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. . . . . .·. .. . . . ......... , . . . •.. ,,;.:~{1~'.'f11'J~f ', 1~ 
· toa mio:r(ló'i~1811óe 1'#9.~ooa,rfonte8' :¡u)liee~ .. h ·(ifoui'tat\ . a.l · úti'i.! . ..· ...• ~ 

zar el amoni~:'\lt\& amplia-sama de ºº•l>µ~étoa uitrogtxl&dos como __ • 
~ente de ni t:r~stno . oelul•1-'· _ J;11to .. é11 ·~$icul•rll•n.te. 'patellt• .e,ii : _ • j 

•.·· 't~ 

. '•· ·',_-:: ·:-:; -; . '·''" ... ,.,._.,,. .:t:,( :; ·-.·-~jJ 

Bn las •nte;~o~<lteHae/ 1&: ino0Hol'&Qi.dn.«e1·· --~~iÓ a .. -moiié;~- · -,¡~ 
. , .-.. ' -_ . . --·. ·_. _. _· ... _. - . .·· . -. ··L .. , .-- -~'·'··.-· ·.-.,,.., 

i.:e ors'nioail· ocurre ··~iailte doe V!ae conoo14aea Una' ~ue se dtt.be 
a la partio1paci6n 4t la enziu glutuato 4eeh14rogenasa (ODH), . 
que c•tali1a la t'oraa~i:dn de glutálllato a tx-avle c!e ·u am.inacidJl re:. 
4uot1.- del 2~oxoglutafato ·'i>or.~e1 a-oi~iltf>"L1 ·1··· ot~qMe:.oou~''·&T! 

. oiaa • l• ror.11.oidn d~ g1ut•111iilt .. ;Jiartird•Jlllónic> t>liut··~·oj-'- ; 
' . ·" ._.,- . ·- . '- _,. '·. _., .. · . . .. . ,'' .-- ... : 



: . Por éu-par,~1oipaci4,11 e~~º .. donador 'diteoto de nitrdstno •1? ,la 
·~1:~'.sm~_,aie ci,._.·u,.,:ra<>•.: ... ~~0•014os, 'oir:P~~ :m, gluooaa11ina;..6-toeta 

'· . ~ 



. .. '+ .. ' . '' '. ·. ..• ·•. '. . ''. . . . . . .· .. 
to y N•D s .l~ gllitllDlillll ee eitda .:,omo··u11 lntan~:t.hpo ~J..sv"1 eú 

. ,loe pr~ceso~·de e!ntea18 de prote!nae,;ilcidoonucleir~ua y polieac~ 
ridoe c'omplejoe. Ademde, dado que la forrÍlacicSn de glutamina ocu
rre exclueival?lente por una vía enzim1hica, la enzima responsable 
de eeta funci'cSn, la GS~ r&viate 1mport811oia. crucial en la fiaiolp.. '·1·l~ 

tJ.1a .·ba,c~eria~a,,: ~n- virtua·i~~ part1~i,~·· ep. el .prj,~~r:paao·· dt•üri&\._.·.: • . ,.'t'1 
/ruta111etab~;~ca.,··. prof~~•iiie~~~ 'raQ1itioa~a,.que'.Qor11~~ae'::enAl~i•'> . , ..... ·· ;;;:¡ 

:~~~1i§iii~ii!i¡~z~¡¡¡¡~¡¡¡¡~j:~~iilili~if íi~!!~~j~I 
a:lver~oe investigadores qu&> han entooado eue eetucit6é .'a la tarta . :'., 
de e~tableO~l' tllllto .lae car~ct::er{etioá~ qufmicae llllle i~portantjt~ · ,;' 

.,. ~-e 1• 81111!~ 1 • COD!o loe, ále.~~nhnnoe que,·moítú,lan aµ,~t~yidéd iµtij~.!tr • ,;j~~ 
·· .. t.~1ar. ~'··:):;_· .. · ·.:·.<.'.··"::;:· .. ·.· ;-· .,;>,~< ..... :,~·:.,<:: ... ·;· 

:: : .'. /,"•. . --: '·· ·- - . ~· :_'. .. 1·,' ,-.- ·t,<~·-·~ !.'."; .- :.:··.; :< ~-·,'.~;"{~ 

~' ~;i;·.i ... ·.·.1 

.. ~sori.•~•a·,.~:uM':tr~nte .•. li(otr•.· cad~ eubúnidad ·tltñe' la taciittad. ·. _,.~ . . a• cat.-i1z8.r 1• eisuiente reaoo:ldni . >,: 
-··. - .·· · • . · + Me2 + 
t..glutamato + ATP .+ N!!4 --------... t..glutamina + ADP + Pi 

AG • -5.2 .. lCcal moi-1 (4) 

.- ~ ho+oe?lzl~_~itne··~n .Ii.e1Jo.111olecul~ ~e 6.?º ooo. daito.ne~.·~ ea ~1. 
uta.ble en ·pritf,Jtil.oia d~ ~tiopeá di:V.lent~~ como: i¡f .o Nin +. . 

... · :Sn lo. ci\1.,, r•epeo.ta _, 1~ ~egul-.cid~ de·'ia as. ee.~n deaortto· 
· .. ~~·t~C>IJ.l•c•~teiloe c!1t~~ente.~ 4$'.co?íti-ol oelular •. pno.~e~lloe. e.e· 
tJéroé a ríivel de reB\ilat'idn glfnioa {~}:·f loe otroé;tr4'e a nt\tel 
4t :.acUvid•d o&tal1tioa (4 J, Estas eetrategiae eori lite eigu1en
tees ( i) un ~1atelli& comvleJó de control de la eínteeie enzim4t1oa 
que reéponde a las oondicionee de disponibilidad de nitr6geno en 
el med101 (11) inhibicicSn por retroal1mentaci6n ejerCida por alsu
aos produotoé terminales del 111etaboliemo de la glutand.na1 ( 111) in 
'tluenci~ de la dtaponibilh.J~d ambiental del tipo de oaticneti ·div~-

'.'·lt .. 



~ ... ~ .. , 1 ci~, .... 1.;.~ z caecada füfol.co (.5). integrado por 
a~e end11ae controladas por •etabolitos 1 pequeftaa proteínas. 
i:•p.l&dorae, que por medio 4e interacoion.as aloetlricae 7 con eub! 
t~toe, .11.odUlan la,adeni:ta~idn 1 den"e.~o16n de la os, 7 detce~ 

Id~ eu J.•t~)el a,klLUoa. ~~· ,1., .. , ·-- dO 4oa dolo~'. • 

·. l'j:t~ i::·lG aiuWli'#•· .·· ·~· opo.~o~6n · qti-al'H~t~ot ·eon -?o•·· utabdll,o•· 
j¡~. h¡i'oriantH . que· ~3troeii · etecto1 ~ctP%'6o9e e()br. iae · reac~ 1~: 

· ri•• de modl:fi~acidn 7 4eeae>dif1oaoi6n de 'ta' G$ (5). Ae!, cuando 
!eoll•riclda ooli oreoe en \in ae41o o~ .•Jté••o di uo~io, loe n1~e-
1•~::~U.oel~• el• 11utf&llU. •• U.qJ:eBf\tan 1 •• 'º~h.. i-. ·~~ 

• •• 

'O'ifi' 1s.i.•1Jn• •:t 1nct~••0,·a, ·10• nlTtl••· ia•no•túl•re•Hl · ,.-... _., ...... ". .;·, ' :.:. •"":· ··~- ·.· ' " ' :· .-> """''" "·. "· ''. -·: .. •:-.e-- .. --"'":"·: ' ........... :: ,; .: ' ·· .. .-:'".:,·, ·"''' 
e~o~oglt.t~tQ/.aotiftii l&-••~«•nitac1an. é·, .. !nJitbt,n ia-· riacoid~ . ._ -. 
4•hÍladora C4l. :ID oonoluailn. ••ha Qbeer.&cto .(6) que,tl ••tado . • 
proa•ct10 4• átnilaoidn de la GS, oorrelaoiona podthá11ente oon 
la• ooncentraoionH bltraoelulane 1 la ~laoidn 2•oxoglutarato/ 
g].utUlina. 

, 'Í..di1pori1b1114a~ tt• ni~rdpM en é:J_ .eUo no eolo ~tgula la . -
aótiV'iilad dé lá GS, 11.llotubiln ia oonoe~treoi6n illtd,oel\ilar d• . . . ·. -~ 
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6. 

:Poetel"ior .a eetoe ballamgoe, Garo!a 1 oolabc:!J:tador,ee ( 15) encon 
traron mutaoionesen 8alaon~lla que contarían auxotrofia de glut¿ 
aina (fenotipo Gln-), pero que no ee localisaban en el 4ene slnA, 
adeúe de poseer aotividadee normalee de·1aa prote!naa inv<>luora-· 
das, en ia. 1l()di~i~aci6n oo.,.1ezi1¡' 4e la GS ,(Pu, .lf ... 7 u.T•f1.•) • -, . 
e11 .. ,J.a19 ·ensiae biqeinthioae GDif 1 •. GOGJ.'! ••..• · Jledi&nte »Qn••J.láp•o • genl..; < 

; t; .:: 
q~e~14o ~· l& liinte•Ía ele la os en !•· 001.1. · •~liii~~ eeto• a.u;;; 
toree (13) encontraron que aparenteaeote ei S:r&ao 4• a4enilaoUn 

·. 4e• ia Gfl no.intlu¡e eri.J.a deerepreei6n de1tú ·aúttai ... 

_ . . . ~·~~ .. to ';la:.rlan•~ 4~ .U,~uar 4,l. »~4~oto ~l ~~· ~· 
. e>ont~da aiendo<uria ino6$tli~a, &UJl<lÚe una htp6tée1e pfé>\)t:,l>ie .•• .·• 
<fu,• ·t+mQ1q11•. ºº'o.u acU,.49~ 4• }•: t~·~t1Poi~11. -•~P~J;>o,o•be . 
~f>aibil1da4 4e' que<e.t;4·u11oluor.cio .• ~ la~Üte1fia-·I!· .· otra•llO-'·.· 

-· 14,~ul..1. regl.\lá4or.~ et• .l& trauortpqi6n •. fftóti~*'!~a;• n~ bia7 ea
tuU.<>• ~ói#-e·.i;a·· t:rpre11611.4•·aw, exoepto 'wio ·etfictj&Clo en.nue.-. 
tro laboratorio r~oientellltnte por O•atario ( 14), . quien eraplean4~ 
inaeroiones 4el profago eapeóiali•ado Xu !1 ea glnl, au;teta lR ex
prHicSn del oper6n lao ezeiito de au praaotor, qu• eeU 1ntesrado 
,.lpnou 4el 'baoter16fa40, bll.;to la direcoicSn del proaotor de 1lnP. 
•t>1•ando •11• inctnj,o•• )1el!'J'Q1enta a•nfti()lt.t e:r:itoea en e.studio~ . ' 

·. a~J>r• control ~•.la 1;1'.ntor1pc1dn (15), ee. ol>tuTieron datos que ta 
··Uo.n.qu19, ~~llttaent•, la. exprHi6n de 4ln1en )•. coli. H con~ .. 
tituti'fa, ta»tc on oon41ólont• lillita11.t•• ooao' 4• abunctanota.4• nic
tt4pno 11'}. ei IMl41o. . .. . · . . .. · .. . . .·.. · · .. "" 

Posterior a la idtnUtioac tdn del gene· jlnJ, Páhel 1 !1ler ( 16) 
aialaron 11\lt&oionea por 1naeroidn del protago llll, que eontieren ni 
Telea ba;toa conetitutiYoa 4• aot1vida4 de la os en todas lae oon4! 
oionee 4• creoill1•nio, fenotipo 4enomina4o GlnR. A4•-'.,, eatae IR!! 
'"'°ione.S. euprtun el fenotipo Gln-, orisinaclo por cutaoione1s en. •l .. 
ptte ai~, t· oorititrtD inoápaoidad de Utilisar tu•ntee alternati""' 
T&e de nitrdgeJio, taln oo-.0 la arsintna, prolina, ornitina, t-••.! · 



'1 <'" 

.. ·,;,·, 

. ' ' ' ·.' '' ' .. " ' : .. ,. ' · .. ' ·' ' ' ... 
nobutirato o ••~in&.. Loa f&dliijie do e•iae riutacionea ·!l&P•&l'Qn 
au,y li~doe al ,gane &lnA ,. ái~ afectar eu ••truotura, .Usiriendo · 
ad, la exiettnoia de un ohtr6n diferente al eatruotural, denomi.;. 
nado pol' elloe glnG, Siaultineamente, Iuatu .!! !! (17) comunican 
],a i~éntificao~cSn de wa se~· ligado a ¡ln! que ello• deoignan ~· .. 
o~ tgno1d~ ea el!.tnaiá~ ·en,.· J.a:::f'.•aulaoi~n¿·~~ la G3 .. •~. 8,alaou}¡!r..... . ..·· "'.~.: 

T0ifiiiJli&~i·~~lf i~~,~~;,~ 
'íüf.~ioa ~·~tat4t.~U.tt"6gtno; (t'enotipo A'Ílt~), 'lo q.úe ··~o.t :• par).;.., .,. "};; 

¡o 

Ar que el>pro4u~to ·:prÓteioo de ¡ld eet4 ª1>Uoad~ ·en ~ r4J~ :; 
01~n pnlttoa' 4e ia os~ i udo qü• •upr1*. el · etHto · 41 l&• 1mt&.:. . 
oi~n,.,, 11n · •lnl~· !.•J>IJ'Si&ible a¡¡p~er qu~ aJlb9e prO(\µ~t~~ ao~án 

·, ····"~.tio~r, d~o .. '.:~'.:~afu9t.l.~Jitei .. ~1 •. ·pi'O,lió1o'dt··.m¡:.p.ra.·•oa.,;.. 
biar~~ d• euooiifo-oi&n ~p'.reao:r;'& a au t~l'liaaotiV.4on. n.oa:... 
rtfcter 4ualpropueeto para ei producto de gln'R tiene un precedente 
sillil,ar en '91 producto 481 s•iit !l!2 (lngla11berg, 1. 1' Wiloox, G., 
op. cit., en. 11). · '' 

.... did1:~ tit'Qcl~o· -4~ uauorl~~d~t~d~oo16n !! v&itrot uUli
.. nd() DWA ele b&Qtef16tagoi . ~t4'4()*o..e~ ''fl11~o~•liU4oe1 tu~ .. ll~ 
~ 1At.:~ai&t4•>~ a. J/· .. 0011.,c~lln!>·, .,.,l'&riana !!91: <18> 4e- _ 
ttotaron' la ·etateeia cít a.1e l>rotema8 b&Oterianaa• s~ eábargo, 
c~do al u·U.l.~i.,t DIJ. .. 4• un.a º'"' 11Utant. 4eteotuo.a en el lo. 
01lll &lnB, euprHo1'& 4t unale1o ¡l.nr'9, encontraron que dOfl prote!• 
nae, ,una 4• 54 7 l& otra de 36 ldlod•ltonea de peso •olecular, 4t-
3•bap de 8intet1.••J:"•e. ~1 trátar de eaolancer cual de lae doa· 
protetnaaóorr•111po,_aftLal producto de Slnll1 encontraron 4ue un u .. 
po 4e. autaoione8, ntr:O-,. dijabÍI. de Bint•ttJ&i- la pro ... W: de. 36 tJ;" 



t ,· ·' •• ' 

·);~:94&J.;011J~1 otro tipo de .u~,Oionte,. coillo la. nti«o-, ya n~ ·~i-Qíi~f 
·. ~' 'eta ei' póiipfp1iido 4.' 54 kilodal to.n•e. De modo que eataa nid.en-

" · oiae incl:l.oaron que •l looue ¡lqll eatC oóntorudo por dos ganes, . 
ntrB 1 ntrC, que codifioan. para l.oa produot')e .. 4•·36 1.54. kilod.lto 

•· ~··· .n•p•o~iva¡qnte •.. · .. ·~"·~···· dea,c>1Jtm9n.qu~t1'•. ~ta~i~it~.,,.;~#>~ . ;'',. 

l 

~J ...•... 1.·.·.·.·

0
. 'ª.•· ..;..-.... ('..-.· .. ~ ...... • .. r-.•• -.-.... ;º.:·;·pt··.r1t.:.~.· ___ ; .. _____ J)j·. , 

- • , •• ""~' -·--~~"'~~-:-,~-.--~-~ ... -,. ... "? .. ,.: .. ·. . .·~ 

. ., : : C.•1 .• ~~dl2.eaaenit1 ~o~ ,il.~ ( 19) rep~ lá olo~9_1d1r 
.·.i o~te*1..016ii tl•lo•- át l• .regtdn- o~oao•dti~• que oOll»l'•nct• •1 

·· ;ji~~rl!!!.íi'J.':ooii.> Íl.10.tillouenti'U q~t adJt;Óent•~•i. &en• 11~•• 
·· :ooÚbabtt ¿on.auii{aiUoe. 4eooQtrÓl,·, exiate \til oi9tr6n QUt,pro4~ 

oe,un p~Üpfptidodt 82 OÓÓ claltónee de peeo aoleoular, pero, a P.! 
•r 4e au pr~xi•i4ad, 4•terainan que ee tranecribe en etntidoo... -
pueeto.a alnA 1 que no te coJitrol,do por la 4ieponibU14ad de b'i~ 

·t1'deeno en.fl ••iU.o. Por ot~ par1•• 4émuee1ran (19) que el l~c~e , 
A1d·•• tN,.todbt•n tl id•o' eentido que 51n1, t• <lecir, qut -cO-' 
1"it• •n etntt.«o in.arto de :1ae lilluutcill•• de.l. reio~ • AuM40 ll Jeto, 

' ' . . - . . . -' . . ·-'.¡- . ' 

-· .... 
' 



.. 
detel'ltlinán que ent:re BlnA.;y slnG e~i~tt \lD eepM:to int•roif1tr6nfóo 
de aproXiNduente un niiÍ paree de bases, cuyo andliaie sugiere . 
que participa en la resulao16n normal de la os 1 de 1a hietidasa. 
Esto. ae d•di\ce del heob,o de que ciertas mutacionee en eeta reg16n, 

• pri11cipal11ente ·deleoicmea1, confieren ~ivelee en111Jlu{tic9e de la Gfl 
>• ~la~J4&M& altºe conet1~uHv.os, fel)otipoa deaigne,de>e GlnC. 1· Bli.tO, ... 
. ~!~P.i~~.~VfUll,ri.te .. · .. E,s~e > ~~~~~rta1111ttnl.o ae .. del>e pro l».l>l•.iaente, ;: .,J>,tc! 

i;~~l!lli~!~,l~lilP~:~i~ll! 
P8hei f col.a'boradorea (21) han aialado autacionee que eupriaen 

· . ,<~: '°uxotr~t!4' d• glut&Jli~. propia ~· ~l. teraoiones .•11 el gHe &111!; . 
. ·. ,.cl~~···~''ro~~ri•~.de~ .Pl.°ºfª~ºu*~!''C:i~lj;~~o.·IQ )1 Jlªº. bl•>.}•D. 

::'.ilJlit~!!~ltl~i!~lil~ª1:El~~f ! 
' 110' l~o¡;i:a8.aa~ en 41Jicj~ ' pero que. -~'1 '¡t()~~ee aobr~ :La exp;ree16~ de 

.Cate. Betaa·dltimae wtantee, debieran ser capacee de :revedir a 
fenotipoJ.ut+ t1n1o••ente por mutaciones que permitan la expree16n 
48: glnG. . •• .•et• rHp41cto, Dhen !l.~ ( 22) ban del!lo&trado que o ie¡ 

. :*¡~: ~ele()ióllee' en ginL' C)ltrB). J"8~l:t•n ;en ·º'JI&ª. ooxr te11at1p.o,· )les+, 
· · .'·ee '4eoi~,·"4~• ·tiene11 J.4.1 t~!)~lte,4 éie \ltj,l~11ar f'ú•J!l~H·.•lte~ti?as , 

.º:'~t}.litii-~4J~no, o~do '].a_'t~ente ~:t~i.~erlóial ~.1 ámciJ1io- .eittl eec~ 
. · ~'·~~:•'1:,ent•·~. · · · · · · · · · 

. i.• ;Ületroionee dél protago )ru !1. en,,•l gene .l.JiG de I·. 0011, 
•. 'liermi tie~on anali•lt.r i.. expreeidn 48 'éste'· .18 que tl gtnoma v1ra1 

1nHrta4o en orientaoidn correcta peraite que la expreeidn del OP! 
r6n lac. quet:!e bajo la cUreooidn del promotor que.Anodula la trane
CJ,"i:¡cidn ae 5litG. .&d, los autoree (21 ), aidiÍ~do los nivelee de-

·· ... te9tabl•• d~ ~-plaot~eidaea, lo~i-C>~ de~erm~J" l_aree¡i_uesta ... 
·<t;fa,,ecrlpoional· de glnOen .. cUveraae· condiotonee extra: e :tntraoel\\

l&ret• · :s•1i•s :t.livastfsaóio~ee reve.laron que en l&s oepae con eF 
" ' '.- : ; ~ ' 

1 ~ •• 



' ·. ,, 

' . alelo gln<Julfu !11 donde loe nivelee de GS e bietidasa eon bajos y 
no regulados, la preeennia de la resi6n silvestre gl.nA-elnG en un 
epieoma, no e~lo :reetaura·1osnivel4'e~ormalee de ci~c~e ensU.& 1 

alilo.'1u,•;~.19'8' r,¡1Y•i•e d•'A-sal•otoe1~·~~;e0,n; t~mb:iln·•o~µldoe :~~r' · 
--:. :.···.··· . .. , ... ~-- __ ._,._ .. ~ .. : .. ·.':-::··'-' •·'.:::_,, "\•'.:':_•': .\ . ·,:·--:-··=:_:.'-<"_-.:~:i·•' '·.·.'.--.·-';:.-·:·;·.,;'.· .. · .·.·:···'¡':.· . .-,.:,-

·.· .·.· ·~···.~1·epon~bi1:~a .. t! ~e .. ll~t~~ .. no .•n el' .~~40~ . ••i• J•:·e11\tea1~·4•.l 

:,,\~~;1:~i~i~ltl~r~!!~~•1~1 
ª' ¡li(! ·•n oon4io1one~· l1'it•t.e de ni1;r6pno! ·.• Sbi· tabargo, taa
l>14n ••ha obnrva4o que la expreeidn clttglnG, ••41cll..por lo•niv!. 

.:J.e• dé. '~P~to81~8!l••.· jli41de prooed~r ae·un pro~Qtol" ind•peii1Utn-

-- l 
· ·•• ••'·~9if•~.:. ~th" ,del••&wid4>. pr~o't;qr, 41.e~·:• .glnA. 

: . '. ' .• " . .. \ - ,. . . • ¡. - . . ' ' . - . . • . • - : - .. . . • . - .' - . . ' ' . ' - : ·." ~ - - - • . 

. . . ~ o•Pá.• ;--r~41PlQ,id,. ';\le 1levail' 1- c.on•Uiúol4n ~.nltio~: 
;j1n••1].q6s.i~ j1 ~n cróao89• 1&W2h11'45 ¡lnG+ en. epi•o•, }lie .. 
eentan uU. regulacidn nonial de la eint.sle de l&G8, pero no act! 
van la tnns!lripo16n del o_perdn !U!!; eeto es, apar•nteuw~te, que 
la eupueeta ~~reeidn d~ &l:!!! a pvtil- ele un pa.-o•o~~l' dietal a . ·. 

· . ¡lnJ., ·es lutid.ente ,para ,o,~nb-olar ade"~4uente la, .t~acripo~d~ . 
. ·, :ael a-tt• .,.,#ot~l oeia·~~~ · .. pero In:~1ci•nt• ·~proilóTf~:<~:. 

!.itJ:t••i4.Q·4,~·'·~p~;r~n hut1 o 1'" rea~~ el te119~i~o lite·+ (24)~" 
< l••u.l,•d~i, •~i.1U.1 •• blu>, .o~•mao· '11: !• •ero«elle8: (2l). -- .. - . - . . ' . ,. . . 

. . 

·•., Por. otro 1&40, dhen, Bac)JlaJl 1 .-aQ1lilanit (22) coaunio&n ia o&
raotori1aoidn 4e un gene en i . óoli, cu,a 1nutiliaao16n confiere a 
la cepa portado~ el tenottp~ Gi;;C, .ldeúe, las mutaciones en ea- · 
tt gene a.nalisadae, aupriaen el .fenotipo A.ut-, caracter1etico ae· . 
lae HJ*B que portan el alelo s;ltB31 (2'7J, gen• e1,tt~ctural de una · 
de laeeulnulidadee proteica~ dela endaa glutall8to 8int•ea. Iáe 
inveetigaoicnte de eetoe.autorH (22), eetJi.lan que.la capac:Ldad c1e 
cotU"erir el fe~otipo GlnC a cepaa port~dorae de: ,dichas rautaoionee~ 

. reside en una reg~dn de aproximadamente 480 paree dt( ba~ee, éitua.-



11. 

eta entr,e ¡ln.f 1 slnG. Beta evidencia,' ei1dlar ,a 4la ~e~cio~da t~ 
terioraente (19), 1hdioa que entre estos genae ee encuentra uncia . . .. . . . . . . .. . . . ·-
trdn que los autoree han denominado glnL, cuyo pro4uoto aotlia en '-~ 

trana, porqut o~ndo e;L g•n• silvestre '' encuentra integrado en .),~ 
.,~--~~111d'.~p., ~o.-p~e~en~,-~.f~s. m~1;~c~~pea· ~~~u&leo J}',.leoi~ne~> f:,ri~~ 

.;1,~t!iS~~:~¡;~~:~;;;:~;¡,:::;:~:1 
' .. ¡,~~~::_.,~ ·~i '·'1~~. ((~•'. ··11•• . ui.-~'-. 11 at,·· '.4• ·~~ó 'q . e:·,ll~tr~· ... · · .. ' ,11·i~~t~ 
~;i@~'tt::;i~i!1~1~·l;!t~~~:F~;!~~~:•f . ! 
e,ie~ir ll~~oio:aH~~- «lnlt po~• 10"1 la_.expr,~~6~ c1t cl.nG. ~q!! . 

• • .. i4u1.:11u•<1i'oíÍle · 41•bíJ~ ·~t bi~ _el, ,t~oU¡o ep~~iC~~o~. !!º • r•~c1or 

~,11~~~~:e_:_:?._·_._L_~_:~~,~·r~~,,~,~ ·· 
.·-_:\('.·;:~ , ''"' ' ·,; . . 

· .•. ~~~·~a~!~~:~;;!~!~:~:~i::Zf :i1~~~~,~::~r 
·1111•r (25)deaoltraron queetertae•utac:ion•a'qu•'•f'•otan al ge
ne ¡lni .1 que no produoen. niv.i,e 4!t•o~_blH de. i. eli.111a .• _os,. P~! 
!l•lí~an;·ei t•noti:po R~g- p13r :•~r po~esaobl'e gln!v1·~, ·. 7 po~~ •· _.· .. · 

'!l~e- '•u_a t'!íiot'ipoe r't!lll•de>r•~ _ a•ooi&ct~~ (.ae~f) 8oll.'a·u~·111~4.~.- pQr. · 
·-·!ii#o1onea .qu••·aiter.n·•1>·taotor~e t'•Zit.o1~na•·1~':tranfc~~)odD. 

t!lº• 
··::. _._.· uli >ieoho ciue :4••'-1t••~ ei trabaJct 4• aut•r.-an !l!l·· (2,n >•" 

el•'.d•·.Jt-~r 1t•o•tratoüo1tH.nte que -la,acti'fao1·6n--4e ia hi•ti~--
. ~ 'no·.·z.equi•r• ~. 1~ ~tio~pacicfo dt :ia GS• . ¡,ué;~t'o ·qué •l:· aÜ~ri-'"' 
a:ú-8e la' polaridad d• Cierta• mu tac iones puntual••' ,•n alnA, .. r•! 
UtU7• la regulac16n non.al 4e la hietidasa, lo qué 1•pl1oa que loe 
op~rotiee oontroladoé pof nitJ."6geno, agrupados bajo _el te~otipo Be&, 

· .· .. no requiellen Af. ia · qs. ~' ª'1 regulae>~~n'< · 



·,'• ' 

'·- . :,:/:.::· -:;q - ·,/ " ··:' ., :, \ . -

Reto~l',lclo a·ia·14ea d• que loagenee glnA, AlnLy ¡lnG eecon.! 
titQen en un oper6n, loe experi11entoe utUizancto :tueionee de loe 
genes gln.&-lacz en!• aero¡enea (26), han arrojaclo algunaa~l,lsem 

·. o ie>11•• : ci 1;!. P,•~1 ten o ()9,P:l'~ncltl" . od•o se · llºcl~~ tl¿¡-!'i.11~•~ g,!l,f ~.9,~+. : . , .. :·?~i: 

notll&la.ente.ein la int•n•noi6nde ia·oa tunoional. 

..•.. .• ·•• .Bn•lpnoe ee~4io•:;(i6), "Plea1t4~ 11~roctiploid•• _que. l,1! .. tfX • 

8Jcp~e816n de .!!!! a paftir del proaotor de gJ.n!, DO puede ltr re~ .. 
primido tan etio'••nte ooiao l.& upree16n del sen• eUnetre. ~U!! 

t11ó 88 caretl•; 4 .. Unt. etpli~~oi611 Pa.~ .. !•te eteotq, reaul ta' •tra9u ' . 

;~~I'l~~~f~~ifl~~¡~~~~,;.·· 
· • 4t' ain&. -~ j.· 0011, _r•.,~~- ',lá .extil~e11011( "'· ~·- •~t~ºª> pl'obabt.a 
~e•.reoon0oiaiento de la ÍUU P()liatrÁM,, OOilti.s'UOI 1 llUJ oercanoe . 

. en1Ír-. e1 (28)~ . · ·. · · 

Saeta eate punto, l.•• i~YHtipoionee realisada• tavoreotn al 
' - 11 . • '· - - ~ . . 

púnto de vieta .da que 11 produotó di glnG, repx-i•e l~ traneori;p-
oidii iniciada ~•11 •l. p¡.Ó9Q~ol":te>áln'!, oüando la preeenoia de ali'Q.;. .. 
nio. en 11 ••dijo ae abundante; pero ouando la. dieponibilida•Lcte ~ 
aonio ea u~, la tnrieol'tpcidn del opardn ••. aotiv. •n reepue8.. · . ' .'_-_ ... . ' . ·. . . . , 

: \ ¡ 

,·~· ~:;~~ 
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ta a eeta condioiCSn. La eupuesta modif'ioaoidn di repreeor a aoti .. · 
vador que eufre el producto de slnG, preeumible~ente>oatal111ada ; · .. 
por el producto de slnP, se piensa que es ooneeouenoia·d,e la inte! 
venoidn del producto de slnL, que responde a las oondioionee de n~ 
tr4geno'en él •edio. La 1nformaoicSn tocante a. la dieponibilidad 1 
abu!idanoi(I. df reotll"asoe nit~os•nados eti; a~renteme~te, tran11•it1d~ 

,<ªl p~~du,o~o_ ~·· s~nL por l~• p~~tdJ1~8 1>11 1 ur~di:J.-t~•t•"ªª': . ' .. 
. ~ue lt()J1 0011p0Ji.•~tee 4191 e.i•t•lltl !1• ad~uli].ao idn. de la G~. ;r qu• rt! 

i,,-¡~~i~~;~~·:w:r~r~ai~~iii;E~,, 
:;¡f9~'1~º'tunge qollo -~1lti•ot~~dor; eeto ee, · que. étnter~~er,•>•il .l. ~º.!! · 

· 'y.ere16n de ·ia toi'U repreeora a la actt,adora 4e1 ó().pleJo resui~ 
dor. Por o:tro lado• parece eer que la traneoripoicSn idóiacla,en 
•l. •~pµ••to Pre>~otor de SlnL eetC.eujeta ~ repr .. i~n.~9r el produg_ 
to d~.';4lntt'.,: ~·o)~tirlwi'.'~eno..1'iahio, Bl.o~n 1 •~~tk:• .. (.39},, 
quit.il$a:in()~nt~on'. que 'l!I' exprefli6n iniciada'· en 'l•-~81.Jn;ihíer~ ... 

···:~~~~~~r.~~ i~:z:~:;:r:;:·.:·::.~:M:·,:~'i: 
. p~efl~.n~. •1: aUj ~ugerente la . u•a· de que el pró4uotó 4e. slnG • ejer~ 

· · ó~"~· ~re·~~º ~eptil:o eol>r• ':La expreei6n 8ln10•· .\' Íii&~~r< «•i pro•i. 
to~ put11tivo de ¡inL, 1á que en o~ndicionee 1~:1.tarites ele ~itr68e•" 
no, donde la expreeidn de sinG aumenta, ee abate la tasa de trane
~ripoi6n originada en el proaotor de sJnL. Cabe ~eaar, que las 
autacionee .·en slnP no modifican loe pa~rones de expresicS.n o,bHM'9.o-
4o8,- lo qu411 ¡>rc)bablell8nte ~apliot(q~~ eete prod'1óto'zio·actda•eobre 
.esté proaot~r, · · · · · ··· ·· 

: .•. :~ J¡.º"•U1 Bobert"' :r '!Ji•t·· (31), · ei'eo~aro1lJm··a~Ú1t,1•· •rilttd~· 
de la~L 8uputataa tun()i'Olltts de .loé produo.toe· de giJ1L )'' glnG< media,!! 
t(t el. empleo de nll1l•rolaa '..U~aoionea en alibo119 genéa; Uáectan• s•- .. 
llltiouentehablando, algunas propiedadea :runoibnalel de l~a pro
ductos polipept!diooa reepeotivoe. Ae!, ellos atri'bu7en al produc
to de s_li!G dos funoionee. Una 00110 efector po1it1•0 sobre la ex
preeidn de ¡¡lnA 1 otros 8ieteu• resuladós por nitrdgtno, ba••ndo- . 
• ~, p_ara es.ta afiraaotcSn en la txiatencia de 11utaofonea que eliai-

•' e 1~, ," 



14° 

nan las funciones pro~doas 'i que conaecuenteme~fe ceeü.l~ari . ·. 
eer incapaces de dea~eprimir la expresi6n d$ slnA. r.a otra tun~ 
ci6n imputada es la de represor de la tranecripoidn del gene es
tructural de la GS, fundament,ndoee en la preeencia de mutaciones 
en slnG .que originan auxot.rofía dll glutamina (31, 32) 1 en la i~C! 
pacidad:de mu0,h&e lll'lol:t~nteti'•n eet~ locue deeuprimirJae aHerac1s. 

··• - nee en s!!!Zt 1'ra el· ;:tenotipo de no~uUliHoidn de amonio óollo .. 

r\i;:i:~1;~~~~~; ,f: ~:;.~''ri:~1~~~:!~~~i:-
.. ~Ít:ite!#• :4f.; la GS; :. d~JaC)etraé!o por ·Jt. tr~-º\l•nt• . oo~renc ia de eupr1 

· ~ora.e d~Ú 1teoto ortgiitado por autaoionté en alnl, por la ex'iattn
oia de autaoionee no polarta en e8te loo.us que preeentan el tenctt,1 
po G,lnC, 7 porque. ••• han aislado •i1t&ntee defeonoN• en ~.· 'I~• 
•on ¡.ever,~ntee R,s• ci. 1,., m~~~fone1s •n •ltB (27) . o en siiíp(:~9 

· ·ad,•~•• •i :i>J.otiuoto de:: SlrtL . pa#'º*~ aer c'r•qµerido para ia·. deíflp'i-•_. 
... · ~i~l1 d• otro$• .eiele._,e\l'~~l•doe l>9l,\:.J1i,tr68'11Q9 .. ~ que en t9~:::•i 

· .. ~1fir: ;a,·l"e •utaoiolle~;en.glnq, ·.v.~t~111eri~•·.···todá~ .. t• al1Íeral)'fti1Ws· 
englnL opnfJtrenel;t~~~tipo Re~~ e~oept~'f&qu.9llae que pre~en~an 
~~ fenotipo ·Glno, q\ae'.ool'Íoo•itantiétlehte· éon ne8' .. i · ·••··· : · 

. , Sin embargo, BaokUn 1.ool•borado~ea (33), afir•n que él pro
ducto de glnL no es esencial para regular la ei:pree16n de sl.nA ni 
la de lo& operonee controlados por nitr6geno. LoR argumentoe que 
eegrimen pa~ Jraear e11ta afiruci6n, coneiaten en haber enoo!ltr.ado 
qlie la tegulaoidn de dichos .eist~rlae e~~ i.ut1antes ·~•ctac1ae ª'3 4lnt, 
Í)o'Jif'ieren cualitat:t..faiiente dé l~'.·obee'ryad~ en oepae ·e11vestree9 

. ' ., ... ·. . .. . .. ·.,,· ·• ' ' . ' . ,. . . : . . 

'aunque o~nti~til*llente, tn &bU1'd&noia dt. aliOnio,,l&e mtitani)te . 
'eoll,:11enQe.:etiote.nte8 :qu,<lae eilyeetl-e.e en 'repriliir 'le dnteeie. ele 
iá GS. En adici6n ,a esto, sostienen que el producto de &ng propo,t 
oionado en ba~as conoeíiitra.oiones, ~e'gula laexp~eei6n de gln.A, ein 
el audÜodel producto de 5ln~. Taillbi4n eeflillan que ln ausencia 
del producto de glnL no previene .la fuerte repreei6n de la sínte
eie de la GS, caraoteríatioa de lae lllutantee defectuosas en dnl', 
de !lodo que, esta r,preeidn que requiere d.e la proteína funo ional 
deglnG, parece pÍ:-:~•oindirdeí·produoto de alnt. Emparo, lde re .. 
eultadoe obtenidos en nuestro labóratodo, indican que cierta r.au.,. 



taoionee en slnL, no polares, aüp:rimen la auxotrof!a de gll.tta1111n.a 
ocasionada por lesiones en el B•ne slnP (Caetano, I.,comunicaoi6n 
personal), hecho previa11ente mencionado por ~Uvereoe autores (18, 
21 1 31). lnoluaive, eeflalan Baokman y ool&bor~doree (33) que las 
mutant.es afectadas. eii ilnt Ion oapaoes de utilizar arginiM o ·pro
lina.·001110 .fuente lfnioa·de nitl'6geno,. infiriendo mediante ,ei1te he ... 
oho qiHr el produoto de (lnL no a,e 1:''l\li•X.-~ par.. .la ~otivfi.~J~ll de 
la-.a1nt'e•1•. de lae~ eniii¡..-. que '.propo'roionan .amonio tntraoelµlal'~ · .. , .. · <:'.:'~:: .. ·:.:· ' "·' ; ·,·:.- · ... ·, ; ' \;:· ,. .._· . . ·. ' . ·. ·' . . ",'¡ • ""~----· ••• ··-·,\ 

ttáe~l:ta durtoeo que :entre di••r•oa •~t0j-ea 'exi•t•n•deduoÓionee 
. antas6hicaa sobre lae t~n~ionl~ d~l ~roduoto de glnL, ya que por. 

un lado unos ( 32) atirun que eeta prote!n.a ee iD.diepeneable para 
la regulao:i.6n glnioa de slnA y c>peronea Rtg, .ent .. nto otrc>e (33) 
aoetienen oat(tg6rio~nte que el PJ"Oduoto. 4•.·. •11tL·110 .ea. eaenoial 
parv..oc>11:t.~ol&r la .. ex¡iree16n de eetoa operone,; •tnoqu•.p~b._~1 ... 

··· .. m:ent• :cióUtunique Wo:rucidn redundante.sobre la·d:i.aponibilidadde 
n;l.trdsin~ en el llied:i.o. .· . 

4tfu· ee .preoi8én 'de. estudios gentftiooa 1 tf8iol6giooe da pX'o
fundos ;. exbaueÜvoe. aAln. de tntar de d•••ótraflai- el papel que' 
desempellan todo~ 7.oal!auno de lo•prod1.1oto• sl.rii.ooe 1nvo1ti~radoa 
en la regulacidn de la eintee1e de la GS. Logrados eetoe objeti
vos, entonces, podrin armar.se modelos úe estructurados y detall~ . 
do·e que expliquen cabalmente la manera oÓmo las baoteriaa. entlri
cae manejan loe recursos nitrogenados que esta(n .a eu diapoeioi6n. 

Bl objetivo del preHnte trabajo tu• buac~r ~·.en eu C&Ejo; oa- .· 
• raoteri~ar las rautacionéa en el gene clnL, a t!n de tratar de oo• 

';• :prend~r el papel .. que el producto de este gene dee.mpefta .er(la ·r•Q!· 
·· laci6n gen4tic• de la GS• 

•.\ 

'·.·· 

. ,:• 
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CEPAS BACTERIANAS Y PLASMIDOS. Las cepas baoterianae utili~a
dae son dtrivadae de. Beoheriohia ·.2..9.ll Jt-12 y se. enlietan a cont.1. 
nuaoi6n1 . . ·• 

¿INO'l'IPO . REtiEVili~ · 
'1 ,t:·· ·•' · ... 

llX960 · , ¡lnt.82 'J Tn5 

·. $1~1;·;:,;'.•·.··.····.~"ll'.,: 
Jtt988. . ¡itilj1 

.. 111019 . i$!&l 

....

•• :·.·~·:···•·· .. : .. ;
6
6·,····:.•.

1
1····.,' .•.. :'~.·.·.·.·.• .. • .. ::.· •. ;:.:_ .•. /·.,· ··~il .. ~ire .. ~,~~ .. •· . / ti~:=(jWi';!4 

,Gl~+ A~t7 11é. 

·. '.!~!!f ·~~····· ... 
Gln~ br .... 

,tl,ln+ ÁQt-. 

GlnO l.utt, 

-~1..:9~fri 
· a:Uv~atr«l ·· 
· ª*~~·?~ut~ . 

•. . . ~ :A exq,jój.6~ .. cié· l• ,,Qtpa ~j1~(16, >todas · l•( dt~fl· flOil d~?'i~~aá < , 
·. ·. ~e, ,i.a .~~14;'•~()).~~~!'·~~ ·ll1:~1~.-qu~·poa.~e~ .dt~t'otdn ~~o~~e·6~1~a: 

q~•;.;lJ8roa .e.!~ps1 .. att>i-b:J.o~ provie1te cie l• 111614, 7 Qrigin6 las· .. 
oepaa.ua50 7 li919. :ra tiepa. u913 se aer1vc5 d• ia n:902, ed10 
que posee una mutaoidn puntual en el gene !:!!?!, de modo que ee in-
capaz de 11_evar a .cabo recolllbinaoi6n normal. 

. 1;019 p~~alido~ •. !1,U9 ,~I · Ut~Üll&r<Ul•' .. 1'\l01'0J1 geJitil)l,~tie ~p?-oporoió-. 
nadoe por Co~bia•f exq1p~o el ¡>AÓR82 •.. ·;:A' oon~1nuaoi6n· ee !J!lÜ! 

· te.n• 1·,••'·~•·t~ e1f·1a fisura .1 ~ .· ·· ·· · -· · · · · · ·-

: :t>JilStmio:: . 
·• pAoa1. 

p.&CR2 
p.&0&3 
pAOR8 
pAC!82 

G!!OTIPO 
1ln1 •sititJ sina• 
slnA+aittL+slnG+ 
glnG+ 
slnL+81na+ 
a1nt+11nL8211'l'n5 slna•. 

•:roOTrPOWBVilTE 
<J1n + 001111111 

Gln+ Apr 
Apr 
Ter 

. Gln + br Ool 11Dl1l 
. . 

. • Investigadora ·titular del Centr9 de Inveettsao1dn eobre fijaoi.Sn 

· de'nitr6geno, .u.R.A.I. 
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n:ó!os y C()JmÍCIONES.DECliBCMBNTO. Anteriormente, se han QO.· 

''mifo°1~'!'do (34) loa m~dios de cultivo empleados. El inedio mínimo ifÑ, 
contiene lo siguiente, en gramos por litro de aolucidn a pl:l 1.,4: 

L~~9.p 13.6¡ R'2S04, 2.61; _Mg~04'7~0, o.2i, Ca012~·0.01.~,P13so,( ' 
· .. ·7~~~ :p. 00,5. . Ade~~, · :ae , agr~~6 ;sluc os11.. liUl .:fll91U? i6n .11 c~n~~n tr¡aét.6n ,·;. .'. :> 
· ttt*l)dél 0.2"~ 00111.9 :f'uéüte h '.óarbono~. y co111p f:uentce 4.;·· U:1trtSgé~ .. : ~<<·"';> 

zy'ii~~lllllti;~if f í~í,~J?~ 
.·,. tfiff''1lCti;~ierto~','~equerimiéntoi'.·,..tab6ÚÓQ~y, ~OlllO eon 'biotina, pro 

'una_, :,,tlloi.~uoina~ Val~~·,etc't~ra,. ut1lLS$&11doconoentracionesf1: 

ei .d.eo ''ae ~~xiSt:;'.o:te.a de eete a:m.tno.loido (MX727, mso y la919}, 1 

con -~tib16tiooe ~ preeernrl, presencia de loe a.gen~~' que 
· oor,ilt~!ten red~te~c~' ~ •~.tpé .~o'1J)uesto•h .. ~~spoe6n ~5 .7 p14n1~ 

llltfíi11B~~~~1~ 
áe d,~Ü,t:t'~~;ací6ri' se~ ~ig11id pár&; los ••dios aé ·~u1'ho 1 &.i'~ci6l'l, 
ee8lfu e.i caso de que se tratal'á. 

.. . 

LOs cultivos ee incubaron a 3TºC de ttláperaua. 1911••~•• 
agitád6n 11eo~nioa oua"cio ee .~IU()n mecUOI J]q\t~t,-.. ..,H ;O\ll\1-
voe et· efeotu$ron!•i.: _.trae•• nlttei<>tdttl.o4h•'•• -..u,· •W..•• 
erl••1•i- p1'0•1•'~~- 4•• \U\ b..-Uo .ia1i9ra1 ••. ntr~•• r •1 ..... . ' - . ·. . . ' .. '" . ····-. 



to celular .. ee determin6 por turbidimetr!a (36), ;mploandOee un co
lorímetro nett-Summereon con un filtro rojo ndmero 66, que deter
mina Bl grado de turbidez ocasionado por la conoentrao16n de c&lu
l~e en el medio. Eeta se expx-esa en unida<}ee Klett, tomando en 
cuen.ta que .40 \,Ufidades equivalen a cerca de 1 x 106 o&~ul .. e/ml y . 

•· tc>O ·~nid&de$' córrespondén .. apro~imadamen te; ·a , . X: 1 o~ o(fl u1·~~/ml ( 37 ):. 
·~~~:. purit'io~ .el. DNA, ee fi~ti.'f~aron ma.traoeé Pernbach::cpn: capaoi-
~'~,.~"'Tª ú~;:i~7#~;)'ª ·-~~o}~~·,·c;~1t1to·,; .. ·· . , ... 

·>.;, \;", '·.·' ~··,:·''' ·. 1'''?·.~·. ,. ... >'.:,,\>:'.~. 

nfoónriinN~Oa >Ó~TIÓOS. . .. ··. : : ' 

:.!~NSDucC10ns. S&.· utiúz6 ooitio . veator de tran~fiucc16n · ......... ¿ ª 

liza.do para Eeolleriohia ooÚ el baoteriÚaso P1 vboA. Le. prepara 
'·.:···,··.· .. ·' .. ~ .. ':: ~ _, 

c,J.,6n de los Jisa~9s 1 1013 J.~neamientoa genei-ales paralae transdus ... 
oio~tll se 1-e~on tn el m~tMo·de Miller · 05). •· Pai"U obtener loa • 

: l.1.~-do~1:~e ¿u+#:v~ro11.1aa·;;~é~&.~t.~cmado:ráe en··.metiio d~triÜ..,.o··has~> .. 
ta• afo~rizar \lria'áensidad ·4~>apr0Úmada111,nte .1 x JO~ olnulas/ml, en .•... 

·. tQ~p¡,á,¡· éetÓmarcm 0;5: ~l "~ .. ~.da culti'lf'.o i.~e· m~zot~:rori con .0.1 .·~·. · 
~i.~éi a~ado P1 diluido ,a u~"conoent~ao16n ·de· fo7 unidades forma~ 
d~l"a$.de plac~:por mi11Út~q(uPP/m1) •. La.me~ola ee hfto dirlcta-' 

·ilte}l~e er{tuboe de ag8r suavé·Lµria 1 · euplf)~e.lltado oon C~Ó12 2.5.mM 

(Le), '3 se plaquearon erH.:ajae de retri conténiendo medio LC·ra 
(agar Luria con cac12 2 .5 mM, timina 0.002:( y glucosa 0.2~}, :para 
posteriormente incubarlo a 37°c, aproximadamente doce horas. 1'ran!! 
curr1do esté lapeo;. se removitS el aga.1• suave y ee ooloo6 en tubos 
pa.;,a. c$ntr!fugs 1 se agregó Úoro.formo >(O. 05 ·"~1/ml de liea~do) ~ •para 
li~~uLla~ º'lulila, en eegui~a se agit& v~goroaamente y sé r.someti6 

a·, tit'Uít:t-i~ugaÚdn, para t.iedi1t1en~er·los restos celÚlares y 116iidoa .·. 
d~l agar; . Posteriormente¡ . ae· decánttS el eobrer.adante a otrv. tubo •. 

y ee revitif la operacidn. C~da eobrenadant' ée u'n lteado dol ba~ 
teri6fago, que requiri6 eer ti'Culado. · Para. esto, se· cultivó la º! · 
pa AB1157 de !· .2.21.! hasta alcanzar 40 unidadaa Klett dr. turbidaa, 
ee centrifugó el cultivo y se resuependi6 1a paetilln en la mitad 
del volumen original, en urm. ec,lul'i6r. .de Y~~c4 (0.01 M) y Ct\Cl2 

(b.005 M), Se tomaron 0.1 ml d.e e E.ta euspenaicSn celular y se mez

claron con c.1 ml del Usado a titular, prevtM1ente diluido loga-
r{trnicament~, utilinndo lae d.ilueiones 10-4, 10 .. 5 y rn- 6 Se in-
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. ., .' . ' ... ' . : .... :.'.'' . ;; :. ' . 

. .. ... . v&inte, minutos ¡~ acto seguido• ae 
plaquearon en cajae Petri con.tc1'G. Transcurridas 12 hora~ aprox1 
madamerite, ee col)tab1Hec5 el ndmero de placas Htice.e por caja y, 

eri :f~nci4~.de l:,. diluci n emplea~a 1 se calcul.S la oono8n'traci6n de 
·' ~ ·,. : .. 

. ~3()4 xo~q3 11) y un.a d11,ucl6~··1:20 del lieacfo con reepe~to al'.Qúl- .. 

cialmente, se cultivaron las cépaa á traneiol'llltlr en mttdiO riu:trit1::. 
vo, bfJ.Sta alcanzar un dena:id.<L 6lltica d• 30 u .• nett; Bntonceo9· ·. 
cad~ óultivo· 8$ ltt{j$t &; ~·xi#,i.tugaci6~ s: l!ie pt\e~il1-s celulares 

i;!~i~~~lf ~I~~~;~~¡~tl~t~*t;~~:r (~~ii!~:~~· · 
~s·recepto~afi. ae·:DN• de' P.Uilhidoe,· probabl.eu.ente poi'q"#é u~~·· sal 
. ocaeio. oa~bioe e~ i, est~~t~ de ia pa~~d célulari quistl. n~~e~ 
s~rios. para la oaptur : del· icicfo · riuoltico :· (39). . . 

.e[ 

.. :._·:: '): 

f- :; 'i !'~·~ •.. :: ;. 
:•//''' .. , 

:,,!·;,.-

Transcurrido el ratami~nto con calcio, se conoen.tr6 cada cul;.. 
tivo en una d4#~ima p rté del volumen original (Mipleando la miema 

.eolucidn).;y ee pué<> noóntac't() con eti llffA deleplllemido' en ouee-· 
·.··. ·ud·J(.d\b'ante 60 mtti, toe. p~r i'o menos, iL.ooo. de ~emperaturá. .Aún .. 

que i~ efiohncia de traneto~ci6n~ no ee muy elevada, bé ha oalo! . 
. · l~dó~"!Jna eficiencia· e 107 ttaneforman~eé' por m1oro8ramo de DNA, .. . '' ' . . ' . 

.. ,,. 



'·.· .. '.·· .··· '' .· . . ; .. · •· ·,'· .• . .... 
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lo· que representa la captura. de a6lo una moUculEf ,1p. ~!'!A p;·r Qllda 

un mil. dieponible9 (39). Ae!, deben ai'ladirae cantidade·a no meno ... , ·.· ··· 
riee de 1 '18 de. pllcemido por cada transfo.r'1iaci'5n • 

., \• '. . ' ' ' ,,: ' . ' .. . . " . 

'." . ·' -·, ~. . -.. . . . ,-

·j1•smmAC lON 'frg u· ;A.CTIVlDAD ENZ:tMA!eICA DE .tA. GS. . ta GS ea 
U~ e~zilllll que adede de OSttatiZ~ la dtt,tHia de glutd.mina, t~13ne< .· .• 
la facultad de favorecer otras reacoionee enziiii'tioae u1 vttro ·. C.fh .'•, 
una.:.4~· :laa reaoc~onee· qu$ ~ 'm~r~o~do. ~~P~~t•f~te~~ú;;:~ee la. d'?fo! ... > . :~~ 
.~.,, enea10 ae· ·ta . t-gluta011i. traneferáéa', dada su' ~1U..· ertoien-, -' .'. ,, 

.· ·•~1J~;·~~~;~t!i:~~t;~:;:~;:tij~~á!I~~~:~¡~~für3~' · .;: ·: 
pf~cJ,e:.•:,que la reacci6n.bi'o~~.~j'&~1oa1· oq•(e1'~Ótenc;1~ d.e.producctdll'_· .. ::>; 
. d.~ 8111ta~ina a Pat'tir. de gl~tama to al~enza iin lllCdito · d~i 90:1'. · 

Dada esta ventaja resolutiva, emp:teamoe el ensayo de tranerer_! 
ea para det.ectar los niveles .enzi!Utticoa de. la GS, ¡ Q.•ciae a que 
eri .-llsenoia de iones 1114gneeto ee r&gietra la itQtividad total, el 
enea.Yo reveld loa ~xinios nivele• en21idtico8 de~ectabi~~~' 

' • ''tn l~ reaoci~n de r-siuta~it t~lnoteraéa,>·e~plelindo,·~~iutamina ' 
. en:,~et d• giutal!l&tO;· 9uyOtF•!tetq8 son idtfo,t~OdS 1 , ~l grup~ gluta~ .. 
m:l.trf .. de 1.a ·Lo,:siu~a'mina ee t~..tfeHcio & la htd;~xilamina,para tor
ur f-glutamll•hidroxaiato, ', eegdli•1a 'IJiguiente creacd61u 

L-gl~tamina + 1'82ºª ~!~..;!!!~L __ :~-.. r~glu~amil-hidt'oxamato + NH:. 
. . l'n + + Pi(Aa1) . 

Para el ensayo enzire&tioo, se utilizaron cultivos crecidos en 
medio mtni~o con glucosa y la fuente nitrogenada deseada, glut11mi
~ «r mg/ml) d NH

4
c1 (O. 5 d) ,para oondtc:tonu de induccidri, o bién 

tUJ4et 15 mM }'ara reprimir' la sfnteoie de la (;S. r. deacripci&n d! 
tallada de eete en6ayo eed .co~nicada por Bender y colaboradores 
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sitiíplemente c:ab,e" ci~staó~t- que ia r~acci~~' ~uÚica 'forilí11::tin:~ 
. ~omplej o' ool.orido oori ~l olor\U'o f4rrico ·lncl uÍdc> e~ la mezoli{ P! .:: 

ra detener la reaccicSn. cuya absorbanoia fil. 540 nin de.longitud de 
· :on.da~ oolorim&tr~cam.en~e medible, refleja i¡,, canHdaC de pr()d~oto. 

' .. '·,.,. 
__ -.. - . - :~_-:,'.:·::':_-_::.-__ .. '.-.·.'.:.-.:-.:.::;_'..:·~:_,_L.·•_:· . 

• • ,_ '.'p',',- ·; ,;:::_:;~ 

~ ·: ':. 
' - - l \, -~º .~11~ ~). ~ 

';; 

·•· · ;,·'éI~n de·. broOiur_o. de .hexátieoil.tHinetiláriionio·· (c'rA:B) (l,mé/ml); para. 
• -:· .. ,, • • ' • _- • - .·, ·.,. : • - : • ·, '~- J • : • • •• : - - - • ' • • - •• •• ' - • '. : : • - • • •• • • :. -. ' ., : ,·. J •, • ' ·. -·. . .. · '·' . . -;; ·. ' . -. ~ 

• ;_! 

. "" •· .• _J;>e,rmea~ili!lll1 .. l&fJ, c•lule.e·,, eh,v~rtu~ 'de-· ser· l!ri-/<lét(tl'Setite •. ·: st 'fn- .. •• 

• ·· · }i'.r~~~1i~l,;;~~~~~iwt~~~} ::*¡~~t:~~1.i·4~i~~l~*:'!¡,·1(~[~.·. :·~ 
' . reéu&pendhn~ó finállii'ente la& pa&tialae' celula'reS-,,exi una d&cilni ' <:; ': 

'>~llí1~1!1illf !l~!ll~llil;~!f~'íf Jí!l!~lf :f"'.·~ 
termin6 la 'conoént~acidn.proteica eie;uiendo el m&todo de Lowry 

- (40)1 em¡ileando albdminl\ ·a~rica .de bo'vino oom9 ef¡ttlnd~:r, y una ·vez _ . 
obt'en,idot:t f.~s dl\~O!'J'íil~'. pr9oesar()l) de ;~.,;-.•a igui~jl:t~:;•11er~.· -· ~ el'e2 ' .. · .. }~ 

... ·. '.~~iiii~;~~~i~~~;fü~Eim;r~;m~fil:~;;~m;!~:;~:;;t¡;: ··:~11~ 
-·•.·· pof.m1n~to tung16 ~:Omo;dividénao y 'ei: oooi~nte._de._ eet•:operáoMn' 

ée di,;:idÜ ehtre la óonoehtr~O:idn p~otéica ·de~'ér'minada para cad~ ' .• ,_ 

casó. AsI, el val,~r firlal eé expr~sa en µmole& de r-glutarnil-hi-' ;; 

droxamato ~'roducido 'por minuto po:r mil ii:~ramo ú proteína celular; . ' ' 

. PURI!"ICAC!O!'J DE DNA CROMOSOMIQC.. La purit'tcaói .. 6n de PNA crom_2 

. $&mico es .. un proced imien'l:o :r~lativa~eri:te rd.pido y sene illo. En 
; tt1rminos gl~~les, el q1'tcdo:t1eado ·COfl~le.ti6 an lo'.Jilgijiente. :,Se. 

; '(H1ft:l.vd la cepa o otp'e en oue~tidh' eli. me.di6 tí.iris~(,. it) durante 

.. ;.\;" . i 
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16-18 horas~ Po,eteriorntept~, · ae centrj,f'\18ªrÓn 1"9 cÜl~ivos y fas, 
'c&lulae ~olectádae se reeu,pendieron en una oent4si11111.·parte del .vs 
lumen inicial, en una eolucicSn que contiene sacarosa (25~), Tris
HCl ( ~iO mM) 1 XDTA ( 1 mM) • En. seguida se agregd. 1ieozima ( 5 JD8'/lt 
de cult,1.vo).y BNaea (1 mgJit djt .~ultivo) y se deJ4 z-epoear 15 lllil'.l~ 

·· .. to11 en hielo~ CÚ))i8rto ,,ete l11pao; de U«tmpo;. IJ~ ~·g6 lllez~~ 11~ .· 
~ióa de trit~n (3 ml/lf.'cie>pul~,ivolr 11e ci•j6 15 111,ll'u!e>.~. en ~ie10>1 :

1 .... ·::¿r;~1[~~~;.;~~~~!'~~r:ms;r~.;~i~~1~;;·· ··.····.·~ 
• pa-·7.5) •:i,liMd:Utaiaente·'.ee ·asr,es6'.p~otemaa&'J.(5 11«11t 4•-oul-. " .·. 

·)Hvo} 1 •cl·inoul>6;í~· í\~í~1'·.a 31fa_·d~t•'··60.·11tlih.t~k. :·;· don~i-~ido' · · ··.· ·: 
¡ 

1e&t~ P.eo.~~·pr~Ó·~d:i.6 a·et~ctu~:la e~t1'o~i6ri aon'·rénol-~lorot~r. .) 
111ci, a :tÚl d~. :tetaovar l~s proteínas de l~ eoluci6n de 'oidoe nuclei' 
o<>s (41) •.. Para eato, se e•plearon doe voldmenee de ,1lJl8c mezcla. o·o; · 
t1tniendo fenol, ol9rofo~o ;y/aiooboL .~eo~~!Uco, én:;~~opor()idn 25~ ,·. 

·:. 25:.1;·.·re$pectinmente,J·l1n9. 'vél~'acüci~~da: i,. ~ezoia'dé eiti-accidri,;.:·, 

:i~i:!.~~~~;~'"=~1:i~:·==~~1!:~ !~J;:t~":!.::!t .. .. ; 
11,rar 1l1Ud~~llt1t. ~ae. tf&seaí: acu~~- e hidl'otctbica, ·~.,;;emof16 ia ·. 
'¡fll8l'f.,.· ~ue:Js 1a eu11erlo;i-~ 7 • .,.,. re;1>tti,6.;con e+~; ij opera~idn,·e! 
tracuva:. ·Finalaente, ~e agreg&ron.·ti9e vold\ll$nee "·c!e etanol trl.o y 

una vigfsiU quinta part& de eo1Úoi6n de 'clorúro. de Sodio 5 M. Se 

dejd precipitando el DNA a -20ºC durante 12 horas, ue o menoa. 
Deepu4s, ae centrifugaron iae mueetraa y el sedimento se resuepen
dt6 en eol1.tci6n amortlgmLdora U (Trie.;HCl 1() d 1 BIYU 1 mlf, ~H 8). . . ·· .. : . . . . . -,·. . ,· ' . . .. '.·· . 

. Una .ve& purifict.do'.;,e~\nNt' ~romos6mioo¡ se cual\ttiiccS s1!ú.1eíldo 
' el utodo. eepe~trotótouitCtrioo .• de de~er!llinacidn,, 'q.µe ~e basa en la 
·· • ;p~ol!iedad tn~!naec' de l&~~-.~oluaiones de .dc~doe 1utc1eicos. de a~ · 

. .Jorber luz ultravioleta de 260 nai de longltud de onda,. de tal pre
cisÍdn _qué 50 pg/llll de Íl1'A de doble cacle~ oorreepond•n. a una uni ... 
dad de densidad. 6ptica. .ldeús, el cociente entrt iaa ieoturu a 
260 1 280 nm de longitud de onda (OD26oJOD2a0) propor-oionan un es-
timado de la pureza del dcido nucleico en cuesti6n. La.a prepara-
ciones puras de DNA tienen itn valor de 1.8 o más, en tanto que loe 
~lores men9re~ eori indicativos' del gr6'dO de contaminaoidn protei-
ca o fendlic~ (41). 



HlBR_IDIZACIOlJBS EN :FILTROS DE NITROCELrJLOSA ("sOUTHEHN'). ' ta 

t&onica descrita por Southern (42), para transferir fr&81Bentoe de 
. DNA de galea de agaroea o poliacrilamida a filtroe de nitrocelulo

sa, para posteriormente aer l:libridizado con DtU marcado. radiactiva 

mente _Y d,et~c:tar. loe .f;r~gntentoe que h~o;ridh,an por ~11torr{4di«?fifa;.' 
'1'~ª' 0011~tit\lye 'Úna metqdolos:Ca 'deg~áda ,par~ map(i~ in,a,ercion~a : 

• __ tranepoe6n'ipas ·e.n reglonee:.sen4ticamente'. oonooid•~~- .••...• ·_._· ·-- •..•. _· ,: '· .•. _._., 

•'•_ •.•... •-·•-·:4;._•"~º~.~-~.•-~c,;4~~~{~i;i.~·-.to'~.?;-;J1~~~~~·-·~,0~~i~.t~~)~~:;?, .. ~.f~~i,e?i~.:-.·.:· 
·:~Mfve• >~.~_i.tio•d<> ·j:i..ntta:- .ºrol!loodmlco y.~itJ.ge_ri<lo•··cq_~Ye~lioJ1uo_1e~~ae · 

.. ::i::~¡~!i::::~~~~~i:~:~~:::1!:"~·.:~:Zfa:·· =::-ú .. 
f~~8mentoé' generado~ por la digeetidn en~iÍMtica son m111pequeflos, 
es recomenda. ble . utilizat' ·poliaorUamida, _generalmente uti:J_izado ••-J>! 
1'ª separar f'ra~eri~oe · IJlen()ree de un mil ~r,~s de ~a~s:.de · lonai~µci{ 

•···.· Sin ,,e-.baJ'So, los:·jel~te<~":.·.~&n'o~.tienep,.un·· _.p].10,. ~épfiotr.o• ·de.ie
. eol,Úofdn, yaq~é au::.fici~tacill de •. éeptir.ci6n-.. de ·'moi,01

ul$a lineal~¡¡ 
· c1~ :P1i4 a'b!k;x\ti,:de~de::;o.t~~t~ 60.1cil.cil)(\sea a~· 1o~itl1d fft),' ~epen'· 
dlén<lo ~el ·poro,enta~e de ~garoer( en el gel •. _ · . -.• · _ · _ __ . ____ . ·._ · · 

. . Iriioie.lment,e, .;e dJs&id el i>NA oromcis6mioo ~ion la endonÜo).e.2:_: 
' ea dé ~est~Ú)cl.Sn,HW I y 'éi get u'til1z!ldo fu4 de poU.&al'ilamida 
al 7. 5;' ele conoentraci6n. . Las digáetionee enzillll!lticae- post~riorea 
se efectuaron con !!!! I, em.pleandose a eu ve~ geles de agaroea al 
1,t, oon una capacidad resolutiva entre 7 y 0.4 l'b de longitud de 
DNA Üneal, segdn uM, estimación aproximada.,._· . . . 

tn1lfd1~talll8nte ;~eepu~~,-~8 .e1'eo1iúada, '1~. el'9ctrof9r~eie 'oor~e-e ... 
pondient•h éi 'gel ~·. tiftd,:cott bre>~\11'0 de etidt:o T ee tra,td éhµ-abte 
30 minú~o.,,.c.oj¡_uda ~oi9~idn 4~ 11.oi.1'.•·11'•0H 0.5 Mí para .aeenat.!l 
*•liaal' •Ú PNA óon~enid~ en el s~i. A continuac16ri, ee neutralizd 
ei gel tratdnaoio ddr.nte 20 minutos 7 repitiendolo una vez as, 
en una eolucidn de Ti'ie-HCl 0.5 M (pH 7.0} :¡ NaCl 3 l. Poeterior
mente, se depoaitc5 el gel sobre una pieza de papel IYhatman 3Mlt di! 
pueeto sobre la superficie de un vidrio plano soportado-por una 'b! 
ee •. 'Bl papel Wbatinan, inferior al gel, form6 un p·uente que oo.mun.! 
caba,oon una eoiúcic5n SSC 20X (330 ee o·.1; lde NaCl t Oitrato de 
sodio 0.015 111), conttpida en el recipiente ert el cual se mantuvo 
la 'base, paroiaimttnte iñJA~ree.. Sob,re el gel se aplic6 una pieza, 



:. .~· ~; . , ; , . . ' . . 
.. ' . . . . . '·'.•' ., .. • .. '.. ·•' . . . . .· .. : ... ..... , ·. ,>; :'.• .. ; 
o,ol't~da> pre o i.,a14,~nte·, · de . papel filtro ·de ri,itr()oelul osa 

· Sollu.ell. ll85, previamente belf'Iada con eolua16n · SSC 6X, Sobro cfat:e, 
ee deposit6 otra pieza de papel ~tms.n, Qubrieodo opmpletamente . 

el t,~1t.ro· ~e .. nttroóe~ulos~,.-y.•~n~~ma··~e a~~}arori t~~l~~~,d~· .. ~~~t 

·"' 

" 
,,_ 
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. ()icSn e.pro:dUiada de 5 x fo8 otflulaa/ml. Entonces:' se aftadi6 el.oran 
f~nicol (200 mg/lt de cultivo) a fín de promover la amplifioa~i6n
del ndmero de oopiaa del pl,amido por º'lula (34), y ee inoubd el 
cult.ivo a 3700 con agitaoicSn durante 16 horae.. Deepuh. una vez 

· oolE1ctadae las o&lulae por centrifu~oi.dn y lieadas por ef9oto de. ;'' 
·la l.iZQsima l~ Jllg/lt) y el JiritcSn x..:1001 nue••n~e-·s,, éujet6 la' :, 
•úspe~aldn otl~lar. a ·ottitrÚugao.icSnt1 ee oonaerv~ .el :sobrenadan .. : · t 

;;,~~¡}·~~? E!!:i~i~~¡~~~~!~!.!1~~~J~,::;\,~ 
· ··•xtri~otcSn 8, ,~eotucS·,~~id• de ta::prC.oipitae1dita~ii~~tal101<:rr!q •. · 

durante 12 ho~s aproxi~damente, e-1p1tro, se excluid lapreiencia 
de. la eal sddioa~ · Una ·vee _concentrada la aolucicSn con DlfA. de plA.! · 
mi~o,· ·.,. Pa.ecS. e. tráv4a d1t una_. ool~ua dé ·asaro.•a. A-50• · para aepa,.. . · 

·· <rar el pl,em140 del Dl,l' Cl"Ol!oiídmi~o ooQ.tami~te • Se'.' coieóta~ofi} 
'i~áooip~tB'' t se' determi~cS~l~ 'Pl'••8taoia 4i1 pl.aC~i.~o •'~pe~trÜot~~.f.' 

· · :iirt.9a~e~te,_ c~•P 1a "'ª, in4.i.c6. · · · · ··. · 
·.···,.: .·.Para;!¡~ÚÚé nlpid,oa dtt 'pld~ido; ee ~tt!>led'.ímat.lcnica, .•111 

· ··. JaJ1q_fl~ll: que p'rmit• •det·,~,ttlr Y •. ~urif,icar, p'qu-~s ()'Il~id.,de( ~~- .•. . . 
:'.pi~eDii~o ·a ~,..·t.µ- dé culÚ'V()• pequeftoe. 'Ea~• :•ic~Qenee;vo Be. ·BiSllid, : 

·. · , aegdn el protocolo de. Bólll6S 1 Quigley ( 43) con algtÁna sugerencias 
de Garoíarrubio (oomunicacidn personal). 

';t 
Las endonuoleaeae de reetriccicSn empleadas tµeron ama_bltmelite 

. proporoionada$pOr Alejandra Oovarrubi8.e. !odae tue:tóp.preparactas 
' e_iguien.do loa J.~n~a•i•ntoa de Greene !! !l (44}. oQri excepoicSn de. 
·.·.~··. r, .que tuf·'·dquiricla' ·~ loe htb.esdJ.' laeearoh· -~lis. 'Las co~d~ 
'~Jónes de reaco:Un que ••. eig\dtron ·-~·ti··· Bido pred~ .. nte 0011uiiio~ . 
!lia (45). Sia¡>ieaentt cabe aftadir: qut i'uerón 1ncu91l4al9 a 37ec; ,3 
oepto las dige~tionee ·conru I .que ee efectuaron a,)ooo durante 
el.tiempo requtt:t'ido en funoidn de la ilotividad enduUoa. Lae 
reaocionee se dlJtuvieron agregando una soluoi6n que contenía urea 
10 mM, cianol de xileno 0.05~ y azul de bromofenol 0.05"· 

ELEC1RCFOUSIS D!L DlU. La eleotr~roresis en golee de &garoaa 
o• un m4todo convencional Pªl'ª separar e identificar fragmentos de· 



' . ' '/. ' . '.' ' ·, .·' \' .'. ' ' ·. ' :, . ' , ·,' . ' " "' 

J>~i; ·Una oat'a()ter:C11tica muy importante .de>eate-mftodo ee que la 
t~ea -de ini~~o'tcSn' de lE!-.f.I mole'cu.l~s ee inversamente proporcional ;a 

. los logaritmoe de eue pesos moleculares, 4e modo que ee factible . 
calqular el peso molecular apr9ximado. de loe tragme11toe de DNA su~ 

~-~~~e ae1rte•P;t"R()~&()~ ~de~~'._ut1.'lh,tlndo;b?:o11uiro de-etidio, ~ao ,·.:_, 
. -··: . ~o~8:#fo~:· #.~~k~.M~,~?~.: ~ú!' ';!}'i~te~c~Í~) º~ºP,'.i~ l)NA, <-~~·-d~~- -~'?té¿~~;:. '.•;:{: 

~e '._(ian~,i~a(\es. tan peque~~!3" co~o. 0.05. pg de Dl'f• exam:in~ndQ loo. ge- _ < 
- < ¡ ' ' o ' f 1 • ' ' '!, J " t ' " ~ ¡ " .l, • • ~- '. " .'• -~ 

,, -;~~.s,:~~, ¡a: lu'z ul~rt.do.leta_, '(~9). '. _- " , .. '. · . · :, . :·t . -: . · ... · ·· • >;~ r; 

;iwl!i~~f J~ll!~l~~~~;¡;1;~~l!~~~1~
1

':,~1 
.. po·i•' ·la· dllJ.~~·it,. que· ª•.~1a l'.eoorrer cacÍá ·m~e11tra, Ú~ vez c~llol~! . , 

,',~f ~~~;t;~~~~;si~~~~~~~~~~J;:~~¡f in~::;;z.;±; :d:~il -
\'':>x"o:',~fítodalC'._Wrfittén. 7 ·¡;&ncula· Pó1aro1d _l'l~ ·5;,. 'con..•una' c~m&~ ~;;;!>. / .. _ . 
·,S¿J~~~~?~f~:h_M: .. "~·: :. :. .:,·. · .. ' --. .. ._ : :.:.·. -. --· . -. . · .. :·. < . , . 

,'.::.•1\i~~c~~P~{i: ~°'~•~i t~~ .... ~<i~l!~•·,~.·. •.1~~iii.·· ·•~1.~~"'' ~l~· ,; , •·. , .. 
·:t!'P~p: la: ~.\il~~t:~~~--~~fi.~~~oxíllli~ <•''•~·- tue:t'on.'d! -s~iChem~, _• ,. ... · ·· . ·•·e~)-· El:, W.ro~Je ra~iaotivo;:delDNA del pllÍsmido .pACR2t. ·ae :efectucS :.,·.· 
mediante-·-et'prooe'aííniento de· incorpo:racicSn de ·ceit-32P)dCTP in !!!!2 
{riick tranelation), diSeflado por Amer~bam International. Todos 
tof.1· utiUzaron en gr8.do ana1!u~o.:. 

:- . '. · .. ' . . .. - . - . ' . -~ ·.-. . . . . . . . . 



·- ,,; 

' . . ,._~ 

>\+¡ 
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RESULTADOS 

SELECOION Y CARACTERIZACION DE LA CEPA MX960 . 

'.•.Una vez :aielad~a. ·.lae.cepae;··traJ)&duótant;ee G1n+)tfur, .... e1· paao),a 

···.n~<dlepo,niblé:·en~ ei; me1110.(t&r1oli1>0 .4µt}¡-·'s.· e.oe.·él~•·.~lgupa1:a1;· 
·. ,tel"~~ib~,·~.~ i~a; ge1l4'~: $1riro·)a1na cQnduoe~ (l·la, ipóapaci1aad~i.-a · 

,ittiHz&i; eete oomputtíJto como fuente de nitrcSgen~ (.1~. l11 18, 21,, 
' 23,; 24{ 3f 1 33). ' ' ' ; ' ' ' 

·: ': ·:~ ·. 

·. Ü} stnatbilidad o reeiet•noia a la L'-m9ti'()nina-Dt.;:.áulfoxi1111na.· , 
\ (' .j , 1 " ~ ' - • - \ " ,, :-.:,-.-·"":' 

(MS) •.. ;seglln ·datos obtenidos ,en 'ei: ~atioratorio ·(48) 1 . i\~ta~tes ~~'-f.· .. 

/~1;:~;~~:~::~~~r!t~~~r..:~~;~~r3~:~1~;:~a:::~1~· 
· ,:de;.ia.g:j.~tf1D11~a:.i~htbe··irrfiJr·ersiblementé a·l~OS, 'c·~~Jet~li,oe q4e· 

sfe#stían mutactc)nee e]l glJiL ,que disminuyera~ lll expréeid~ de 
glnA., estas reaulta~ían, posiblemente, hipersensibles a la Ms. A-

'.:.::; 

- ; .' ;--~ 

d, dado que mutacionae en slnG. confieren bipereeneibilidad a este 
compuesto, po.r eilllple an(llo~!a 1;1upuatmos que.lae.mutacionee en 

., slnft quiz•a .'tuviel'an .. el.mi81JlÓ e1'e~tol.•.' ~r• ...• :eae fechas no .. t•n~amos ' 
·· oonpcb11ente de qué el t•n~iipo al.n'Q tu•~.: oausado por ·a1~e~a01otie11 
en:;~: l~tru~tun .ti-.1 ct~~~dp.¡inL, · · · · .·. .· 
iÚ)•lfiY~ies. de í;otivtd•d .inal-'tica de la as ... ti-& de ••p•mee. 

qu• 18. ~oÚ~idad <h trane:r•r•aa. de la as, eolio eep•jo>de los nh~ ... 
lee de e:lpr~eidn de gliiA, e1;1t~viera alterado en lae mÜtantee dete~ 
tu'ost.if en glnL, salvo que .tst& no partioipára en la regulacidn de . 
la driteaie de la GS. Dé modo que, pensamos, ei lae mutaoioneaen 
glnt perturhan el control noruial de la GS,_eo posible detectar ca! 
bioil en loe patrones de ·aotiv~dad oatal!Úoa; quiztl difeli'e~~u aun 
de• Úut mu tantee afeotádae ·en &lrtG• Bep'e~b&llloe detect~'.r al tJ~a~'i,g 
nee en las aotividadee, 'dieting\liblee de .las mutantee leeionada8 ' 



30 •. 

.. en el lo.cusp·81nG.. Sin. e~~rgo, eeto np lo sabÚlflo:s, ·~omo ya ªEt ·tn··-···· 
· dio6· previam;nte, ae ignoraban las propiedades de las mutaoioneo · · 

en glnL. 

. ··. Inioialm,ente se determin6 en cada .una de las ~epas mutant~s eu . '· 
cia~oidad· ... ~ra. utiüzar:argininá O()mo.f11ente d~ nit,rcSgeno,· 1 s111".eis ... ·· ,, 

•,.puest~: ante•·-l.a:. ¡íreeen~ia'_ d, ~i-:-llleti~n1na...n~eU:ltq:i:llrán&.·. en .•l medlo:· .· : 
.:.¿~a,~a. eist.o, ~~p1~1Rtn~t~.'~•--~~.1terv6 ~uaii.~~h'Va~~~~··-~i:j)a~a ~~::~•:• ·.-.·. .·;; 
, . ,;J.ás' 9e_p_aJ ~e~;·;O~eaÜdn f.ul O&~Z d. crao'f!r< ·en .McÍio}:_a{~iilO cqn .glU;._ : ·.'!:~; 

>-· oo~a 11ugi~'.~·-{th2:Cf ·1:'.eri"~edio -u~ü·e>:'éon. glU:o~--1- uo~t~ 15 ._ · "~;·;.5t 
_:·: ~¡_;~~-.:~·f!···~~-~~~e 80.-~é~-~fJIS.· ~: :e*~';~;f~~~r. m·~i~}~~· ~~-·. ~:~f ~#4f ...•.. · .. •' 

nar·el.tenoUpo.A.ut 1' el segundo para detectar s•JiSibilidad ore~' 
,sietenoi~ a la MS. · ·•· _· ·· ' ·· · '·. · · .· •· , 

lle lae, 33 oepae inicialmente anahsadaa •ecii~ll~• .esta eenpilla ·- '' . - ...... '.· ........ ,, ·' ...... ,._,'".'• ' - .. . 

·.At~~"'r,.i%~~::?~f ~¡1~~r,:r:~~};·t::t~i~~r.:t~~f>t~:t 
. r'on hipereeneibl•• a .Ú{M~ ('ver tabl • .-1 f •. Cabe ~61~,r, que eetaa . ·. 
·~ ~tf1ntes ~•-'eeÍeco.iona~on ~~~tando••,a l•rtgi6n:.•ac(i!M~s1na.·.· tno?-~.-.· 
1~ndo·' lá ínst.r~16n del· t~rl•posdn .en ~1 epie~u. p•:~4 ~ Sabiendo_; es·. 

· ····~ ::~~~::j~;:~·::r~t.bf~:i~::·!~p:~~~1:~;~fr~r:::!:r~'.' 
glnG ifiolueive, la MX85f),-··aielada ·y oaraéterbada ~n el laborato~ 

·. rio (Serv!n, L., datoe no. publicados). Sin embargo, no se logr6 e,! 
te f!n, suponemos que pl'oba.blemente porqye lae º'IMI" donadoras tu-· 
vieran dafllld• alguna tu.lloi&n que par~icip2': en e.l me~*.niemo ·ae oon+ 

)11aaoi6n, por,· lo qu• e.e :op~cS por trana4uct~ la reg~dll portadora 
del ·.tranepo~3n a ·wia·- otP:' fil\f.eetre, éi!J1•acie>~nc1(i:~eaietenc1• • 

''J,• kanamioin..~ .. De eet~ modo{~.··.oontab'amos CC>r'J.:•l••·inserciO~H tn .. 
-· ~ :;'_ ._, _-._ ._ :." . - ,' . -' '' ,=:-~- - ... -- . -·.- . ; _ ·. , ' ,-· ',. ·. 

" .,. •• ·.", : • • ' .< • 

A las cepas tran~dU'ctarttee, ahora portador"ae de lae mutacion~e 
en cromosoma, se leeoorrobord lof, fenotipos Aut• Ks8 y se lee de
termind actividad trariBt'traea total de la GS, con la finalidad de 
obt?ner datoa que noe ayudar11n a diecriminar, por lo menos hipptl
ticamente, ao'bl"e lae posible• localizaciri.nes de loe tranapoeonee, 
en' ~l. genoma ~otetiano. Los datos obtenidos ee lll~eatrán en la ti 
-l~.2. 



.. _., ' 

'1WBLA h O.a~acterea fenot1'.picoe de la"S cepae .que portan ·inserciío~ • 
né'e del tránepos6n Tn5 en la vecindad del gene glnA. 

No. total 
de cepae 

No, de ce 
pae con -

:tan,otipo 
·4Uti- . . 

Nb'.. de ce .· pa• con
f'enótJpo 

·· .Aut'""· 

-~.5~>}.t,.~·~·-.'j·:·- . . _,,. ·~<·:. :o.•". :::-:-.,.:· . 'l,'i ·. ·:·\~ 

i:ítABÚ 2. ·Actividad eep~~Ú:t~a de ú{Gs (Én:lea;y'o de . trart~feraeá) en 
c~ndioiones de abundanc18. y limitaci6n.de amonió 'n e~ medio • 

. : ..... c~A .?Qj~q1,.}~,·~ ... s .. ~~491,. 9 

'~fü. ;~tfü~ 4 ~:7~~ .... .. .. >,.,.:'·k:~~; 
.. ··úic6'1.iu 'l'iis '.~a~r ·fi . . o~a95 ::.j ;o}fo4 . 

. :;::tit~!:~ =~=~·~~ .· ... ¿:~~~ · · · .<t: .. ~~w;~ · 
MX61411Tri5 nd(ll. 22 0.079 .0.071 
MX61411Tn5 ndm. 30 0.083 .0.077 
M,X614! rTn5 n\fm. 31 0.099 . Q.•012 
l!fX614:: Tn5 .n)Sm. 33 

lil~1'41 : Tt15 h\h,1. 36 

. . . I,as act:ltridadee enziin«tÍoi!le eet'l'l, él;P~eoadas .,en·. µmoles dé.·· 
;j'.;.;g1utami1-}1Ídfoxátn11to f~~do por miriut~ por. mUi~ao de prot'e:t;.;· 

e na (µmol/miti/ll!g dé protefoa). 
'.'1·:-· 



·,,·: 

.. .'.:·.,.:·:· ... ·. ·.·. 

Cqmo ·puede observarse en la tabla 2, lae act1~idades de la ma~ 
yor!a de mutantes son bSjae, tanto en oondioionee·de repreeidn . 
(Nf14c1, 15 mM) com9 de 1nducic16n (NH4c~, 0.5 .l!lln de la GS 1 como e_! 

••• br{• .• i·•~t~~·· •• ~· • •.""° •7·~. ···:•• ••~•• ••·· .•. sino, ...•• · RmP~•• ' .. e•l '•.···· •• 1•·. ..•• . /''': 

·-' ·" .. ,··:.; 

.: . PÓ'r áus· car~oteríet¿aa f'enotípioáá, la cepa .1!1:614: sTn5 ndm 12, 

9;Ótt'licié.if~i{ d~··ie/ á~f~tioontr~dá~; rt() rehéjari' 'uh'Ei· 1h~hstl tuttvia~d 
b~j~·, ~om~· Ú. me~oió~ad~ par~ este Üpd de lilut~ti1a~~{16, 18, ·19, 
20, 21, 23 1 24, 31 y 32 ). Adeda, ta111poco se asemeja a las aotiv.! 
dadea deterQlinadae para una. mutante•pox- -ineerc16n .. 4é· un traneposcSJ.l 

i:ii~f lll~!f ¡¡¡~¡¡~¡r ii~~~iiii~ffi~;~· 
. bfot· l~ M196°. ee sal&,' 

1def:'c~l1texto ten<it,!picÓ ent,Jóces <3onocido r . 
&lfllttnÓs .~n'lo qµe respecta a nivéleit.~nzimt(ticoa~· Sin e~bal'go, 
una oaraot~r!etioa particular de esta cepa nos e~t~aflaba: los niv.! 
iee de actividad enzidtica no ee parecían en euanto a eu comporta. . . . . . •' . . ... -
miénto a loe da toe qu~ í en e.quel entonciie 1 apared&n por primera · 

. ··vez'aa18ne.nd9 .. nivel1u1 c 0nstlt~tho'3}.\Hoa (GlnC) a'ilie mutanteirl.! 
· eionacfae en alnL (ntrB). : '.En Oó~traete oon eet,OfJ reeultadoé, nuee
. tra oépa MX960 1 deriC)taba un pa.tr6n d~acitividades de bien ~jo, 

' ··"'"; 
._ .. ; 

-.. ;·r'.! 



rq.:oon ··e 1ert._ regülac i6Ti'parc t~l, .1¡ap~c tÁlman'te. pátl)nte ;éri 1~ond i~ 
ori(j'e 'de''indl.acc16n d~ la ¿3. · · .· ·.. · · .. ·. . ··' ··· · · -

En' virtud de que el t'enotipo de la copa MX9t)ó reaulta!.>fi utra-. 
t n9, aOÍnpar,e.bl.e 000 ninguniA lllutan te (lOO()Cida en 88,11~ rete hD.e ( 1ti 

19),/~e··oons1,d~.r6·,1ntex:ee~~te dete.t'011nar.la loca1t•~c1dn de 1{'> •.•.•. · . ·· .:/, 

- - •• ;-,::-·-: 7-. -,· :--~'.:·.-! '··. ,":-.·.,\ •··. •.'.· .. ·,'·'· ",_ ·,. ,, ' ., ;.,....... '.:~·- ' 
""• .. , 

r qti~ tat('Ü~d~ ea.td 4. .\in l0Qtls. oonootdo. ;. !Ji'eete oa'ao nos. in: 

~~i~ilt~l!íllllii!i~íll1iii;¡¡f~,¡1'~,:~'{\~" 
··gi~·~> ':Oon.~.e~t·a t!úiali~a4·,. •"· pr'o~s6<el 't!'ao ~1 eti .. 1•· oepCL ". · . 

, :'f?:)i~\lf\a · vé~·'·~obte11·~~f t_1 :i.4~&4?. ae wectd"'u.fl&: ceP4.· recep~ora : .. ~ 0 

,,: .. r. 

'&tÍ'\bt&:~· .gtuta011~· (fltX.727),':aeleócionandó aquellas· recomitinan- '. 
8 :c~pa~-~~ <le ·~i:iúláf amontcl Colno fuenfe de nÚrdgtlbo, !Xi B~&U! 
• se pii;:arón le.e colonias 9btenidaa y aa pe.r11haron. en cajas de 

. tr1~.C()Pt~n1en4o,;médio 1dni,~0,· cop. •· ~mon~Q y,.glflooaa. · eti • p;rés,no 1-· 

!~~i~~~~:~~~t~~i~,¡~~m~~11~~~~;~~~.~ .. <··.········· 
··· · •~u.ci'éi~ri'·déi lo~'.o-?i•t:tt•rt•.:••n!>f~fbi&4~~··· .Bjst~~1mplJ.P,a'·:1t~'· la · · ··•· ,,' ¡, 

~~~!i~~:~;t~~~~rt~!a;~~fl!~::r:~~:~:··.:. 
ternativa no ee oona.ider6 mu;y.;.:(ab!¡, ya que [lO ex;iete niog'1n in-
0~0 q~e ap~nte e~ favor de la partioipaoidn, en el metáboliSuio. 
troee,'na,do, dtt los. gen1fo áltuados 1en· ~et~direcoi,6n (19). Aeimi! 
, ;i~·· lJal\;yo:r!a' de OQlonlaé tt1JirUsdul:tantes de 1'et1ot;p<? m¡¡r, f'Ueron 
muli:~hea~~·nte '4ut~. l!? qu···~9,a;'·,la·>.t'9eie .de qÚe .~t.'t••Q!llpo' 
ti :Üii1illi.i~ente ;Hsllae> a 1~ rui'tur.iaea' d~ ·la ~ut.ác·1dn• · 



Ueoal'.ii.tül.~n~o haet~, 'eat~ -puri~.o, contfibamos oon t~na o~pa. mutan- · 
· te ·o.on ftQo~ipo Aut- MS13 (ver' fig. 2), ac'tividad enzim4tica de iá 
~S baja .pero IMircial111ente regulada, y con una frecuencia 'de cotran! 
duccicSn del tranepoecSn oon glnA del 951' (ver tablfl. 4) •. Esta era 

· m.1$1,ttr~ cal1d1d~te. mtla pi-ometedora (\e •portar l,a mutao.icSn denominadai < . !~·t' •n!~~~.~;s.incM.u~n~ en •ics!1:·s:· •.•. v, ···.··; . ; ':;',;;;)/ 

Emp:tearidoeoej>f'smido,; po~~ ttaneto~se.1(\ o~pa MX960 yse- . 

. 
l•o~ioriar .. _· ... _ •. H la, pr_' eeen_ o_ia ,_d•l. • p1'8llli_·. do ~n. la baot$ria a' t'fn dé efeo 

J_'. 

>:;t~~Ói6n al$l~ que empleando ~Ómo reo~ptót'a a la Óepa· ,MX913 {&!J!$!. . 
-1!srTn5), 0011 _el fín de ~~mparar amboa fenotipo• de lae tranefor
m&nt~a.• · _41&~ colonj,ae Qbteni,dar3 por• tra~fol'JJ8oidn de a•e oe-

tf ~~!i:fi~~~~ir~~!;i~~~~t~~~:t:: 
, ~o"'ie• 8Út~oien1;'e¡lara· .resti ~Uj.t'J'AAJ.•·f'a~UltAd' origip,almenfe ··perdida 

·.·· eri' e~ta'.a ··oepaP :á C&\!EIª. de. iae, m~taét~oile~ én e'l ope~dn·• gÍriALG. ·. h 
uti Ptimeil pla~~ •• ,pa~ecerfa~ i~dioa.r estu~<iiechoe que i• 111utaoi~n 
~e la MX960 mapea en jlnGt·empero, tom$ndo en cuenta la.a diferen
ci,as en lo que se refiere a niv4!Jlee de. actividad enziaultica entre 
alll~e oepae1 se .. conei.dertS prudente y conveniente examinar evte fe;i' 
notipo en laQ ~eilaa branefoxQdae' •. Par., esto·, una vez purif.'l~ada 
'1ria' oolonia>tran~fó~da de la' M1960 1 una 4e le. MX913, _áe eujota .. 
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dett'ti c1e la Opa •o; 00! 

. ' -·~~ .r.·;,i; 
lllQ6c> .. 

:·/-.. : . ' 



., .. , .·, 
.···:. 

· .. 3_7\ 

' ' 

·:·r.~1:1 af el1sayÓ .enzi:mhlc~ 'de activid~d~ ae tr~nafet'l.\B~ 'de ,1Í1;':,';C, ·~ ·. 

se encontr6 q~o la }>reoárioia del ~ane _alnq+ en el pliemirlo, confi- . 
ri.d exprea16n de nivelen attoa de actividad catalítica, a la cP.p~ 

MX960 traneformada, tanto en oondicionea·de'abundancia comode.li
m1t~c16n de nitrdgeno en el lile4io •. Este .resultado "c~ontr1.atá Oon' .. ···., 

.. ;.~~~1~:~:~Jr:~:~1~·~r~f :~:·'#f ~~::~:;~~;·~t~~~r~~~~t~:1r:·'.;~~~ 
-_ ·.:. -. ·~'t~~e;Ju~,¡1_~asó p•r -Ui:·\~~9•~~-.~4~dliit..~•mehte .~9n:·J.~: í~ea.de\'qu~--~ .-- :,: 

- . ,-" __ ,_ ~~.,.,. ~\t ... ~~. . •,~> ..,,-.: _,-_,.,. ~ '\-d'~ - ~·.,~ ~- '_.,.~'.<.! ·~ l•':í ., < • 1· -

·,,t~: Jtti~e'.rc i~~ .. ·!f~l.: '.r~~ 'r-ffe,«·lo'cal!ti~~'~;·~n · .~~ '1'" ,1;úvier•; ~~fe~~º- "l>:ol~r., .: · . 
• ':1'.iiA~~~.;::;#.·.~~P~,.el6.~::dé .:-$Ítl~J':.'i~1 ~íi\i~:, !~S~r:~senq:ia 'ide.~:4~.t~.··,dltiW6'.·.~·P·, 

' un;'j~lietriido:,:Q,,uiÚcopl~, ,ciÓnfteJ:e 'e~'.f~enbÚpo' GlnC a l~e. 'Ol1u11u1• ;·····, 
'p()r:~~~ora~. Atle~s,,. dlcllo te~ot.1p.~' ?~.nc'.i'ucf obe

1

ervaaó en' ~utjl~teti. .;.' 

•",·-) 

·.· ",· .. ;r· 

:~'.~·:~//;~ 
o;;·: ·;.J; 

" .J" -•,,Jt:· . 

• ~·- ·~ t • ~>i_, ''. 

, t\ltitioe/ ló c~~l riueatra m~tante (Mx960) no· exhibe. ·Así, aeuíilimoá 
la poéioidn de que muy probablemente la ineerci6n del tra.n13pos6n. . .· 
ftl' ~fectivam~pte Be loc~liZ~ba .. n t;lnLj ·. ~j~;"Ci~pd() c 1i1t~to. ,tecto ~ > 

jlili~111¡i~:r 1~~J!!i1~1!~1¡;~1111~111i; . 
d~¡;~n~· ~nicamé~t~' ~ei promÓtor de ,SlnL"o al~, entorio'e.~, una ~.n~ · 
é1,tro16n 'oon 'i:rfeoto pólar, poeiblemente,no,t~ndl'!a un e!écto t()do 

,._L· 

,o n'1da, sino que sería parciaLl. Esto, permite eepeoulal' qúe si 
ede1;e cierta expresidl'l de alnG' no a e~pensaa de l"ª ptomótotee dé 
a!.llA ~·;$lnL, probablemente Sería reBllOilBaple, .del efeo~o ';óbá~r~~O ' 
a ni\ftf de" -~tirtdad. endiiitt~oa <i~ le. GS .én üi 0$p8 MX96oJ ' i 

',·· 
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_·' i-, 

en 
ouestidn. Bota similitud no es sencilla de coh:f'rontal'•· ya que se 
esperada q\le edetiéran dttereno1aemar9adas, en,tU-tud deq.ueie~ 

.· el·pi&smidQ. p.qR82, slntl eet1(mutad() •. ·.Pero, awiq~é pudiera pllre~ 
. oer· ópntradiotorio oon ióe argumentos qu~.Qquí_. SQ.,han· éBgrimido, 

: es m~11~.st~r ~~atacar µii. heóbo obaerV&,do :en el labotator10·• ii ti$ 
',,:" 



lf 

·que e'n ocaeionee la pruen9iu del gene ¡;;lnA en un rhÍllllido mi.lt 1<',2 

pia tiene un comportamiento extralfo, ei; decir, en muchae c!rc.ml'

tanoiae no r¡ifleJa fielmente el estado de retr.i.lac16n al quo est4' . 
eµjeto en. c~ndicioneo n(>rmalee ... Eeto q.µJZ!le ~e deba a 1¡uo.(!x!tda · · · 

cl~rt~ •.. eín~eaJe de elic~pé ·~ niyel ~e~t¡ln!;·.·o···.pp~,u~·•lg\fn. et'tt~trJf .. • .•, ... 

~iiil~~~i~~iJ~¡~~it i¡~1¡~i~~~ii~~ilif~it¡s~,,~¡~ 
:: · ,,·-,p:reeqtWX()~~ff)pr¡epi-<o •antlac.ttvadr,r .. de~· ."';iet•••• eet4Htueenu·;;'.;•1~.···.· ... · ···< ··· · 
>'pft~µ~~~·;d. si~ ·.· .. ~'nt()~~··9·~:que~~ ~a~·1~é~g·~it~:eol)i~q~t:r~etói'·' .. ·.· '• 

eJetce tal repi'.ed~n~ PorqÍ.le ei bien' pudiera p~nsar(le ;¡ue el pro,.. 
du~to .d; glnG\10 aotivar1fpor eetar. bajo el ef~l!tO p<;lar de la mti-

, '~;' :_ 

··;móto~, aihi: hipo~~t1óo, ee:r!a· efectivo a610 en condicionee i.imú~:.. 
tes de nitrógeno, o bien, tambit1n as permisible pénear que cierto 
efector no contemplado,. v.g. la proteína reguladora J'II (conauitar 
pt(~:ina 4) u otrot tuviera ef,'eoto neg(\Uvo o de anti$ctivácidi¡}lc-: 
bl'~].áexptee{dn d~_glnA,···én, oon~ki()nee J•foas. en •afo~io en<e1:~!J .... . 
"cii~,; .. ·· ·si~ ~tid~·. ;&d~t~n ,di v~r~ae ~i~érnat1 vas •.. ~üe .. púd119i-an. eit~l~; .. . 

· ~~r e•t•. f'~ndill~no, .. ollipero, a\ln s~ :carecen ~.e s~frci~e.nt'ée el·!rl~~tf' .• 
d~'-j!A~ciQ. '.¡,º.que. e~ ~.fSi,claJ.'ó, · e~:qu'e·globalm,ent• ,t,odol:<-·loe ;~··~~• . 

. . aqu:Lexpueetoe:, apuntiui. h!á.01• la hipdteiais Ol'igÚ!~l de que la izli)t~¡ 
oitSii ttln~B2í~T,n5 tiene.~~ 1uitento .e~ él' Joaue BlnL. 

Un resultado oufo que coincide_ en ee~alar que dicha mutacidn 

afecta a glnL, ejerciendo asimielllo efecto polar aobre. glnG, ee. lfl 
}l~oho de qúe la eueo.dioha mutacidn suprime e1 fenotipo Aut .. tf.HI 

p~e~en~an 1a6 cepas· iDut~das 'ti el gene ¿tltB, el ai.et.r&n eatructu• 
.?'al dé•l11 ~nzima glutfimato eintllea (27) 1 'eie11pre '/. OQÁrtd~ Htf 

.; 



>~,.': ... ,. . .,·. '. 

pz;'ée.nté el pltislll,ÜQ pACBJen ~eta ce~, ~~ lo. contrario la· m'uta
oidn gln .. 82uTp5 no suprime dicho :re~otipo. Incluso, eeta propie
.dl&d de f:iupritn:U- el fenotipo Aut~ ~e. uria cepa ·co?l el alf)lO gltB31 

C??>J ~··~,i~te ~u~'ot,onH .en ... slnllr.~•Hut~.lizd· ~X:' a..itJ.lar.·la .111µ~ . . · .. >: 

;.·:. ~-« ·, 
, ~· "' >,,._,' ' ' 

di~.erido coml'letamente< c~n la en~onucleáea de. reetrfooidn ,!!int. r, 
se .·s~~id la. t4cmicJJ., ~nipledndoee para hibri~i~ el pl,~smit1o. . ... 

',J:lllilliil~illii~i1i,~; 
• pol'9:~~ pqr alguna• ra~d~'; ha;eta aho111 :deaoonocl4a; · tfó~e. es> tncfil*Z . • 

·. ; 4e,; ~Qn;P~~~en ~aJ; :~lia •. rmitao~d.n ·. en . ~™ (R9c.lla, u.114o_omu'nt.oao16n per~s 
'rta:i), qufz4s. porq\le e'é preoenta .en', muy alto ndmero de oopi,aa ·por 

o&lula• · · . . . . .·.· 

'Al efe.otuar•.e~ aiµ(litiJiB de .bandaa .de hibl'•i«izaciJSn 1 .• déSpMtf8 de.· 
. la: autorradiograt{~. ré~peoti'\t8,/ nb.l'énoontrllmo; con r,eau,ltadoe arl-> 
bl~pe,.por .. io oual r~p.tilfoe.u~'·~ez ñU«a·n ena~Yº.•'.'Pet"ó••~hora h! ·· 
oi~'ncío. aigunoe 08\llbi(,"' ürio dé tos . oüaUJ~ tµf emplear·· la endonuo l~! 

··--·-". . ·'·. ..... . . ,. o;¡-.... -·,. - ~.5>_-;i:~.::-_ ·F,, ,.,,-
! . . 

'' ·' 



.. ' ' . 

'ª;'~ª restricQicS11:Pe't.I on yez de Hinf ¡, 'En ,e~ta ocastdn, loe re. 
sultadoe 1'uer0ri congruentes con io eaperado1'Yª qúeel ensa10 de 
hibridbacicSn obeervado, denotd cambios en el ps.tr6n y ndmero de 

. <~_nda.e. de h,ibr1.ci1zaoi6n de la cepa itutante, en ,relao.idn con loe P.! 
·'~,!~r,o- ;.c~nteiii.,J.,c)o,e :Para. ei 9ont~oL . Ji()tJ oa~bi9e :deteot~dos·en 

. tr~forfÚ~o o~ri-ehpon~Íerite. a -:ia: ta1hestr1(d~"ia mütante 10'.96o~ 'atin- .. 
qué posiblement~ se· 4e'ba a una coptaminaoicSn accidental. Loe pa .. 

· · tron·~/d~; hi~1~.1Z.º~611·7 .. eu~.respectivoe petloe mole9u].aree asi~ 
.,. 

midó pACR2, ·loe vaiol'eé de peéo 'llloleoulaJ:' J& conocidos, 1 uti~iza.n 
do e~to.s, dat919 co~o·.l>f.1''ªetro1; se ajua.t6 uJl& ~.eota medi~11teun . .. 
pl'ogralt!& eeta~1-tioo tjtÍoutf.dO ~•n una cal~uiaaóra Texa.,,'.T.155;. de · . 

. ·~~··¡;~!;i!!i~~Ó!~:~:ffe~~t~~t~Ó::~J¡~~ Oól•o•7. 
-'i 

-,.-/ ."?:~~í;:/,-'.:~/;~·~· :: .-·" . 
,-.¡ 



?·:. :-~;-<· ' 

-'·º:• ~~6or·»~ •·•~1.,s/ •• sor; 1·,,2.1sr1; a,· 1.as., (b). t9ai•n<au.torr!, 
diogr,itoa o~teni~a. 



1'11. (lo¡) 

·'.·;'\·:· 
. ',;-:._:':. 

·rar!~f~f P-11111~.~ ......• 
hl.111d4o• oonva •• :lle! .u- í ....... ,c,..Uó'li ...... att. Bft ' 
bolo•'. •t llat9• .. WA .•• 11. .. ,. atlOt .,· ban&t.a de D!U de.l 

p4Ca2 •.. 
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. Por otra parte, si ooneideramos que el tranepoe6n Tn5 contiene 
ouatro eitibe de reetr1coi6n ~ra la endonuoleaea ~ t, es 16g1oo 
pensar que al etoctuar la digestidn enzilll4tica correspondiente, 
ciertos segmentos del DNA del Tn5 quedan incluidos en loe fragmen
tos cromoedminos baot3rianoe contiguoe, por lo que ee hace,neoeea-

. rio · tlJ.l&tr"'er. el. va.lor 4el pélJO m.ole.cula~. apr9J!:1•do. de cada eepea 
· to{Jftoe caioulad()e en las ba~daa de ·hibr;i.d~s,oi4n~··. ··~~ esto,.· ·?.": 

.··, ··~~#}''~ªe> ··~;.···"4~·.··.~!1l•t1C,o ..•• ~,·.:reetrioC?.i~~ .• ·~··+.·.t~nep~~6~.¡TnS,(~2),/ .:·:·:';~ 
·i¡~~;:'~i·~~;:J;j~:t·~~i~~~~~~;y;:·~ti~,~~~~~=·t;:.• .. · .. ;,6 
,nél§.~tj;.ar1•n ', qu~· lc()f .• ,¡m.ntotr dtlf !i15 cc>T4pjend i.~~-- deed,t; ~pnd.•, ~· 
ini~ta/Ia eecutñQi& :de ÓadaIS, basta el ettio inmediato pr6d~o 
de .. reiitrico1.6ri 'pa::a la enaµ,& elllplead&f quedarían adyacentes a loe 
fraPento11 oroaoe~aico• que ee formarían. letoa pequeftoe !l'asmen
to',:s .. éo11, de ap:t-OJ;im,~nte ()88, pb de long1tu4, cada unó, lo> que ._ 

• . rró·~~.Ü.peao•oiecul.ar.·de· oér~ de ()·~'4.5 · .. ~;· ~e>ilando· como•reteren• 
.. cia u paí~6n •*,t~bj•csido de·. e.quiva:tetncia ·~Íl.~l'e' l~IlSitud del D?fA ... · 
b:io~.~•M~io• ·d,ado en,PQH de l>aeee, 1 peso molecular~ · 'tal <iórr.e. · 

' ' ~oru,e,~ia a~igna ·Q i;5()(> pb un pea~ aioleculal' de 1 .'"1 en pro11,ed~1>
(39}o< .· 

<In la :r1gtiN. 3, ee observa' que las ba'ndafl i 1 B de la cei>a 
MX960, tienen.a4j.1l41cádoe loa pesos molecularee aproximados de 
J.06 y 2.50.md, reepectivamente. Eetoe valoree, inclu,yen loe seg
mentos tranepoe6nio,oe ya mf!noionadoa, por lo 'c¡ue tti~ m.e,ntlfter eu11-

t~4e~>8,.1 ~oe~ 11ol~o~l~r lle dichos •.,-•~tos para. así obttnu lo~ 
valor.•• re•l•• de cada f'rapento pu.raaente or.011Qe6mioo. Bl reeul
t-d~ .f~nal •Hip loe ~valoree de 2 • 61 '1 2 • 05 IDd · n la~ 1*.ndae· A y B, 
reepioúvamente. ~ auma.de.J;oi·peso~moleoularee de estas bf&ndae 
..r:roia un total de 4. 66 m~, •UJ' aproximado al. ~lor dete"taao ex-

. . .· · .. ' . ·. ·• . ··. . ., .. 

periilentallllente ''(4.8 md)' e01pero, teealta una pequena diferencia 
' . . ~ . -

(0.14 md) entreamboe valorea, que se origina del hecho de que ta-
les eetimaoionea eon aproxilÍ'ladas, pero, oon•ider&l\oe, que loe val~ 
rea obtenidos son representativos dada la oapaoidad resolutiva del 
eietema de an4lieie empleado. 

~raoiae a que el lllapa de rutriccidn del p1'smido pAOR2 est' 
(\ado en unidades longitudinales con su equiva,lenoia en lliégadalto'!" 
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. . . .. . 

nea, ea posible .looali~ar el sitio donde la banda silvestre. de 
4 .8 ind ea iriter.t'umpida, por la presencia del tranl(lpo~6n.· ••Loé ei
tioe de ~ I que originan dicha banda, flanquean la regidn de 
6lnA-glnG, de modo que encontramos dos formas de compaginar loe 
fragmentoe observados. IJna forma a.itµar!a· al t:rag111ento de .2 .05 md 

contiguo al sitio de .. Pat. I qµe ee~ll. o~rcano f1~.1ocue slnG y,. c911s! 
ouentetÍlent~, el ·f,?'flpe~to·de 2.6tmde~ &00\IOda!'~~ en~ré 'e~. ae.~e!í· 
to anterior: Y ~:l, .ei.:tio ~~ .. resf;r+cc i*n ~led&;flp)~ slnA ~ ·. · Este ~rr1t• 

.• ··•=1~;~~ji~~;~~l:;!;~!f f ~~~~!~i~~;~!!~:tJ .•. 
que' el tr$népos~n'eit:i()c~llzai-!1;•en>e1 ,gen~ SltlA,····.tó cual eábe~os 
que no ee poeible, fª que' dloho gerie eet' intacto, por lo men.oe .e! 
tructura~l!lente bablan~o. 

·~·· ~~v;~:t1~~~!i:i~·~~~;~ ~~~~~~~t~?1·~~r:tt~~Lr~.·· · 
inseroj,6n'.~cii···trt1nspoedn~ .. ·· .Tai~ambfsúe4ait·· po'1i-!a"c~tiduo#~oe:~ :In-· .• 
'tar~retaoi()nee err4tieae: pó~ .jel1l~io, 'á ·. det.tmi~r< qiievlatllut~ci&n .. 

· ·. mapea El~ sinJ¡,' o\ian,do p~diese q~~:t:$1:).~ l~, posi~ilid,ad, ~e,, que . ee, lo
calizara eri la 'r$g:(c$n :tf1tercs:f.~.trCSnicá dé slnL'·y Slnp •. · Cónba.se· en 
esto, consideramos la alternativa de efectuar ~tro mapeo físico.y 
con loe datos obtenidos, aunados a loe resultados del ensayo de h! 
bridbaoicSn tipo Sou·thern, poder emitir una concluei6n de certera 
l!l()bre la. looalizaoicSn de ltnnutaoi6n sln-8.21 *.'?n5. .Ad, pues, con
tando oon. la oooperaoidn de J!t&rio R~oha y Ue,Jandl'a Cóvar;t'Ubias, . 

. ernpremÚ.l;\0~···1a .la.be)~ ·ae ~lfordar una. eétrateg~ de mapeo deioo ms 
od111óda i uianipulable• latll ooneieti6 ·en dieeotár mediante. enzimas 

' de· re19triooidn, · 1a reg16tt. donde el .transpos6n eQt4. insertado 1 aub
. clonando previamente 1-..•. autacidn e$ un pleiemido bien c~raoterizad.o 
oomo es el pACR1, que porta la retÍi6n sÜveetre glnA-glnG. 

cabe' mencionar que las evidencias gendtioae 1 loe resultados 
obtenidos medj.ante el aru'1ieis por hibridizaoi6n, aeftalah favo1'a:.~ 
blemente que el Tn5 ee localiza en el géne slnL, sin embargo, qui
é:i.moe ,aportar !Mé evidencias que apoyaran e.atoe resul tadoe. Por 
eso etApleamoe una nueva eetrS.tegia de mapeo tb:1.co. 



li.¡Qi'á 5. _..,. topoer'fioo 4ei eitio 4• tn.erot4n 4•1 ~5 
tJl *1 oreao11e»a "J•,·otP., mso,' "..sn lo• 4a1'ot obttn14o• ..... 

;rui:.:~:~:;:~.r~.:f l;~;~~,~,~ • ~~ur . .,.. •• ~;~~ 
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tTna manera de olo.nar un~ mutaci6n eelecc1onable 1 c.otta) lo ee la 

inserci~n de un TnS. eo péilmitir que Ge lleve: a cabo un .jJrocet10 de 
reoornbinac16n g'nfic& natural y, 8i111ple111ente, eele~cionar la preoen 

cia del tranapos6n en el pldeuiido. Para eoto, emplearaoe la cepa -
MX919, que carece del opor6n elnALG, pero tranefonll8da con el pl'! 
mido pACR1, como receptora de la informacidn gen~tica prover.iente 
d.e la cepa MX9.60, que por conducto del fago P1 .!!!:!• ee tra.n•l!uce. · 
~d, se eeleooionarol) ~C;it1e.Uae, reoomb.i~ntes natur-a1ee, prot6tro.;. 
tae. de glµtaraina, qúe ru,ron reoietsntee • la Qnam101~. Poste~ 

.. rio~~nte,: pre1atiponien\io q~e. en l• may()da de' loij 'caeo~ hubot•-100111 · 

';~~~~Er:~!~j~:::!~~~~~f il:~~f iZ:;:~~~~~:t 
áQ.uellaa tranetorcil4ntea con tenot:i.po Gln+ tmrí •· .t11!; se g~rariti1'6 
en buena medida q~e todas las colonias obtenidH ee originaron por 
la captura del pl,emido pACR1, portando la ineercicSn del Tn5 fun
cional. &J1 .su ieecuencit\ nucleotfdioa • 

. Ull& de. eetae trariatol'IW'lte,e ee 'purj,ticcS .y efi eometid al mio¡;&. ..... . 
ensayo' para deteotar~Lf, .. preeenoia del ··v~411Dido, ·el ·cual tµ4 diser! · 
do con la endonuoleaaa· Nt ·r 1 anausado medWite eleotrótoreeie.~· .. 
El resultado obhnia~ :fú4 ac~rd• óo~ lo. ee~eradot ya que ee oba~r .... 

·.· varori OOllll, ~da~ ·de. dif'~reht. p~eo lDo.l,ec'ul,ar, 9,J) obntraete óon el 
. p14Qii4o eilveetl-e ~ue. echo preeentá oua:llro ~dae. Se infiere 

que ias cuatro bandae extras observadas en el pl'8mido pACR82, ee 
deben a que el tranepoe6n presenta en eu secuencia de nuolecStidos 
cuatro eitioe de reetriooidn para la' ensilll8 utilizada; Con base ·. 
~n eoto, f!t Pl'.OCedid a purificar &l .pltbaiido pAOR82 en mayor •flca-
la, a tín. !le eujet•rlo a J.aa · prueblls oonóertadae de. digeeti6n enz! 
iútioa ;'ep1tc!tica 1 patrcSn electrofo~4~1co de lo• t'ragméntori ~e.ne~ 
radoe. · Ad, se emlii.e&ron 'las eigufent,.e dJ.¡aetionee ene~mitlo~~a 
E&m· Hl' ]g!· JI 1 sma. I' al&1t1 Hl:/~ i 1 B&m Hl/!I! lI • 'Se ú tilila:-
ron. ee tae enzimas porque tarito el plilamido como 81 tranepoe6ri pre
sentan pocos .sitios de. reetriooidri para estas •. · ll'l<lontra111oé ad, 
que ei t:váDB:t>o•cSn Tn5 tiene un Sitio de r.eetrtccicSn para .!!!! HI, 
uno pára Bd II y tree de .§!! I, y el pl4emido pACR1 preeenta doe 
sitios para ]!!!! Hr'; uno para Ji!. Il 1 tres pa~ ·!!!.! r. Eeto, ta".'" 



c~U.t.a el am,lisie po:r reetricioión. Una vez que se concluyeron 
las digeetionesenziwltioae y of'ectu&.dlf..la electroforesis conee
pondienté, ee prooedicS a fotografiar loe geles de agaroea·y, obte
nidas lao fotografías, ae amplificaron las imageneo .aproximadamen
te 4. 5 vecee, para det.ermina.r la magnitud de lae d.ietancua reco
rr.idaa por cada fraganento. Eeto, con la. finalida.d !le r,etar ince:; 
tidumbre a las medici~~eo. P~eteriormente, se pr.ocese.ton le1tf da..: . · 

.. toe ).>ara oaloular el p$80 molecular aproximado de cada ban~a· elec ... 
·•:;~rofo~.~~1~a, emplean~~<itil ~dto\io a.leebraj,co. eet(lbÚ~~~o··r~l.a~i~·.·.< 
,/ ~n'.titi l"4pido.,:r: ¡¡enotiió (S,l) .' .. '•C1,~e,>par~. ci•i~~l.~J.a di,~1;,ni;:~a 
,. /4,~;···1l'~»!l>~~6í1~ .1os ·:9,_1.~o~·;:d.• re;tri~~J~Pd.,~· .. Pi-~14.~ . e 1i~;$~~e, · 
· · ic!~i'84~~i'~J~rol! l;oe ~l9~ee: d.e .10~ ~·ep~ntoa tr"nepoednicos ... trtciui- .· 

'4o• 7en, ioe :t'ragmentoe obaer-~doe med1 •. nt41 ia electroforesie, de. 
108 valoreecálouladoe pc¡ra,cada banc!a, eeglin :ful el caeo. 

Lamentablemente, las. digeetfone~ et'ectuadae oon··e:L··Pl,811l1do 
p!.9R1 ~01119 ·.control, reett1~11rop inadfitl\tt,ád."e Pfl.r& . el ,_n41Jéie . po;r iee .. · 

.:~~ió~i.61'\ .y. linica\1\ellte-~l: ~ri~ayo c'or{ibi .. ·'r rul· .. ·~at.taftct,orio. ªut 
e#~~Q'i. t~6~i,9a~ent~ l)uedo.·.~fd'.e;r;:iret .el·.P,atJ'6n •. r u. ugnitud de .. 

.. ~@(llAn~~s gene:ra,dae Po.r es,1!1,1ppl4amidó,. lo·oual nos permlt16. anal,! 
. ·. •áf 'el ~atrtSn 'obt~nido ,Por el pl4eo11do pACR82. .. ·. 

' ·.' - '' ·.: .· . ·. ': ,· 

.El ~p~ de re.etriooi6n del pll{fnllido pACR1, presenta dnicamente 
UXí sitio de corte reconocible por lli.l. enzima ]61 !I, de modo que B,2 

l.&mente se genera una banda electroforética. En el pACR82, se ob
serva un patr6n de tx-ee."blutdae (ver figura 6), una pesada de &pro;,; 
xinll¡~am.ente 14~8 md y d,os ligeras df 1-78 1 h75 m,d, cada una. La' 

. pt~'al!~' corresponde a u~ f:r:agmento largo que 'abaroe. desde el sitio 
de'"hl' i:t en la regidn de SlllA; HCO,l're ca~i<todo el pldemido 1 

· ~éti!\line. en uno de loe sitios de rest~iooi6n del Tn.5. La segunda 
bá~daeqµivale a Uri fragtn~ntt1.int~Í'l10 del tl'anepoe6n, yel frag
men~o mle ligero, de t.76 md, comprende desde uno de los sitios de 
reetrlcc'i6n del Tn5 haats el sitio localizado en glnA, en centido 
inverso al fragmento mayor. A este ..Sltimo valor, se le reata el 
peso molecular calculado del segmento qua comprende desde el sitio 
de !ti!· Il en el Tn5 hasta donde termina, ou¡o valor ee áptoximada
men1e de 1.01 m.d de longitud.. As!, se deduce qúe la eecutnoia dtl · 
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tranepoe6n ee fnicia a 0,75 md de distancia 4el .sitio de ~ TI err 
glnÁ, y tal punto. seaeienta sobre el locue SlnL. (fig. 7)~' 

Por otra parte, la d !gestión del pACR82 con la enzima Sma I, 

muestra cuatro bandas de diferente peso molecular, dos de ellas 
correlativas a bandaa eeperadae para el pltfomido silvestre, tfetas 
son .de 7 .92 y 1.05. 111d, c.ada una; 1 las otras .dos bandas .son de 
4.3e :;v2.22 md, reapeotivamente. Dada 1• posiotdn probable d"l. .. ·'.··~~!f~ 
transpo1J6n, e~ raZOlla ble peruJar que la ~nda 4e 4. )8 .e ~rteeponda .. · ;'.i'/}\:f, 

··. ·:~11:~r~!~~~i;~::~~;::!:;=~~r3~!¡¡~t~qi[:ff ~~é11;t~¡¡ 
t_r~Ji'})ºIJd.n ha.e'fil:I.: O'.l e,i uo.·· loc.llfaado · ~J1 . glnA •. ··Como · t1nicaT11,e?'lt.e exi! ·.• .· · · · · 
te \in. sitio d~ .Sma· I ~n d Tn5, localiz&.do fÁsimltric~lllt?nte, 4ste · <; 
esttl eituado prQdlllal a gln.A, como est4 ilu~trado en' la ti8'Jr& 7, 
ya que de la otl'tt. 1Danera, no concuerda oon loe datos obtenidos~ 
4,de.s; ee·oa.i~ul($ que.l• cUetancta del.1Jitio de restri~ci~n.en. 

··: BlriÁ'. háe~a:-dÓ~<le ·se,··lilse~ta ·el ·'transpos6ri,'.e~ de·. apróx.im;:damente 
o~ 54 md •. Es.te .. va¡or, localizar~ la inserci&n del TnS ~~ slnt, ·. 
'fo~ !llUf. s~11lfi•lr'alo. obtenido' oon ·el anclli13ia .. eUipleattdÓ Mi:!!·~ 

. donde ~e observa ta11 s.Sio una diterenoia topogrLrtoa de o .. oa !Dd. 
Aei,lniemo, e~~e ~eeultado pe~t:í<S dete~minar 01·.aent:l.do en.el-que' 
est4'i~sert~do·el t:r8nspoa&n e~ glnL,· oomos~ observa en.lilf'igUra 
7. 

Los datos obtenidos con las digestiones del p!CR82, empleando 
Bam :at, apuntan en favor de leu1 int~rpretaciones efect~adaa hasta 
ahora·. As{,. la digeet16n del P).•sm{do .,pAcR82 g¡mera un patr6n e""· 
leot~ofo~hioo 4.~ tres bartd&e, de 9.78, 2.99 y •2.39· md~· .. oádQ una. 
Exni~~do ee~e patr6n1 . eel6gtco pensar qu' la banda o,.bs.erV.adi. de. 

d:•99 in.d, oorreeponaa il la banda calculada peir~ el pM::R1 ~e 3.10 md; : 
'yquei.,l~ banda eUv~stre de 8 .. 25 m,1t fu&, di.~tdidi., por efecto. de la .· 
inseÍ-oi~n~ en dos bandas nuew,s. · Al cotejar. es~oa valores oon los. 
reeultadoa anteriormente mencionados, que sitdan al sitio de !!!!\ I 
del transposdn proximal al punto de inicio cte·alnL, se enaontr6 
que el sitio linioo del tranepoedn de ]!,! RI eet' situa.do di$tal a 
la ~ona donde el gené a~fl~ llÍioia su expre.ei.6n. ta di&ltanoia o&l<t,!! 

.. ·,,,,í,'i,,', 

... .. 
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lada del sitio. de ineerc L6n tr~napoa6n1ca, ·has.ta el si tlo do ree
tricoién parQ ~ Hl en '.II~.nA ea d~ ú.35 md (fig. 7 }. 

Loe reeultadoa l.ogradoa mediante las dobles dieeationes .• loca;. 
llzan la mutacidn muy cercana a 1oa sitios previamente ae~aladoa; 
~aí, empleando la doble digeeticSn ~ HI/Sma I se ob~ervan seis 
bandas dectrófotlticas. eienc:fo la ~)'or, consecuencia probable de 
una\dige~tidn incompl,tfl ya que n(>' se eopera~; .ademde de cc~Únoi-

, dir. ertpeeo .mol,eo\lltlr.09n ·la ··bfin.atf,mayol' .... ger1e~adl!.•·• por. us~~tH.6.~·.•! ., 

<~;~~für;?f !f ~~i~I~I~i f ~~~!f [~~~,~f tt~1,; 
111ido linicameri.te 'oon Smá I; y ia bá.l111a de. 2~0J 1Íld, que se de_r'~i/~ dé .. · .. •• '" 

. que el fragmento producido por digeeti6n con Bam HI ucluei~~&nte, 
1u1 .corte.do por sma. I~ ';Sin emba.,rso,. este fragmento c~il\01.d' ·con el 
P.Qso; ,~~~ra~b pare, 'mboe P1:'ª1111~()' i. el pAOrlf y~ el·· pACRS2, por \o .·. · 

· 9,u'e· no ea di~oernible, mediant& ~elite ~nsat¿~< ..• 1-· ·o tia digest;;6n . lio~ 
. bl••.· &üil Hl~; ll~··. d•nota un ?'~f6n1ni~re.t.orio.·d~· cin¿o, 'blri·aá~,· ·... . 
: d~·•.·lae:·oua i.ea , iá~ • doa ·. m«e pesad~~ coineid~p ce>n · · tr.,Peilto~· c~~cu:J.~ . 
~o.~· ~~: ~l pl4~mido. '.pACR1 , · 1 que no 1~eluf'll )• re•s16~ .·ct~'1de· ~e · •· 

. ins~rta el: trans~<ietSn, .· .. Lae rtst~ntes tres: ~lldas e! ·ataften a ce.e~ 
ta .• regtdn y tienen un.peso mole~ul.~rdé 1.53.·1.03 y o~a4·-4~'dá~ · 
una. las dos dlt11118.S bandas Óotejan perfe~tamenté con 6egmentoe 
1ntratranspos6nicoa de aproximadamente 1.03 1 0.79 md, eegdn se 
oa1o:uld. En adioidn a esto, la. ~nda de 1,53 mdcompren<ler!adee
def'~1 .• tt:t;o de Bam H'I en tsl.n1• bae'ta' el sitio· lmÍS p)'.'0Xi1110 _de §&l· Il 
eJÍ: e·Í" trans~oe6?1. Sustray'n~o1e . ~· ... este mor, ·.t.l correÍ¡l~Q1ld ien~.~ ·.· . 
•l· oe~nt~ mer&1'lell~~ .··.transpo$~ico, .!Je· ol>tJ.erie.· µn·· ·re$aj.cte.~o" ii~!J ., 
iMic~ que:•:la ineerci.Sn eet': toc.l.limac1a aA> • .52 md ·.de di~t!inota ~él ·.· · . 
sÚ°io,.reet~cleUwo k~ HI en ib.ri.J. / . .. .. . . ·. . 

tn cnnc1ue11fo, loe mapeoe .por restriolli6n con lae enZi~e em.. 
plead~s, deelindan la inaercidn del rns en a..~· dentt'o de una iona 
de aproximadamente 0.17 md de exteneidn, comprendida en la mitad 
del gene que eet4 proximal a glnA. Ade~e, .,dada la orientaoidn é!. · 
•ta'blecida im que él' tranepoédn eet.fl, insertado, y contronttfndolo · · . - . ,· '. ·.' . . ,. . . .. ··: 

·. ·'·.-'.·. 



. ·•, 

el:mapá de réatriooi6ri del própio 't'n5 (53), ha po4~do deductr-
31.,.;o.;.ro! 









.. 

tt§~~:¿~ 
. ' . ~ .: 

.. :,~ Í" i.tanamtnte,quEi una altuác:icSn· en SlnL tendri• oónseouenoiae e,! 
. íiltrti~'eé a una''mutacidn &il !lnG, pa~a este fen6méno, iinpÜod aeuiiH.r 

,c1:·_·
~,, .. ,~~\ 

un enfo.qµe •iJt:r~oho EJob:re el mocio de. accidn d., aiJl>q~ prodµctoe ·gl-

~llilllillll1t~!f &ilf i4t~l:i.· 
· ... ·,;.>.ciijent&•'cl• .••... ·· .. ,:1¡~··aonci.~pt1Uil..;•· ... cua11$íó.e,nel.111>oiatol'io . .ee)OSf··· 

·. ;;.i:~~;·~~i~~!it~¡~*~~i~~~~J,i~:~:-:~~{~~~:~~;···~~· 
·~~~so.- at~rtunadamente lfi" ~ut$oi6n 6inL82s 11'115 es-~oiar e obre· la 
l)f~i-.ef~n ~·" Sl~G, lo que ~ra~o come) coneeouenÓia .<l\1ª )a mutan~t 
f4x96'o fuera' bil>ere~naible ... ~ 2.•'·J«s~u,~•1• beoM hoe ·.·-. pe~~1 u6. ~ .,L(llir " · ·· 

:;1}f J!t~1~:Jt,i•:tii::·~r;~~~t~·.~¡.·~~~::1~:~:.~::~m-r; .. ·· 
.__ ,., 

~'~ __ :. --;}5~;;. ;::_ .:_'; 
.--r 
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· .· de~~ótuosasxen t31ria,. ea: e.~.di,~:~·ri' ~1 trat¡ar de a:~laj ~ti~~ .en 1lna hi 
pdtesis ní4a o menos fu~oio~i, ',1g~n.o~ datos reoi~~t~tllent'e iogta.:O~ 
dos en el laboratorio (Oeorio, A., et ai,. 48), donde se han aisla~ 

1 •• ' ' ••• -- • 

do C(tpa& portadoras de m~tacionee _que euprimenla l'.lipereenaibili-

.,, ~"~~~ 

·-., . .. ·:-,¡ 
-.-_; 

- , . .,: 
"/.' 

' -: : » ~ 

·-····-

ex#esicSn de -SlnG, oonio'lt> apunta el. .héclio d~ reEl~i,tuW el .fenoti~ · 
· .• 'p() iut+ ouan~o· esta· muta?lt•.,,ee tl'anirr~+'lnllde.. oon' ®•Pl.~~i¡ti9<> q~e 

,;&~ii~1~J~~;:~~~1tm!~~~·:í~~.!~:~:¡&~i~~i~~,,: ·: 
: _. ·~j,1ici'·A~t:- :· -:.:1'11tan~~,S Jsií;ren~•---~~,1~;:t.im~-~~l(,4y,:~~- _> 'A:d }:t«i~ "!. -: 
· ; líi4n., ·:~~Si ~~~·-:9J{~~~í~tt. · to(b,;e~í~P;JS·fíu• · ~ee~·Jt1~'-¡<J.J )'.:·~~,{o i~f' .- , . 
·.' ta·$':'i~ta~tojléiÚ~e~. slrilf.:9oit~el'e·n- :irt~-~~~ida~: p~a"'~ii~Í~,r- ~r~~n-tU':' -. ,_, 
.····:···.~',:··;~l~~~ra~·)~~~,:~tr~~· ~~/~'.~#~~,~~·~r~u·$,:~t.-~t·b~~~·t~;'ll'.~~~t,•.~'i~/._.,1~···· .. :• 
· 'que·.c1erta. porci~ri··· d~:L'Pxt<?d,~ótct,•d~.·g1n1t.Jntei'vitl1tf·t1n.J.a'~egul~oi~t(_' ., 

de•loe, 'tiiatema~ .de utilizaóidn' de d'.uentee altern~'tí#a.«1' de nitrdge..; : 
~o.-. Eéto expUoada. el rtie~ltado obtenido con l• rn~~~nte':a1019, · 

··•·'.@~b~5.~~í~~:~~~~~~~r~·;~~~j~1¡:~:4{lü~lfa~:í~t!~··· 
¡lJlL en e1 -conti-oi de ios, operone&. mo'dutadoe por- 'n1tr.6g~n9, 

-·'1 ·;-.. ·::::.1: e. . ··:·._ ,; ·• <:·:. -,.!/.-,,<-.:~ ~r '.~···l r.··... . ~-:· :.- ' - •t:?<·':: ·- ....... · .. ~~ ._,,. 
'-/·~ - .· . " . . ;, ·- . :.~:._·_· . . . -. - - . . . ! " . . 

---~'.=,;JJ~/ _,·.-:-\',~_!.,,.'.;··· ,:.¡. ~:..- ;_, ~-:' ;,~·~~ . . . "''':.. _•.;_:~<1 . . ··:•.:,~·¡-:.':·~·-,:,:_,_-" ... ;-·-:~: ': ,-.,,, . ; ~ ; . ·_. >. "; ·._ ::~ ~}.·:-~ ('~~':"~'.)-. ', . :·;::·.::' ._":. ; . ·-.. 
(·_·:;·:::~: :· .. ~~::;~- ':;_-.~~'.~-~:~:/·:-·· . \ ... ~,'· •'·,;··;_\:;. .· .. 

-,/ -~-.~~?;. .. _· ,,,._ ,;_,;:;~::~~~.-;-=-.'._~·-,;-, ·~,, :-~:~··'.<~~}~·.:;.;,_.~::·";~,\~~·.;L\·:·.:_.-



Cuango- IQio-iamos el pro;Jecto de ~lJ.so~r 1 oar~~teri~ar mu~ant·;-~; 
· ·~f;,,ctadaei en ~113L, '1nicamente tentamos lnformaaidn ~~rlii de 1&·. 

exhtenoia de este oietr6n, por lo que cualquier fenotipo asignado 
a mutaoionee en este gene, era mera111ente oapeculativo. .Así, .se 

parti6 
1 

raetrea~Clto la piata ~e UJ1~. mu~aci6?1 en slnL_ cu~•.e hue1_;as ; .. ·: , 
. 1.1º .sab.1.a1110.e qu~ _ /orma ten~~~f ~'l'º ·;c¡ue,JH>~_P_,ql,li&,~111()~ _q!J,~>~<>]fl~,r.-, __ 

1 

'o~~niblee ~ntl'~ üna mutant~ ai'ect&:tta· en el locue ,· glnL f,c)tra ·. def,es 
· tuo~a en sinG. Puesto que 'n -. esos d!ae :se ig11or•l)a,.q.u_., dert_a~. mtf. · 
•.tanJes en.glni ten!an e:tecto :pol.!lr t1Q,~re'1~. expr~e-i~~.:~:~ l[irilh;~~¡· 

• ~I'' 
... liesgl·ó·éffüdo ~omeramente lo realiz~a·~~: resulta '61aro. 4ue~ 1ae 

· -evidencias genétio~e aoumulad~e induciE!n a p&near que l~ inÚtaoi6n 
gln".'".{!g,: 1 Tn5, ee localiza en !lnL• En tdrminQe glo~lee, :toa e:x:i;fil~ 

ri~entos gen,ti~oe han arro3ado ree~ltei,doe que oonc.u~rª11~'):1on eátfl. 
. ·hipdteeis,-_ 1•-11ieunos·-de natu~alez~·Óo,nf\¡~a __ .n9.'.ret~tan'-:e.S,ta .. súposi- ·.· 

·<c9i~J1; ·,¡uriqu~ :.~hg~_n .. ~l~ expl~~aoJ~n ·oJ>º~- Jo:.~ef!o~j~13t1tioa-.:·· __ ·· 
:ci6n'•_. ne< ia ·m1ema manera,(1ae~ evic1enc1aa t!eioae c<in:f;ii•~·rj ·el:üé• 

.. ·~~c/de,111el•lllü,~'ri~• ~9,§d.:,.~t'tCaf~'ct,.~~- po.-1.~_;inaf#rO~~-n· dét •. Tn5< 
· a')ltvel 1181 lo~~ª·&lilL •. lnc1u110,-~~-;~ten ):'azone11 1111,ly fue¡1te·a ·pat'a · 

éuponer qué dioha·.urut&cidn' e;feroe 
1

ciertoéfeoto·'polar' sobre ia ' . 
. tl'ansoripoidn de 8lnG, que ee supone ·:(25, 26 y 30) 'se transcribe a 

partlr de loa -proinotoree de glriA y e;lnL. Lae ratoneeque susten
tan nuestra. afil'.1Íl8oi6n, . eetri_ban en loe siguientes beol'tos1 l) a. 
diferencia de una mutaoidn englnL.no pola:r (alnL8J).q.ue·,~1111ed.ere 
el::fenqtipo Gln(}, eé decir¡ aoti'vidadu. al tal'# éone.tHutiva~ de la 

·., ... 
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• (}fi; .. nue~tra ,mu;tant&·pfr9'6o pre san t~.:e;;ct:l.vidad~~·.· .. ~nzitdt1cae ... ~,.Jfbfen 
~--:~3·s·, .. ª~q~e ·¡;~e;d,~.;h~~;e.rva~~e·'.u!l .º ~~rto pa~~dn.· regulador. e.n· f'un-
1 · ci6n·de 13 dieponibil:i~ad de nitr"geno en el medio; 2) la ,¡¡reaen

cia dei gene glnG eil:vestre en un pl~emido mul tioopia .(pACR3) en 
la c·e:pa M.x960, permi:te ,una expre,eidn alta conetit~tiva de slnA, . 

. ·a~em4,e,:,•de reeti~uii;:-effen9tipo _\ut,.;,·.3):,la pr~fe~ci~<dd ~l,elo' •)>, 

11~t~~~tf ~1~tl~'111ili~i~A¡~1~i~~~~~~:~~~ 
'.?>. e . • '''l.;o'a•;:¡ htijeY oa' t ofótiálu ·· . i ad s ('46) ':. "" · ' 

. ·~i~~~:~~~f :~,~tJ~::~·~~~::~s~r~~:~:~;~:r;~;~~·· ·· · · .. · 
· 'te no pu~~~· .oonfron't~s• .adecua4&,íp,ento, con lae ·.Ut.n'*'': dette'tuo•M 

: -.en·'. lttL .·oop. efe<1to:: . · r~· ·oori,o<ti~~~·;«251. 26)":.:,·:_Re~uat~"ad, ·~ue:: :· ·'r:'i~ 

' ~é; ''que'' t•i prolllott>t-:>$~a activo ~epecialmehte en.''condioionee limi 
tante.s de nitr6geno, iá 'que bajo esta.a cil'ou~etanoiae, la acUvi~ -
dad oatal.!tica<cle 1-'.GS 'ee inc~•menta·,()St:eriéibtement• 1 coit;~eape<!-. 

,.. . ';,'' 
-~-,-,_ .. ":;§ .. ~ ".;-~. :. --~---; -.~·-: 

.. 'J11otor exiet.e•:oomo tal .. ,\Aunque.adtt no.se puede.atinar 111 existe · 
eeta e~cueiiC:1a' alprinc'1'J)io· d~ gl~G·f· ~.~· ei labo~at9;io he~ós logr~ 
do obtener··i~nos.r'eeultadoe que sugieren que glnGpoeee promotor 
p~opio, talee como el hecho de que.el.pl•emido'pACR3, qUe porta dn! 

"~'tflent~ .e~; gen,e, slnG :j,Jltiac;to, . se' .9ai)al!' de .ºP~P~t~,~~ar u11a .~\l~~ 
'/Q~dn ;ºr~111o~cS~ic•.·eij ~iv''~·f,óú11 b.o!llcS1~B9~ . En·&dibicSn a eeto, ••·han·· 

- ____ ', 

... -_ 
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ai~iado ':rn~~~ntee deriva~fie d$ la1:¿9¡,~, titX96Q, q1le l:efi~ttuyeti, la'' r!> 
o~it~d de u'úú~ar argi~ina, am&~ :de, ~etentat ·activ1~ades a1 tae' 
conl)titutivae da.la GS. Eetasmútaciones (gln.,.85 y gln-~), ind! 
pendiente~e11te 1 cot.rana(iucen en un 100,r; con la tnee;rcidn .del ~n5, · 
···p$rá,~l¡o~·¡flt~otipoe, . ~ll.1:+: y,·. Gl,n0.! 1 {•Utt"~.ina,' .J.~· 9~.:1: '.~e~a#~ct;~~'•· P~. , .• · 

,, cl~toe: ~no· p~"Úoadoe). 48:t1 . es taótt.bi:1t. penaar qu~ · 4i~hae1 'ce:pl'e · · · '· . · . ;, 
. (!'i19?9 i"~103Q);· -~~~~·da ·1a··~~-~~6_n,en ¡lÍlLt·;~i~n.~q .a;e~~~~I, :,·~>:· .. · 

co,nsi,~a··· def,que .. l~ pat:ti,o;p,cidn. de,l!l. G~ ·~n.1.,.,:~tftu1a .~IJ exclusi./ 

. ó ci~'tiiliten esta ·hi}l6tes1$'. :Partióu1~;.;Ínente, . conriauios en ia ex18 . ,.· ·.·._.· .. , ..... ·.,·'. ,._. . ·. - . . ''·· . ..: -
tencia de un. promotor en t,tlnG, lo oi.•t l ai resulta o~.erto quiítCe 1! ·. 
p:Lióaría que el. e~etema · g1nA~elnL.:glnG, obe"ec~' fl una din4miea re; , 

\iii~~l~~~liI~¡!il~!~~4:~~;¡~;ii;~i~~: .. · 
·•• • .. ··.· :: '.O.otiéid~rM1!"e que,. ~"-' la i#port~~cia dl?l metab'ol1•1110 ·nitroge• 
·n~.dój·.•.nr~ef101"'noia· y ~r'.eciisi61l··~o~l~.;q~e·i'as:.·dfl\1.1a~'miJDejé~··t·..-· 
J,e's re~lll:~oe ;.·. eon.•pÜaree.·.•furtdament1t,lee:.~ue'··penite'ri ~osténer ·e:i.·· 
metabolÚmo bacteriano •. ºSin eaibare;o, aun eá largo el camino ~ue· 
~e~emos quo recorrev para.aprender ~01110.Escherich.!!, coli realiza>· 
esa ta~ea, lo cual a· su vez, ·constituye un pro~J.eft!li:excitanie ~~"'.' 

, ;ri.ia.i~~eet1~oicSn oittn~Ú~oa~ .···• ·.· '.·., ;:.·; · 
'· ''.'' -,<:;~-. .:··,:. 

. . . ),_C\: 
;~,:-~>:· ,~. ) ~ -, ; . ". 

'·' . " ; ~~\ _. ' ::·~· .. ;·'.~~~·:· -.,. :::: ; 
-'';.•:, ._,-
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