de la merodiploide es - 

la suma de las actividades de las CPS de las otras dos células, lo cual nos 

habla de un efecto aditivo y por lo tanto, no hay dominancia de ninguno de 

los dos alelos. 

D.- Propiedades  de la CPS codificada por el alelo pyr A13. 

En vista de las características especiales de la CPS codificada por el 

alelo pyr A13, se decidió estudiar algunas de su& propiedades comparativamen 

te con la CPS silvestre. 

a).- Ausencia de inhihidores para la CPS en la cepa 3M 89.- Se midió 

la actividad de CPS de una mezcla a iguales concentraciones de proteínas de 

las cepas JM 46 y JM 89. En la tabla No. 4 puede verse que la actividad re-

sultante es la suma de ambas actividades. Con este dato y con el de activi-

dad de CPS en la merodiploide (tabla No. 5), podemos concluir que la activi 

dad residual en la cepa JM 89 no se debe a la presencia de un inhibidor de 
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la actividad de la CPS. 

b).- Utilización de NH4 Cl como fuente de nitrógeno,- Como se ha men-

cionado antes, Kalman et al. (16) y posteriormente Anderson y Marvin (6), 

demostraron que el NH4C1 puede ser usado por la CPS como fuente de nitrógeno 

en vez de glutamina, aunque la Km es 200 veces mayor para el NH4C1. Es por 

esto que se usaron 100 molas totales de NH4Cl por mililitro de reacción y 

10 molas de glutamina. 

Como se muestra en la tabla No, 6, tanto la CPS silvestre como la codi 

ficada por el alelo pyr An  pueden usar NH4C1 como fuente de nitrógeno, apa 

rentemente con igual eficiencia. 

c).- Efecto de los moduladores alostéricos UMP y Ornitina sobre la ac-

tividad de la CPS,- Se ha reportado que la actividad de la CPS está parcial 

mente retroinhibida por UMP, siendo esta retroinhibición antagonizada por 

la ornitina (4, 7, 23, 24), y que ésta última por sí sóla, activa la enzima, 

siendo la ornitina un efector alostárico positivo, mientras que el UMP es un 

efector alostérico negativo (4). 

Con objeto de conocer el efecto que estos ILU duladores ejercían sobre 

la CPS codificada por el alelo pyr A13  en comparación con la CPS silvestre, 

se procedió a medir sus actividades en presencia de UMP, UMP 	Ornitina y 

Ornitina, siguiendo los mótodos de Piórard (24) y Anderson y Meister( 6 ) 

Los resultados se muestran en la tabla No. 7. Corno puede observarse el UMP 

y la Ornitina ejercen acción similar en ambas enzimas y estos resultados: 

inhibición por UMP (7), efecto de ornitina sobre inhibición por UMP (24) y 

activación por ornitina (21,24) están de acuerdo con lo reportado. 

d).- Estabilidad de la CPS codificada por pyr A13.- Se ha reportado 

que la CPS de E. coli es estable a pH 5, en glicerol al 20 % y a -15°C 

(16), De acuerdo con esto, se trataron ambas enzimas, la silvestre y la 

codificada por pyr A13  en las condiciones anteriores y se midió su activi 
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dad a los 0, 5 y 9 días, anotándose los resultados en la tabla No, 8. Como 

puede verse, la estabilidad de la CPS de la cepa silvestre está de acuerdo 

con lo reportado, mientras que la actividad de la CPS de la 3M 89 desaparece 

en función del tiempo. 

e).- Determinación de las Km aparentes de los tres sustratos de la CPS: 

glutarnina, ATP y HCO3 	Se determinaron las constantes de Michaelis para - 

los tres sustratos, en ambas cepas. Como puede verse en las Figs. No, 11,-

12, 13, 14, 15 y 16, los valores obtenidos para los sustratos de la CPS co-

dificada por pyr A13  son análogos a los obtenidos para  la CPS silvestre, lo 

cual nos habla de que el sitio activo no está modificado en la CPS codifica 

da por pyr A13. 

f).- Intentos dé purificación de la CPS de la cepa JM 89.- Segan el 

mátodo de Anderson y Meister (6), se intentó purificar la CPS codificada - 

por pyr A13  y la CPS silvestre, consistiendo este método en los siguientes 

pasos: desnaturalización por calor, sulfato de protamina, precipitación con 

sulfato de amonio, gel de fosfato de calcio, DFPE celulosa y Sephadex G 

200. 

Sólo se siguieron los primeros tres pasos, partiendo en cada uno del - 

extracto crudo de ambas cepas. Los resultados anotados en la tabla NO. 9 - 

nos indican que la CPS codificada por pyr A13  no es estable bajo estas con-

diciones, por lo que se intentará montar las condiciones adecuadas para su 

purificación. 

CONCLUSIONES 

Se han reportado algunos datos que hablan de una canalización del car-

bamil fosfato en P. aureus (21) y N. crassa (11). 

Se ha dicho que en condiciones metabólicas especiales, la vía de bio-

síntesis de pirimidinas tiene preferencia en la utilización del CP (especial 
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mente a bajas concentraciones de CP) sobre la vía de biosíntesis de arginina. 

Cuando existe una concentración alta de CP debida a una activación de la CPS 

por altas concentraciones de ornitina, el CP es asequible para la vía de bio 

síntesis de arginina. Estos datos están reforzados por los valores de las 

constantes de Michaelis para CP de la OTO y ATC, siendo, tanto en P. aureus 

como en E. coli, mayor la de la OTC que la de la ATC (27,25), y nos habla de 

un mecanismo de regulación por el cual la arginina regula su propia biosínte 

sis sin retroinhibir la CPS. 

Cuando hay un exceso de arginina, ésta retroinhibe la Y:-acetil-glutámi-

co-sintetasa, disminuyendo así la síntesis de ornitina. Cuando no hay orni-

tina que active la CPS, se sintetiza menor cantidad de carbamil fosfato y --

probablemente es utilizado únicamente para la biosíntesis de pirimidinas. 

Este mecanismo lo podríamos aplicar a la cepa JM 89, ya que en ella, el 

CP que se sintetiza es utilizado por la vía de biosíntesis de pirimidinas. 

Cuando se acumula CP por una mutación en el gene pyr B (que codifica para la 

ATC), la cepa ya no requiere arginina para crecer. 

Ahora bien, cuando el genama de Mu-1 se inserta en el cromosoma de E. 

coli, suprime la expresión fenotípica de los genes huéspedes localizados en 

el sitio de integración (27). 

En el caso de la cepa JM 89, la inserción de Mu-1 en el gene pyr A no 
C) 

ha provocado la supresión completa de la actividad de la enzima codificada 

por dicho gene, a diferencia de todas las otras mutantes de CPS producidas 

por Mu-1 reportadas hasta hoy. 

Para explicar este interesante fenómeno, se proponen varios modelos, a 

saber: 

a).- La inserción del cromosoma de Mu-1 se efectuó en el extremo de uno 

de los polipéptidos que aparentemente integran la CPS (5), dando como resul-

tado un polipéptido de menor tamaño, el cual es capaz de ensamblarse, pero 
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con menor eficiencia que el polipóptido normal, lo cual integraría una CPS 

con menor actividad enzimática. 

Sin embargo, todas las  características de la enzima codificada por pyr 

A
13 

por lo que respecta a utilización de NH
4Cl como fuente de nitrógeno, -

efectos de los moduladores alostéricos, Km de los sustratos, etc., no varían 

en comparación con la enzima silvestre. 

b).- Otro dato importante es el hecho de que las constantes de Michae-

lis para los tres sustratos de la CPS sean iguales tanto para la enzima sil 

vestre como para la codificada por pyr A13. 

Esto hace pensar en un modelo en el cual la mutación producida por la 

inserción de Mu-1 tuviera como resultado que no se sintetizara un polipópti 
o 

do capaz de aumentar la eficiencia de la catálisis de la CPS, es decir, sin 

este polipóptido sí hay catálisis, pero con una eficiencia mucho menor,come 

es el 6 % que se observa, y que en este polipéptido no existe ni sitio acti 

vo ni sitio alostrico, con lo cual se podría explicar que las otras propie 

dades no estén modificadas. 

c) Otra posibilidad sería que este polipóptido fuera un "transporta-

dor", que tuviera como función llevar la CPS intracelularmente al sitio - 

fisiológico adecuado, de manera que sin esta función, la CPS, aunque normal, 

no puede verter su producto adecuadamente. 

o 
Como puede verse por los datos presentados en el presente trabajo, las 

características de esta mutante la hacen muy interesante y por ello se ha 

pensado en montar las condiciones adecuadas para la purificación de la CPS 

codificada por pyr A13, así como también calcular su peso molecular, carac-

terización de subunidades en geles de acrilamida (SDS), centrifugación en - 

presencia de efectores alostéricos, efecto de inhibidores, localización in-

tracelular de la enzima por técnicas histoquírnicas, etc., lo que vendría a 

formar parte de un trabajo posterior. 



GLOSARIO 

Alelo.- Una de las dos ó más formas alternadas de un gene. 

Auxotrofo.- Organismo cuyos requerimientos para el desarrollo difieren de 

los de la cepa progenitora ó prototipo (Especialmente referido 

a nutantes). 

Camino metabólico.- Serie consecutiva de reacciones enzimáticas intracelu-

lares que convierte una molécula en otra. 

Deleción.- Pérdida de una sección del material genético del cromosoma. El 

tamaño de la deleción puede variar de un sólo nucleótido a sec 

ciones que contengan un número de genes. 

Diploidía.- Estado cromosomal en el cual cada tipo de cromosoma, excepto - 

los sexuales, está representado siempre dos veces (2N). 

Entrecruzamiento.- Proceso de intercambio de material genético entre cromo 

sumas homólogos. 

Episomas.- Elementos genéticos que pueden existir tanto libres, como for-

mando parte del cromosoma celular normal. 

Factor de la fertilidad (F).- Episoma que determina el sexo de una bac-

teria. La presencia de este factor en la célula da el carácter 

de macho. (Las células hembras son F-). 

Fenotipo.- Propiedades observables de un organismo. Producido por el geno 

tipo en cooperación con las circunstancias externas. 

Cene tipo silvestre.- La forma del gene (alelo) que se encuentra comunmente 

en la naturaleza. 

Genotipo.- Constitución genética de un organismo. (La cual se distingue de 

su apariencia física 6 fenotipo). 

Hfr (Alta frecuencia de recombinación).- Cepas de E. coli las cuales mues-

tran altas frecuencias de recombinación nada comunes. En estas 

células, el factor F está integrado en el cromosoma bacteriano, 

donde se cree que juega un papel en la transferencia del cromo- 



soma de células Hfr a células F-. 

Napa genético.- Arreglo 6 acomodamiento de sitios mutables en un cromoso 

ma, tal como se deduce de experimentos de reconibinación ---

genética. 

Merodiploide.- Célula que presenta diploidla en una parte de su cromosoma. 

Mutación.- Cambio hereditario en un cromosoma. 

Mutágeno.- Agentes físicos 6 químicos, tales como radiación, calor, agen 

tes alcalinizantes, etc., los cuales elevan la frecuencia de 

mutación muy por encima del nivel de mutación espontánea. 

Placas.- 

	

	Areas circulares, claras, en una capa celular confluente las 

cuales resultan de la muerte o Tisis de células contiguas por 

varios ciclos de crecimiento viral. 

Prototrofo.- Organismo que obtiene su nutrición de sustancias inorgánicas, 

(Células capaces de crecer en un medio mínimo). 

Recoinbinación.- Aparición, en la progenie, de caracteres que no se encon-

traban juntos en ninguno de los padres. 

Retroinhibición.- Inhibición de la actividad enzimática de la primera en-

zima en un camino metabólico, por el producto final de dicho 

camino. 
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