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' ,‘llu org&niou oOurre ndnnte o8 v:f.u cornroc'idnqaz ruha.;quo-: sékdcbe; i
‘& ln participqcién do h onzin glutmto deahidrogamn (GDH), S




W a actividad do la. glutamato sintaaa ( GOGAT), encargada dvé‘ la aln-
i.:tesie de glutamato por lq_tranaamimaidn reducti\m*dal}_\y?—-oxogluta—




to yQNAD‘, 15 glutumin& ae eitﬁa uumot . 1nt6rmeiiar*n AiavE en

-,ilos proceaoe de eintcais de proteinaa.uscidoa nucle*ﬂua ¥ poliaacd
ridoe complejos. Adeuds, dado que la formacién de glutamina ocu=- -
rre excluaivamente por uns vIa enzimdtica, la enzinma reeponsable

Ade esta funcidn. la GS, raviate importanoia cruoialnen la fisiolo-"

L‘.glu't‘amto ‘ A'I'P . NH ---3‘9-'-9-; L-glutamlna + ADP ‘ PL
- S : ;'.,Aa = -5, 2 Kcal mol (@)._'

;ejaroe a nivolrde‘reguiucidn; | a ‘

L de uctividnd catalftion (4) Betas eatratogiue aon- lua eiguieu»
tesr (1) un axstemq comple Jo de. econtrol de la aInteaia ennimdtica
rque responde a las oondiciones de dispenibilidad de nitrégeno on

el mediog (1i) 4inhibicién por retroalimentacidn ejercida por algue

' ﬂnoa productoa terminalee del wetabolismo de la glutamina; (114) in;v

: rluencia de la disponihilidnd ambiental del tipo do oationee diva-_f




, 'lental; y (:lv) un aiatom do caacad& b‘ clico (5). integrado por
_nlgume onaima controladae por metabolitoa y pequefias proteinas

rcguladoro.e, que por medio de intaracoionea aloatéricss y con subs -

o 'tutoa, nodulan la adenilaei.dn v doudenillcidn do;.{.ll cs, y doten—_f S

i procos nobrdlu remcoi
ne de nod:lficacidn ¥ deamodiﬂcncﬁn de 1a 63 (5). Aef, cuando L
Jguhorichu oou orece en un udio L) oxcaao a0 uonio, loe nivo—._‘ e

e ;.lucora (4)- 2n ocnclunwn. o ha obu; , ,‘ao (6) quc ol ntado

prondio de lacnnnciéu de h GS, correlaciona ponitivnonto con
hl concentraciones :I.mtracalnltroa y 1: rclloidn 2-oxoglutarato/
, glutnninl. ' : : E

il diaponibilidtd d0 nitrdgcno on elr; udio no aolo rogulc. 1- .
_'netividud do 1: GS, nino mni‘n 1a conoentracﬁn thoclulur do




’ onlilltiooa aon&ao'cinco s dies veces n&yor&a quo ‘m condioionoa
, ao excoso de amonio en el medio. Ia base de esta utirluei6n estri
e onvloo hslltlgou do 'oglonaki Y Tyler (7). quienes. han_donontrn_;_

 #ién de glnk (11), sirvieron ds plataforsa a Bender y Negasanik '
(12) para proponor 1s. h1p6tnnia de que 1a 68 wodula 1a uxprosidn :f
 udo au’p‘opio gena, y quo el oetado da adpnilucidn do 1& nnnian mo-_ﬂv



6.
Poaterior a eotos hnllazgoa, Garcia y colaboﬁaaores (13) encon
truron mutaciones en Saluonella que oontoriun auxotrofia de gluta‘,
mina (fenotipo Gln™), pero que no se localisaban en ol gena glnA,

»ldou‘o de poseer actividedes normales de las proteinas. involuora~
,v dna oen 1n uodificueidn oovulento de 1; Gs?(PII’ Atnsu ,U@qga),_yV

, “gjggg ‘ex0epto uno efectna o'an
tre laboratorio reuienteunnto por Castafio (14), quien: ampleando o
‘inserciones del profago especialimado Mu 4t en g;gg, sujeta la ox~
presilén del operén 1mc exento de eu promotor, que out( integrado e
81 genoma del bacteriéfago, bujo 1a direccién del pronotor de glnP. ' -
o ”iiundo eatn 1ngonioua hsrrnnientu gandtica, sxitosa en nstudioa :
- ‘abrc contrcl da 1s trnnt ripcidn (15); uo obtuvieron anton qua in

uf5tr650no o Oi;.‘dio.‘v

‘ Posturior s 1: idtntirioteidn del gene 5}3_ Pthal y Tyler (16)_*j§
aielaron muteciones por 1nlor016n del profago Mu, que confieren ni
veles bajoe constitutivos de actividad do 1l @3 en todaa las oondt,
"oionae de crecimiento, fonotipo denominado GloR. Adends, estan nu‘f‘ .
.tlolones auprilnn el tunotipo Gla, originado por nuttciones en olwg_‘;
"gtna £loF, y confieren 1noapacidad de utilizar fuentes alternati~
;vuu de nitrGgono. tnlao como ln nrgininl. prolinu. ornitinu. t-aui,




f;)nobutirato o serina, Loa antliaia du sutua nutacionea napearon
| muy ligados- al: gcne £L__.s ain afeotar su - eatrnotura, sugiriendo
asf, 1a existencia de un oiwtrén diferente al estructural, denémi-
nado por ellos glnd, Sisultdneamente, Xuatu et 81 (17) comunican

‘ rdctor dual propuoato paru el producto da glnn tient un proohdante
1sinilur en 01 produoto del genn srac (nnglunbcrg, l. y liloox, G.,‘;
01)‘ Oj.tc K en 17)0 IR s e ; .

5toctaron'1t”n£ataa1s do tc ajprotoinns4bactorilhna. 81n‘onbnrgo. f
cuando se utilisé el DNA de una cepa mutante defeotuoss on el low -
'onn gink, auprilort de un alelo 5___ ' enoontruron que don yrotei—

nas, uns de 54 y la otra de 36 kilodaltones de peso moleocular, de—
. jubap de sintetisarse. - Al tratar de esclarecer cual de las dos
£ prototnns ourroapondiu al producto dae lnn, oncontraron‘qua un tl-‘f o p i
‘ _po de: nutaoionoa, nxrﬁ' dusnha do uintati:tr 1a prottinh do 36 ti'f‘ %




8y otro tipo de mtmionga. aouo 1a ntz'o ya 00 p) odu-
is el poimptido ae 54 kuodaltoma. "De modo quo eptan oviden- )

oiam mdico.ron que al locus g;_n_g est€ conformado por don ganes, :
ntrB y ntrc. que codifionn para loa produotoa de: 36 y 54 kil d&lto' :

e
Yy

 Represor -~

® un- pouplptido do 82 000 dnltonu do paao noleoular, poro, Y pa

“sar de eu proxinian. dotemim que se transcribe e acntido O
‘puesto & glnk y que no .8 controltdo por la diaponibinaad de’ mis
fftrda-no on ¢l '-lodio. Por otre purto. dmuoetrm (19) que el lo
£in0 ve trnn-eribo o "imd sentido que Elnd, o8 deoir, que co-
‘rrc Qn untmo :\mnuu do lna unacnln del rolo: Aumdo yu sto,




”:3dotarminan qua entre 5 y g exiate un eepacto 1ntqrcistr6uico"'
*de uproximadamente un’ m11 paree de baeea, cuyo andliaie sugiere .
“que purticipa en la regulacién normal de la GS y de la histidesa.

_;'Bsto ae ‘deduce del hecho de que ciertaa mutaciones en eeta regidn,
,pr}ﬂcipalnente dalecionea. contieren nivelaa enzinﬁticos de 1 GS'f

‘ horadorea (21) han ainlado nutacionna que oupriusn
do glutnuina propi: de‘;ltorauioncs en 8l gano ;;gg, :

_:dste. But:s ﬁltinaa mutantea, debieran'ser elpaceé dé revartir a
: rronotipo Aut+ ﬂnicamente por nutaciones que permitan 1la exprosién
glnG;, 1] al (22) hnn demontrado quo oier

'soroionea dal :,orago ' 41 en el gona 3;5_ de !. coli,,
}ﬂzpermitiaron’analizar 18 expreein de dste, ya que sl genoma viral
'in-ortado en orientacién correcta permite que la axpresién del ope
. ‘rén lac lac quode hajo la direcci&n del promotor que/modula la trans-
7*crigc16n de glnG. Asf, 1os sutores (21), midiando 106 nivsles de-
S ofablcl de p-gulnotosidnea, lograron determinay 1a respuesta .
"nscripoionnl de 5__9 ﬁﬁdivarann conaioionea oztra LB 1ntrnoe1u-w 
10 "irev“laron que en. laa oepas con oL” .




ilolo glnczzln 41, donde loa nivelea de 65 e histidnsa son bsaos ¥
_.ho. rogulados. 1n preaoncin de 1a regidn ailveatre glnk-gln en un:
l‘opisona. no sdlo: rontuura 1os nivolea normalea’de dichua ensinas.,

i 1y d a1 en oromomoma § 5 3::Tn5 g;_, ¢n¢apisonn, pre-
fiaontun uns rngulaoidn normal de ‘1a efntesis de la @8, pero no. acti

~ van la transcripoidn del. qperdn hut; esto es, aparentumante, quo
‘~,1a anpucetu oxprasidn.defggg_ a purtir aa prolotorfdiatal a-

o Por ctro lido, Chcn, Blctlan y lhg-ssnik (22) cclunioun 1& ol-'
'~’rlotorisu016n de un gene an 3. eoli, cuys 1nut111:¢c16n contiere A

~1a cepa portadora el fcnotipo 6lnC, Ademds, las wmutsciones en es.{[ .
~te gene analizadas, suprimen el fenotipo Aut”, caracterfstico de
‘”llh ccpas que portan ol llclo g1EB11. (27). gene oatructural do una-{‘
+de 1a® ‘subupnidades proteicns de 1a enszima glutamato’ sintesa. ‘lae
"invostiglcionea de entos autores (22).,aaﬁ|1ln que. 1a oapaoidad ‘de
g conferir el ftnotipo Glnc 8 OOpls portudorae de. dichaa nutaoionae, B
ftreaide en un: rogidn de apraximadamenta 480 plrea do,baaoe, aitna—




ffdh entre glnk. v 8,__. !ntt ovidencin, eimilar a‘la mencionada’unﬁ]ff
’ ;toriornento (19), ‘indice qno entra estos gonen me encuentra ‘un. eia**
trén que los autores han denominado glnl, ouyo producto actde en
b-trans, porquo culndo el 3ono Bilvastre so oncucntrl 1ntogrndo on

":yt?ylur (25) denontraron quo ciortae mutacionoa que lfoctAn‘al go-
glnA Y que no producon nivalos dctoctabloe dcvll‘ n:ina Gs. prc

v'n_ L4 la pollridnd de ciortla nutuoionos puntuulul on g;__, lo roa o

~ tituye 1a regulacifn norssl de la hietidaea, lo que isplica que los -

‘aoporonee oontraladoo porfnitrégeno.vugrupadoa bajo el fenmotipo Reg,
; 8u ragula 16 sy




L _ ‘ndo a 1: 1&.: dc que loa genes g ; g y g G s cona_:;"'
’Vtituyen on un opordn, los oxperiuentoa utilisando fusiones de los ,
‘ganea 42 lnd-lacs en x. uerogone (26), ban arrojado .lgunaa observa - .

,:~axpro316n da lloz a pnrtir del pronotor do glnA, no puede aor rn-._
"rprinido tan ofioi:nonteicomo la oxpreai6n del genc silveatro.; Aun L

- aconooiiionto e 1a‘nnn polilnrtua.'contiguol y lny cercanoc’f"
‘1Ecntrc‘e£ (28) L _ ; |

‘Hasta onto punto, lsa invoatignnionea roali:adus favorecen 01 RERRE
,punto de viutl de que ¢1<producto do 5___, reprime 1a trlnscrip- i
_¢i6n iniciada bn el pros 10 s Guando la prosencia de auon:3'
'”“nio en el lodio oa ahundnnto; poro ouundo 1a disponibilidnd de. L PR

f:-onio oa. oxigul. 1; trlna T pci&n dcl operdn LT3 activa on roapu. =




ta s oata condioi&n. la supuesta moditicaoién dd rapresor u aoti“

1,vador que sufre 8l produeto do‘g___, preeumiblemonte cntllisada
:por el produoto de ginP, se plensa que es consecuencia de la 1nter
vencidn del producto de glnL, que responde a las condiciones de ni
trégenoien ¢1 medio. Ia informacién tocante a ls disponibilided y
 abundanci& do recursos nitroganndos ea.‘apnrontomanta, trnnanitidg.f

1 rni o do lu;fornaurapraaora a ia activndoré dal co-plajo ngult-' 
:dor. Por otro lndo. pureoc ser que la tranaoripcidn 1n101ldn sn .
el ! ‘pronotor dc gﬁ nk- oett cujetn a reprosidn’por el produofx :

fftov putativo e 5;_“ ya qua o uondicionos 1imita X :
no, donde la e:preaidn de glnG aumenta, se abate 1; taaa de trans.
.'cripc16n originads en el promotor de g;gg. Cabe sgregar, que 1aa
;‘>lutnoionea en glnP no modifican los patronea de oxpresiln observa-

b o qua“probcblolunto 1up11cs*que'oute produotofno‘aetﬁu sohre"

 ; tc cl'onpleo de nnloroalu nutuoionae en anbon ganou, diauetan, ge-
'nGticlnente hablando. llgunae propiedadea funcionales de: loo Pro= .
" duotos polipaptidioou respeotivos. Asf, ellos atribuyen al produc~
to de £1n0 dos funciones, Una como efector positivo sobre la ex-
Tpronidn de 3}2& y otroe. sistemas roguludoa por nitrdgono. hqadndo-_
ao'jara obta afirnnoidn an ll exintonoit de nutacionea que olini-"5




'iii soras: dol;nfocto originadb ﬁbr lutloionqa onzg 1nk, pérvln exiaton—

" no’ difieren cualitativamente de 1o observado en cepas silvestres,

- man laa funoionen proteioaa y que consecuentemenfe raeu"tan

‘#er incapaces de denreprimir la oxpresidn de glod. Ia otra fun~‘
cién imputada es la de represor de la transcripeién del gene es-
tructural de la G5, tundament‘ndoao en la preeencia de mutaciones
. en glnG que. originan uuzotrofia de glutamina (31, 32) y en 1a. inca
],,fpucidaa?de muqhaa mutantoa en eate locuu de auprinir laa alteracio;

Loia de uutacionou no polaroa en este looua que _presentan el rendt;
po Glnc,:y porque so hnn aislado mutantes deteotuoaaa en 5_g§ que

Sin embﬁrgo. Blokman y oolaboradores (33), afirnan qua el pro-
duoto de glnl no es esencial para regular la expresién de glgé ni
la-de los oporonea controlados por nitrdgeno. Loa argumentos gue
' eagrimen para ‘basar eata afirmaci&n, conaieton en haber encontrado o
que 1a,ragulacidn do diohoa siatemas“n utantesraroctadas en 1nL, N

qua o' ntitativun. e;'on abundnnoiu do amonio*“laa mutantes_ ;

7 la w, En adici&n a cato,‘aoetioncn qua 91 prcducto de glgG propor
a.‘cionado en: bajas conoontracionos. regula Ta expreaidn de luA. ein

“'z'el auxilio del produoto do Elnl: Pambidn seflalan que la ausencia'

" del producto de glnl no proviene la fuerte represién de la sinta-

sle de la GS, caracteristica de las. mutantos defectuosas en glnF,
de modo que, esta ropreaidn que requiere da. 1a proteina funoion51 ;‘ S
de- 5__‘ parnco presoindir del produoto de. g___. Emparo. loe re~3
eultadoa obtenidoe en nuesVro 1aboratorio. 1ndican que cierta mus




taciones en glaL, no polares, suprimen la auxotrofia de glutamina
ocasionada por lesionee en el gene ZlnP (Castafo, I., comunicacién
personal), hecho previamente manoionado por diversos autores (18,

21 y 31), Inolueivo, seﬂalun Backman R4 colaboradorea (33) que las
' mutantea afootadaa on g__g son. oapacea do utilizar argininn o pro—"'

"> lina como. fuonta ﬁnica’de‘nitrGgeno. infiriondo nediante'eate>he- G

',antag&nicdé éobré lie funcibnas del°produoto de glnh. ya- qua por .
" un 1ado unos- (32) afirman que ssta protefna es- indispensnbla paraA
1a- rogultci6n glnion de- 5 ¥ oporonea Reg, L8 tanto otroa (33)

- Jnitrég uo_on el -uaio. et T e
o Adm av_preoiean no ostudioa gon‘tiooa ¥ tiaiol6giooa nla pro—:‘.

 =,'fnndoa ¥ aihaﬁativoa, & f{n de tratar de dessntrafiar el ptpol que’

: aeaempauan todos ¥ oada uno de. los produetou g‘nicoa 1nvoluoradoa
en la regulacién de 1a sintesis de la GS, Logrados estos objeti-
vos, entonces, podrién aruarse modelos nds eatructurados y detalla-.
doe que expliquen oabalmente la manera odmo las bacteriaa entéri-‘
S oa8 manejan los reoursos nitrogenados que astln a su dinposicidn.

‘ Bl objotivo del prctente trubajo rn6 buncar m en nu cuso.c(
';fjraoterizar 1as nutaciones en el gene 5}5&, a fin. dc tratar
fffprender el papel.que el producto do este gene deeonpeﬂa en
7 1aeibn genética de 1a as. Do




| CEPAS BACTERIANAS Y PLASNIDOS. las cepas bacterianas utiliza-
das son dorivudna de Eacherichia ooli E-12 § 8e. enlistan a: conti- :
jnuaoidnz : ' .

* ‘epas MxB50 y KX313. Is copa MX313 ee derivé de ls ME302, o6lo
',‘que poaee unn mutacidn puntuul en ol geno racd, de modo que. g8 in-‘
ospaz de llevar - cabo. recombinnoidn normul.vg ‘ -

rxnonro mxvu'rs |
e . 0 ‘.’Gln 0011m|l
f’pAcna-".* I 3.1.21. al!_@. &1.13.. . - em¥apt
° pAOR3 - glg*t Y 5
CpACRS . glnL 3____2" 0 meT -
'pncnsz e 5_1_:_1__& 51:1!»82::‘!:15 5_1_:_1_ | _;_‘Gln xn" col““‘“ ‘

x Inveatigndora ‘titular del Centro de Invoutigaoiﬁn eobro f13a016n¥, 
”fde nitrﬁgeno, U.N.A M. L o Lol REREY S







EEDIOS ‘.{ COKDIGIDNES DE CRBCIHIEHTO. .Antariormenta,‘ ae han co
: mrmicado' (34) lon medios de cultivo empleadoe. Bl medio ninimo MR,
contiene o aiguien’ce, en gramos por litro de 8oluci6n a pH 7.4 :
K,szyo4, 13 61 K2504, 2. 61, g0, 7,{?0, o. 2; 0atl,, .0 01 5. Fem"f -

fya; % e k8 . Adends 8 2 i ' -

i so de aux&t’rofas de eeto aminoﬁoida (!ITZ’I ' X850 ¥ !1919). o
con antihi&tmoa pm presarvar la presencia de loa agentaa ‘qne A B



iévA_

{to celular I8 determind por turbidimetrfa (36), empleandose un co— f
‘lorimetro Flett-Summeraon con un f£iltro rejo ndmero 66, que deter-
nina 1 grado de turbidez ocasionado por la concentracidn de célu-~
ilaa ‘on el medio, Esta ge expreea en unidadea Klett, tomando en .
_cgenta que 40 uvidades equivalen a cerca de 1 X: 108 célulaa/ml ¥y

- TRAESDUGGIGNES. Se utiliz& como’ vactor de tranaduccidn gener :
Iisado para Escheriohia coli el hacteridfcgo Pl virA. La prepara .
;Q£6n'de los lisadoa y 105 11naamientos generales pa:& lae trausduc*

'(Lc), ¥y ge plequearon en ga;as de Petri contenienﬁo medio 1078
(agar Iuria ¢on CaCl, 2.5 mm “timina 0.002% y glucosa O, 2¢), para
poeteriormente incubarlo a 37°C. aproximadamente doce horaa. Trant
: currido este lapso, 8 removi6 el agar auave yvae colooé en tuhoB ]

5 . Posteriormente, ae aeoant& al aobranadanta B otru tubo_v
' y e repitid la- operacidn. cada aobrenadanfe es un lisado del bag

' teridfago, que requiriG ser ticuiado.f Para ecto, g’ cultivd 1a ¢e~7
‘pa AB1157 de E. coli hasta slcanzar 40 unidades Klett de turbidez,
ge - centrifugd el cultivo y se reauspendid ,a partiila en la witad
del volumen original, en una. solucidn‘ e ¥gst, (0 (0.01.1) y CaCl,

(0 005 M) Se tomaron Ot ml de ecta suspenaidn celular y se mez-

, claron con C 1 nl del lisado a titular, previamente diluido 103&» A
'r{tmicamentg,‘utilizando_1ae ‘d4lusiones 1024. 10 3 y 10 Se in- :




;.cuhé’la mezcla’ a 37“0 du anto veinte mtnutoa b cto eaguido. -6e ;; L
‘plaquearon en cajas Petri con . ICTG. Tranacurridas 12 noraa aproxi

. madamente, Be contabiliz6 el nﬁmero de placas 1{ticas por caja y,

o un“iGn de e diluci n empleada, ge calould 1& concantracidn de

, Entonees,;_*
calularee o

%?Jqua lafeficiencia daﬁtranaf*' 'qidn no.ea'muy eievnda, sa ha é oy
r,iflado una aficianciu & 107 trtneformantee por miorogramo de DNA,,H‘}f‘




lb'dﬁeﬁfebreaénfa la captura de'séloAuna‘ﬁdlééuld de TEA por cada  'W7”
"~ un mil disponiblﬁs {39). Aef, deben aMadiree cantidadea 1o f12N0s
res de 1 pg de pldamiﬂo‘ 0] cada tranaformacidn. L

kbgde jlutaminn a partir de glutsmatb‘alcanza'u,jm‘ximo*de 90¢

B Dada esta ventaja resolutiva, empleamos el enaayo de transfera
ea para detactar los nivelae onzimﬁticoe de la cs. ¥ gracias a ;ue i

fﬂ-gr nglutahil-hidroxamato.

,L-glutamina + Hﬂaoﬁ -.Z-Sé--l------, xhglutamil—hidroxamato + NH
: . N Pi(As )
Para al ensayo ensimdtico, ee utilizsron cultivos crecidoa en ,
' medio minimo con glucosa y la fuente nitrogen&da deeasda, glutani-
'[na (1 mg/ml) 4 NH401 (0.5 mﬂ) para eondiﬁionaa de 1nducc16n, ‘o blen.
“NH4”1 15 ‘mM para reprimir 1a: sfnteexa ae & GS. 1la deecripci6n de
'tallada de eate enﬁayo eatd comunieada por Bender ¥ colaboradores




‘ 18 ‘cabe deste ‘1la rea _nqwmwefm

‘.,complejo oolorido con el cloruro férrico incluido en la mezcla: paf

, *ra detener la reaccidn. cuya absorbancia a 540 nin de longitud;de X
:aonda, colorimétricamente meditle. refleja la’ cantidad de prod'ﬂtof

S ,._dividi6 entre la'vbncentraoidn'prvteica determinada para cada
wf:;caso. A8f, 1 valor final we expresa en pmoles de- T-glutamil-ni=
’,“_droxamafo producido por minutn por miligrama de proteina eelular;

L PUBIwICAczov DE DNA CROMOSONICO: Ta purificacién de TNA cromp
‘:aSmico ee,up procedimiento relativamen’"frﬁpido ¥ aeneillo. En L



‘f16—18 horas.. Posteriormante, ae centrifugaron lds cultivos y lae g
-'células calectadaa Be resuapendieron en una centéaiun parte del vo'

lumen inicial, en una solucién que contiene sacarosa (25%), Trie- ‘
HC1 (%0 ni) y EDTA (1 mM). ' En seguida se agregé lisozime (S.mg/lt‘l_; B
de. cult#vo)'y BNaaa (1 mg/lt de. cultivo) y 8e daJGarcpoaar 15 minu3'5'

ﬂbtractiva. Finalmente, se‘agregaron

" una vigésima quinta parte de solucién de. ‘¢loruro de ‘80dis 5 H. Sé"
‘dejé precipitando el DNA a -20°C durante 12 horaa, ndo 0 menos.,
;Deapués, se. oentrirugaron las muestras ¥ el sedimento 8o reauapenu
vdid en. aolucidn amortiguadora rx (Tris-ﬁCl 10 mﬂ y BBTA 1 mH, pR 8).‘

;faorber 1uz ultraviolatn?dc 260 nm de longitud de ondn; de tal pre-. “§
%ciaidn ‘que - 50 pg/ml de’ DNA de- doble cadena correapondan a.una - un1~_"
dad de densidad 6ptica. Adends, el coclente entrs las leoturasa
260 y 280 nm de longitud‘ae onda (ODQGO/DDEBO) proporcionan un eg-
"timado de la pureza del dcido nucleico en cuestién. ilae prepara- .
cidues puras de DRA tienen un valor de 1.8 o nde, en tanto que los
_,valoree menorea son’ indicativos del grado de eontaminaeidn protei~1 
cao fenélica (41) ' L : L




_ HIBRIDIZAOIONES EN FILTROS DE NITROCELULOSA (%OUTQERN) ,
7'téonlca deacrita por Southern (42), para transferir fragmentoe de
, DA de geles de agaroea o poliacrilamida a filtros de nztrocelulo-“

88, para poateriormente ser hibridizado con DA marcado.radiaetiva ;J'*

»~mente y detactar loe fragmentas que-hlbridizan po ‘autor adiogra

«polimerilamida;, aagﬁn & oas “de que’ se aya tratado - :
”vfragmontoa ganerados por la digesti&n enzimética aon muy paqueﬁoa,}:

,,gaide roetrieci&n;ﬂinf'I y el gel utiliz&do fud da poliacrilamida o

al 7. 5% de concentrucién. las- digeetionaa engindticas’ poateriores ,

sa efectuaron con Pat I, empleandoae a8 8u veg geles de agaroea al
1%, con una’ cﬁpacidad resolutive entre 7 y 0.4 Kb de 1ongitud de
1”:DR1 lineal, segﬁn unu eatimacidn aproximada.‘”f

".‘Innediatament'?despu‘ ‘e‘efectuuds la elactroforaaie curree- ,f

: ,de n;cl 1 l y NBOH 0. 5 .,pare desnatu.
";rulisar 81 DVA oontenido en ol gol. A continuacidn, se neutralizé
‘xal gel tratdndolo durcnte 20 ninutos ¥y repitiendolo una vez m&s,
" an una solucién de Tris-HCL 0.5 X (pH 7.0) y NaCl 3 M. FPoaterior-
' mente, se depositd el gel sobre una pieza de papel Whatman 3NN dis
puesto sobre la superficie de un vidrio plano eoportado’ por una ba
“ee. El papel Whatman, inferior al gel, forué un puente que comuni
_caba.oon una solucidn SSC 20X (5S¢ es 0.15 M de NaCl'y Ccitrato de
sodio 0.015 M, ‘contenida en’ el rec&piente on 8l cual se santuvo
la bsae, parcialmanta 1nmersa, Sobre el gel se aplic& una pieza,‘-'




ﬁ“SohuelerABS. prdviamente baﬂada ‘con eolucién 'sse 56X, Sobre éate.u_
aa depositd otra pieza devpapel Whatman, cubriendo completam 't L

“ite, ‘se removid 1a aoluoidn utilizada en la prehibiidizacidn yf
‘3suhatituy6 gor nueva, ademﬁa,. '

PURIPIOAOION DR Dﬂl DB PLASIIDO Y ANALISIS CON ENDONUOLEASAS
_DE RBSTRIOCION. La puriricloi6n del plﬁamido PACRE2, aubclonaoién.
;{1n»vivo da la- mutacidn g;nnagz:TnS en. ol pl(amido chR1;' ‘




*fcidn aproximada de 5 X 108 célulag/hl.i Entonces. se aﬁadid cloranf*“
_‘fenicol (200 mg/lt de cultivo) a tin de promover. la amplificacidn .
‘del ndmero de copias del pldsamido por célula (34» Yy ee inoubd el

. eultivo a 37°C .con agitacién durante 16 horaa. Deapuéa. una vez
”ﬁicolectadaa 1aa célulae por centrifuguoi6n y lisadaa por efecto de :

i‘adurante:,fihoraa aproximadamante, ampero, sa\oxélu:6 1u preaoncia s
i de la snl addioa. Una ves concentrada la eolucién qon DNA do pldai'”

~Faegdn el;protocolo de’ 351&6& ¥ Quigloy (43) oon alguna sugoranciaa
de Garefarrubio (comunicacidn personal). :

_ Ias endonucleasue de. reatricoidn empleadas fueron anablemante
_,kproporcionadae por Alcjandru 00varrubiae. Podaa fueron preparadss;
’ ' :innauientoo de Greena Gt:&1 (44)>00n oxoopoidn de G

fcgpto las digeationaa eon Pat I que ao efectulron .J? L
© 81 tiempo requerido en ‘funcién de la actividad enziudtica. Las”
~ reacoiones se ‘detuvieron agregando una solucién que contenda urea
10 mM, ciaunol de xileno 0,05% y azul de bromofenol 0.05%.

ELECTRCFORESIS DEL DNA. Ia electrnforeaia an golas de agarosa-
165 un método convencional para saparnr 8 1dsntificar tragmentoa def;a,g




_' ' "‘taaa de. migraoidn de 1as moléculaa aa invaraamente proporciona.l a
los logaritmoa de pus peeoe moleculares, de modo que. ea factible L
'.;"c' leular el peao moleculu aproximado da loa fragmentos de DHA Bu-

: . 118 de] ,'ilsmido pACHz, g0 efectuA
'mediante o1 prooedimiento de: ineorporacidn de (cl- P)GCTP in vifro
»:jy(nick tranalation), dieeﬂado por Amereham Internatiamﬂ.. i‘odos L




: ,,v}_-,mracﬁﬁgma 5

’ Previo al presante trabajo. en’ nueatro laboratorio 26 aialaron )
;M_~eepaa“mutantea de»E, coli qiae portaba “inaerciones de"tranepf’dn":

7binantes que fueron prot6trofas de glutamina (Gln ) y reaistentes o
.8 la kanamicina (xmr), garantizéndose aai que pLY insercionee estu:f

¢71ndepandientea (Oxorio, A.,.comunioacidn peraonnl), graciaa a lae f;
,fcualee se inioid la bﬁequeda de las mutantes defectuosaa en el ge-;
- ne: glnt oomo Be. daacribe en la eiguiente aeccidn._~;,




f} SELECCION ¥ CARACTERIZACION DE LA CEPA MX960

»‘;Una vez aialadae las cepaa tranaduotantes Gln 'Kmr, e1 psﬂ 4

-«g ,_estaa reaultarfan. poaibiaments, hiperaensibleé a- la MS. A-:‘
usi. dado que mutacionee en. glnG eonfieren hiperaenaibilidad a este

tuatividad de trnnefar- de ia. 08, ‘Gomo eepejo de los nive-;":v_,
. lee de expresidn de glnA, estuviers alterado en las mutantes defec
/tuosna eh g;g_, 8a1vo que- dsta no partioipara en la regulaeidn do

la ainteeia de la GS. De modo que, penesamos, si las nutaciones en

: 5__§ perturlan el control normal de la GB, es _posible detectar cam
- bios en los patrones de. aotivﬁdad catnlitiea, quisd diferentes aun.'j
Q?de,7is wutantss. afeetadaa en g;g_. Beperdbamos datoctnr altax&oioiif
' nek en las. actividadoe, distinguiblae deo laa mutantaa lenionadaa 1J5




. ,V:el locua gln o Sin embargo, eeto no lo aabiaﬁoa, oomo ya ae in
f;1diod praviaman+e, se ignoraban las propiedadea de 1&5 mutacionee
en g nle '

Inicialmente se determind en csda una de 1aa cepaa mutantee eu @i i

l;glnG 1ncluaive. la HXBSD, aialada y osracterizada en el laborato-
”frio (Servin. L., datos no. publicados) Sin embargo, no se logrd en
"fte fIn, suponemoa que probablemente porque laa oepts donndoraa tu- ,

: lgcromoaoma

e lss cepaa transduc tee, ahora portadoraa de lae mutacionea  f
_ en’ cromosomn. ‘8@ lep oorrobor6 1o fenotipos Aut™ !S' y se lee de-
" termind actividad transferasa total de la GS, con la finnlidad de
obtener datos que nos ayudaran a discriminar, por lo menos hipoté—
ticamente, eobre las . posiblee 1ocalizacinnes de lo8 tranaposones
'~7en el genomu bactariano.‘ Loe datos obtonidoe he mueatrun en 13 tg




- LABLA s 'aracteree fenotipicos de,las' cepaa que portan insercio-—
=nee del tr&napoadn Tnb en’ la vacindad del gena g A. ‘

NO._total-'; No. de ce No e ce Na._

de ce No. de ce .- No de’’

X613 s ate, 22
 MX6141:Tns ndn.
-_@(614;:»'.!.‘1’15 odm, 3

Cna (pmol)min/mg da proteina)




-»Comc,puqde*obaervarae en la tabla 2, las actividades de la ma-fﬁ~
«yoria de mutantee son ba;as, tanto en condiciones de represidn '
(NH401, 15 mn) como de induecidn (NH 01, o 5 ml-') de 18 GS, como. ea{ o

' _una caracteriatica particular de aata cepa nos extraﬂaba: los nive ,
lee de actividad enzim&tica no se parecian an Auanto a By comporta
i*miento a’ loa datoa que.'en aquel entoncee, apareci&n por primera
Ve &aignando nivelua constitutivoa altoa (GlnC)uazlaa'mutantea 19 ;
'f;sionadae on gﬂg& (ntrB)' Enﬁoontraste con estos resultados, nues—
o tra 0épa M1960, denotaba un patrdn de actividades mda bien bajo,




En virtud de qua el fenotipo de- 1a ceps ngno reaultaba extra--f‘ '
no; . Mparabla con ningunu mutantaucono 1da an aana fechna (16 :

ternativa no se oonaideré muyx\vablo ya que no exietc ningdn iqwii

cio que apunte en favor de la partioipaoidn, en e1 metaholismo ‘

trogenadq. de 1os genae 3ituadoefen sata direeoidn (19) 491N15; .



‘enta punto, contdbamos oon una ‘capa mutan--‘7-'

te con 0 s® (var tig. 2), ‘ctividad enzimﬁtica de la

‘ Qus haJa pero parcialmente regulada, ¥ con una frecuencia de cotrana o
duccidn del tranapoadn con ‘ginA del 95% (ver tabla 4) ‘Esta era

" tormacién sélo que empleando'como recaptora a la oepa u1913 (g;g_
;gl&x:TnS). con el fin de comparar amboa fanotipos do laa tranafor—
i;mnnten..,," : n:

.;un primen plano ;parecerian indioar estoa hechoa que la mutaciGn
de 1a Mx960 mnpea en g;gg, empero, tomando ‘en cuenta las diferen~

‘cia® en lo que se raefisre a niveles de actividad enzimﬁtica entra_
Aamhue oepas,fe‘-conaiderd prudente ¥y conveniento examinar eute fe‘“
fnntipo on las, opas transfortadas. : ‘
i jtranafaruada de 1u H1950 y una‘ e:la ux913, ee euaets— .
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"Qsé encontrd que 1& preaanoia del gene gln en el pl&emido, oonfi-f,‘
rié expreaiGn de niveles altos deé acfivtdad catelitica, 8 1a c#pa'

fﬁé h oon efectn polar, posiblamante,fno'tendrfs un efecto todo

o hada, sino que serfa parcisl. Beto, permite eapecular que 1
exiats cierta expresidn de ln i-no & expensue da 108 promotoree de




,cv_waxnﬁa\ccasuou oﬂasanoav« ‘H«Es»:ﬁmuk.ou ooﬂas:m:o:nsnﬁaummnm
p:mvmo,mwacenauncaua;cu, mgmcawﬁo opcaﬁvcslzona:uoauo_oa 90 uH_ocmaevaeﬁ>ﬂuoa.u¢n

mmyznnwuﬁu.moo.nnnwavcvﬂerA(mmmﬂﬁm;




: 'Por otra'parte; deeeabamoe acumular méa datos que &poyaran la
supoeicidn de que el tranaposdn ge -inerustaba directamente en glin L,‘,,"
para 1o cual tratamos de determinar lae car acterfaticaa regulado- i

ytividadea que ae aaemeja mucho al de 1a misma cepa. MX919, perO'
transformada con el pléamido pACR82, el portador de la mutacidn en
cuestidn, . Eata eimilitud no es .sencilla de: eonfrontarf“ya Que-aew

v-eaperaria que‘exiatioran direrenoiae maroadas,,_ udlde qué el




3que en ocaeionae 1a. preﬂencia del gane ggéé‘en un ;1(3@100 mb;gic"f
pie tiena un comportamianto exfraﬂo,'es decir, en muckas c! rCAnr-~>”
tancias no refleja fielmenta el eazado de regulacidn a] que, aaeﬂ

' auéato en. condicionen normales Eeto uizdn ee‘deba L} que ex

- motory. adn hipotético,‘eerfa efectivo:édlo en condicicnee limitan—ff'
‘YeB de nitrdgano, o bian,también o8 permiaible pénser que cierte‘
_efector no contemplado, Ve g. la prc?eina reguladora 11 (consultar'. L

:21016n 3;4—8233Tn5” tiene 8u'a31ento én al ocas. g L.

‘ Un reaultadc mda que coincide en aeﬁalar que dicha mutaeidn

afecta R 1nL, ejerciando asimismo’ efectc polar sobre glnG, ee 1
,f hecho da que la sueodioha mutaeidn auprime al fenotipo Aut” ;ze o
‘,:prese' an lag cepas mutadas en el gene gLtB, el elatrdn eatructu- ff”
"fral‘d Q»enaima glutamato sintaaa (27). aiempra v cunnda acté ’




p esen_ » 61 pldsm do pACBJ ‘en "'es T apa, do lo contrario la"muta~ .
oién -82::1‘1:5 no- suprime dioho fenotipo. Inclueo, esta propie-.‘ S
' du.d de auprimir el fenotipo Aut ;de una cepa con el alelo gltB}




e de raatric;_:idn Pat I on vez: de Hinf 1. En faeta ocaaidn. 1oa revf’ o
- sultadoa fueron congruentes con 1o esperado. ya que 8l eneayo de

,hibridizacién obaarvado, denoté cambios en ol ‘patrén y némero de
“vandae de hibridizaci&n de 18. oepa mutante, en irelacién con loe pa o




~diogrdfica oiﬁf:ﬁhm;.’i L







E 4.5‘.4" .‘ ’h .

7S‘ Por otra parte, si oonsideramoa que el tranapoadn Tnﬁ contione;g
cuatro sition de restriceibn pora la endonucleasa Pat I, es 16gicob
pensar que al efoctuar la digestién enziadtica correspondiente,

clertos segmentos del DNA del Tn5 gquedan incluidoe en los fragmén—
tos cromoadmicoa bac*arianoa contiguoa. por lo que ge hace neceaa—.j

=fda rastriccién para‘la en:ina emploada; quadar{an adyaoentea & loa :
Vg;traguontos oro-oaGnicoa quc ge foruarian. Betos pequeﬂoa rragman~

i dannnte 688 pb do longitud, cudn uno, 1o que ‘&=
lnr*da oeroa de .455 i mando como: rerarenn;

- ,:;En'la figura 3. ae observa que 1aa bendaa A y B de la capa
fmxgso, tienen .adjudicados los pesos moleculares aproximadoe de
3.06 y 2.50 md, respectivamente. Estos valoraa. incluyen los seg-
«mentos trannpoednioon ya menoionadoa. por lo que fud nenoster sus~ .
tr&ergel peso wolecular de dichos saguentos pars. asf obtoner los
valores realas de ca'qffragmento purnnant- cromoséuico. El rosul— 7
1nsl ssignn lo 3valoraa ‘a8 2.67-y:2, 05 md n las boadaa Ay B,
etivamante. 14 suma da lob' pesos moleculares de estas bandas -
‘1nrroja un total de 4.66 md, muy aproxisado al valor detegtadio ex-

' parimontalmente (4.8 md), empero, ¥ 'eealta unn pcqueﬂa direrencia
(0:14 ma) entre ambos valores, que se origine del hecho de que ta-
lee eetimaoionee aon uproximaana, pero, conaidornmon. que los valg
res obtenidos eon representativos dada la capacidad reeolutiva del
sistema de anflieis supleado. .

Gracias a que el mnpu de reatricoidn del pldsmido pAOBE est(
dado en unidadea longitudinalaa eon Bu equivalencia on magadllto- ’




‘f;@697t;

nes, es poeible localizar el aitio donde la banda ailvaatre de

4.8 md ee interrumpida por la praaencia del tranapoa6n. "Log 8i-
tioe de Pat T que originan dicha banda, flanguean la regidén de
glnA-glnG, de modo que encontramos dos formas de. compaginar los
fragmenﬁoe obaervados. ‘Ona foraa situarfa al fragmenta de 2. 05 md..
contiguo al,aitio de Pat Irque eatlucaroano aljloaus;g__g y. ' '

,que no ea posible, ya que dioho gene eeti 1ntaoto, por. lo menoe es?‘;i
I;tructuralmente hablando. »,&]\ ; : .

elto, eonaideramoe 1a alternativa de efactuar otro mapeo fiaico Yy

con loe datos obtenidos, aunados a los resultados del ensayo de hi

bridigacién tipo Southernm, poder emitir nna concluai6n uds certera
-‘eobre 1a 1ooalizacidn de 18 mutacidn g__782:smn5. Asi, pues, oon-
;_tando oon 1a cooparacidn‘da Nsrio Rdbha Y. Alejandra covarrubias,=, .
femprendil’a’la 1ahor ‘de abordar uma eetratpgia de mapeo fisico mAs
~ ¢énoda 'y manipulable. 'Beta

oneistié en dissctar mediante enzimne{j,7f
.‘de" restricoidn, ‘1a regidn. donde 61 transposén. eatd Ansertado; Sub- . .
']'clonando previamente la mutacién e un pldemido. ‘bien csracterizado 
como @8- el 'PACR1, que porta 1a regién silvestre. g__é-g__g. ‘
" Cabe mencionar que laa evidenoiee genéticaa ¥ 1oa reaultadoe
obtenidos mediante al andliaia por hibridizaoidn, ‘sefialan tavora*z
_ blemente que el Tnj se 1oca11za en el gene g__g 8in embargo, qui—
aimoa aportar m‘B evidenciae que apoyarnn eetoa resultados. Por
eao empleamos Una nuevn eetrategia de mapeo fiaieo. S






Una maners de clonar une mutaaidn aeleccionabla. cono lo o8 la
,inaeroidn de un. TﬂJ' es peﬂmitir que ce lleve a cabo un proceBo de;;'t
recombinacidn gén;ca natural ¥, aimplemente, eeleccionar la preaon,f

~ cia del tranapoaén en sl pldemido. Para esto, empleamos la cepa ”
¥X919, que carece del operén nALG, pero traneformada con el plds
mido pACR1, como receptora de la informacién genética proveniente .
de_ la cepa mxgso, que por conducto: el fago P virA, fe tranadncn.}“f RN

"FAQI, a0 aelaccionnron aquellna rooombinantaa naturnlaa, protétro—v ff" :

"Zfaa de glutamina. qua fuaron rooiatsntea ala kan.micina. Poatqn fEE

73‘quellaa ranaformAntea‘oon“fenotipo,Gln' Kmr Aai, 8e garantizd e

~an buena medida que todas las colonias obtenidae ae nriginaron por
1la captura del pldsmido pACR1. portando la 1nacreidn del TnS fun-

:‘cional en Bu’ eecuencia nucleotidica.ugf’» S

- ’ipldmmido ailvaetre qua adlo preaenta ouatro bandas. Su 1ntiero
‘que 188 cuatro bandas extras observadas en el plismido PACR82, se
deben & que el tranepoa6n presenta en su aecuencia de nucledtidoa
. cuatro: aitioa de restricclidn para la’ ensima utilizada:. Con bade R
- en esto, me procedis a purificar el pldenido pAcnaz en mayor esca- -
;wla, a fin de eujetarlo a las pruabns conoertadne de digeeti6n ‘enzy . R
“'f."mltioa espaciﬂca v patrdn electrnfordtico de. 1on fragmentos gene. . -
i iplearon 1as siguteiites digestiones ensimdtioms: -
Baw HI, Bzl IT, Sua T, Dan HI/Bua Ty Dam HI/BL I1T. Se utiliza-
~.,'ron ‘eatas" ensimaa porque»-.tnnto el pldsmido como ol tr-nspoaGn pre-
" sentan pocos Bitios de rastricci6n para estas, Enaontramos asf,
que el tvanapoudﬁ Tn5 tiene un sitio de- rastriccidn para Bam HI,
" uno para Bgl I y tres de Sua I,y el pl&emido PACR1 presenta dos
*aitioe para Bam HI, uno- para gg; T y traa pnra 8-; I. Equq, fa.




,cilita‘ei'andliaie por'restriébién; Una vez que 8e ooncluyeron
" lae digestiones ensimdticas y ofectuads la eleotroforeais corree-
pondienta, ;1) prooediﬁ a fotografiar los geles ds agaroea y. obte~.

nidas lae fotografiaa, se amplificaron las imagenes aproximadamen-

te 4.5 veces, para determinar la magnitud de las distancias reco-

49,0

rridaa por ceda fragmento. Eeto, con la finalidad de restnr incer‘ :
}tidumbre a lae medicionan.v Poateriormonte, ae procas&ron 103 da~"‘

,lzpatrén obtenido por el pl amido pAéRBZ.;f”

3;un eitio de corte recomocible por la enzima Bgl II, de modo que 80

1 mapande rastriccién dal plésmido pACR1, preaenta ﬁnicamente“ .

'lamonte se genera una banda electroforética., En el pACR82, se ob-
eerva un patr&n de tres. handae (ver figura 6). una pesada de apro-‘ -
N ximadamenta 14,8 md y dos ligeras dé ,.78 FAE 15 ud, cada una.,_ng',‘- 5

; ZII en la regidn de: gInA ‘Tecorre. caei todo el plﬁsmido ¥y
’;“er ina en uno de los aiﬁios de reatriocidn del To5. la aagunda

'1men_ojmﬁs ligero, de 1.76 wd, comprende desde uno de los mitice ‘de
lraetriccidn del Tn5 hasts el sitio localizado an glnA, en gentido
 invsrao al fragmento mayor. A este ltimo valor, se le resta el

. peso moleoular caloulado del. segmento que comprende desde 0l eitio

'iaquivala a un’ fragmento inttrno del tranapoa6n, y el frag-"

=corresponda a un fragmanto largo qua aharca desdo el pitio &

de Bgl II en el Tn5 hasta donde termina, ouyo valor es Aproxinadas=

;mente de- 1 01 wd. e longitud. Ael, se deduce que la eoouenoiu 601' a




tranaposén ee 1nicia a C. 75 md de- distancia del sitio de gg_ 128 e1f
glnA y tal puuto Be aelenta sobre el locue glnL (fig. B2

Por otra parte, la digestién del pACRBZ con la enzita Sma I,
muestra cuatro bandas de diferente peso molecular, dos de ellas
correlativas a bandas eeperadae para el pidamido silvestre, éstaa‘.,
son de T7.92y 1.05 md, cada una, ¥y las otraa dos bandae son de
4. 38 y 2,22 md, raapectivamente. Tada la pouicidn probable el
*ftrans adn, ea*razonable penaar que la handaﬁde 4, 38 corresponda
‘ fragmento que. abarque deﬂde'el sitio de s eatricoiGn dnico on:

te’ un_aitio’d,_Sma'I an 81 TnS. 1oca izado’ aaimétrinamente,'éste :
eeté éituado proximal & £ nA como estd iluetrado en 1a’ figura 7,,'
ya que da la otra manera, o concuerda oon loe datos obtanidos. ‘

1LAa jamo, eate resultado permitid determinar el aentido enfalique
‘*eaté iuaertudo 91 tranapoadn en 51 b como se obaerva ‘on la figura\
. N

' Los datos obtenidos con las digeationes del pACRE2, ewpleando
‘Bam HI, apuntan ‘en: ’avor de. las interprataciones sfactuadas hasta
‘ahora’ Aéi, la digeatidn del: pl&am{ho pAGB82‘genera un patrdn &e f
orético andas,’ 2,39 nd, cada una. e
LA 19 a handa obaervuda de.
: 99fm corraeponda'a 1a banda calculada pa a el pAGR? de 3, 10 md,
'y que.la bnnda eilveetre de 8.25 md tué, divididu, ‘por efeeto de la '
‘[inaeroi6n. en: dos bandas nuevas. Al cotejar estos valoree oOn,loa*
resultados antariormenta mancionados, que” sitdan al sltio de Sma Iu,

del transposdén proximal al punto de inicio de glnk, se encontrd S
que ol sitio ﬂnico del transpaa6n de Bam RI entd situado distal a f‘_~ '
~la sona donda el gene gm_g inioia su expraaidn. La dietanoia oalcg




1ada del aitio de ineerctﬁn transpoﬁﬁnica hasta el sitio da: Peﬂ-»;tﬁg 
triceidn pars Bam' HI en glnA es. de 0,35 nd (fig. 7). S

Los resultados logrados mediante las doblea dlgestiones, loca~
lizan la mutacién muy cercana a los sitios previamenta eeﬂaladoe.
-As{, empleando la doble digestidn Bam HI/Sma I se obaervan ‘Beis
“bandas electroforéticas, eiando la mayor. conaecuencia probable de - o

una, Laa doe ﬁltimas bandaa ootejan perfectamento con Begmentoa

‘ intratranepoaﬁnicoa de aproximadamente 1.0} y 0,79 nd, segdn as

oaloulé. En adinién a e8to; la banda de 1. ,53 md. compranderia des_
"1tio ﬂe Bam’ HI o gn_‘,vhaatd 61 aitio m‘a prozimo de B

S ;En cnncluaidn, 105 mapeoa por restriocidn con 1ae enzimaa e
pleadaa. deslindan la 1nserc16n del rns en g__g déntro de una zona- :
de aproximadamente 0.17 nd de exteneidn, conprandida en-la mitad f‘ffﬂ
del gene que eetd. proximal a glna, Adeuds, dada 1a orientacibn ee

\'9tableeida en que el‘transpoa6n eetd insertado. y oonfrOntdndolo'»




que el gene que codificaﬁpara 1a enzima. aminoglucdaido 3'—0—?09'
fotraneferaea 1I, kan, responsable de 1a reeistencia a antib16t1~

coe aminoglucosilados, tales como la kanamicina y 1eomlcirm (49 :
.‘ae expreea an el mismo aentido _aly que se tranacriba_gy_g v al qua ]
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 Electroforesis de los
' ~-1) marcadores 4










" p6tesis nds o menos funcional, algunos da! clentemente logra-
dos. en el laboratorio (Osorio, A., et al 48), donde se han aisla— .




- cuando 1nic1amoa el proyecto ﬂe;buaoar y earacterizar mutantee; _i

i;afnctadas en. glnh ﬁnicamsnte teniamoa informaoién verbnl ‘de. la
'_exiatencia de este cistrén, por lo que oualquier fanotipo aaignado,
a mutacionee en este gene, era meramente eapaculativo.; Asi se :

raalizado, ) , S
v}ev ,enciaa ganétieas acumuladas inducen a pensar que la mutaoién S
g_-82=sTn5 ae looaliza en: glnl En términoa globales. los expe~;

e 'ner que dioha mutacidn eaeroe ciarto erecto polar‘sobre'ia iﬁ“";
.ftranacripoidn de 5;59 que' se aupone (25, 26 y 30) ‘8@ transeribe a

: plrtir de loa- promotorea de gggA 2 glonl, Las razonea que susten-
-tan nuestra. afirmacidn. eetriban en loa Biguientes hechoa: ﬂ) a
‘diferencia de ‘una mutacisn en glnb no polar (g1n183): que oontiara
' }enotipo Glnc"ea decir. actividadas 1tas - eonatitut ‘




"Acia del' gene glnG ailve'stre en un pltismido multicopia (pACR3) en
1la cepa‘ MX960, permitekuna expresidn alta constitutiva_ de 5 »




‘Zcultad‘de utilizar arg ,ina, amén de osfentar'actiVidades altae L;. L
conetitutivas de la GS. Estae mutaciones (g__~85 y 5__-86) 1ndo o
_;pendientam'nte. cotransducen en. un"tcoﬂ con. la ir

: ‘f;fﬁen'e_ta hiydteaza. Particularmente, contiamoa ‘en la”f";kl_‘
f'tencia de un, promotor en ln ; 1o our i si resulta cierto quizéa im.

-fmetaboliemo haoteriano. Sin embargo. aun es lérgo 8l camino qne
J7tenemoe que .2 recorrer pars sprander como gggygggggia coli realik""
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