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INTRODUCCION 

Hetabolismo Nitrogenado. 

El nitrógeno ha sido seleccionado por la naturaleza como uno de 
los constituyentes esenciales de las moléculas orgánicas involucradas en 
el metabolismo intermediario de todo organismo. Por ello, es de fundamental 
importancia que los sistemas biológicos posean los mecanismos adecuados de 
asimilación y utilización de nitrógeno del medio circundante. Así, las 
bacterias entéricas utilizan el amonio <NH~) como fuente de nitrógeno al 
crecer en un medio mini~o. Los grupos nitrogenados destinados al 
metabolismo intermediario se derivan del glutamato y la glutamina. 

El glutamato es el principal donador de grupos amino para la 
formación de aminoácidos por transaminación, mientras que el grupo amida 
de la glutamina es el donador directo de nitrógeno para algunos pasos en la 
biosintesis de algunos aminoácidos, purinas, pirimidinas y algunos otros 
compuestos nitrogenados CTyler, 1970). 

La formación de glutamina se realiza mediante una sola vía 
catalizada por la enziaa glutamino sintetasa <L-glulamato: amonio-ligasa, 
EC 6.3.t.2.) <GS). Esta enzima está sujeta a varias formas de regulación, 
y la reacción que cataliza es la siguiente: 

ATP ADP + Pi 
L-glutamato + NH~ ---~------- L-glutamina 

GS 

Por otra parte, la formación de glutamato se lleva a cabo por tres 
vías esencialmente: 

l. A partir de -<-cetoglutarato y los grupos amino de otros 
aminoácidos por transaminación. La reacción general es: 

R-CHNH2..-C OOH 
(aminoácido> 

+ COOH-CO-CH.l.-CH~-coo~ ______________ ....,.. R-COO-COOH 
< o<.-cetog lutarato> ~-------------- < -<.-cetoácido > 

. ¡ .............__ 
+ 

COOH-CHNH -CH~-CH~-coo
(L-g lut amato) 

2. A partir de 0(,-cetoglutarato y L-glutamina. Esta reacción es 
:~.-.-- catalizada por la enziaa glutamato sintasa <L-glutamato: NADP+.óxtdor-educ~ 

~::·'..i::-:::,-ta-.a,.EC 1.4.1.3.) <GOGAT> acoplada a la r-eacción ATP-dependiente .. catall:. __ 
· · ...... ·· zada por la enzima GS., La reacción catalizada por GOGAT es: 

NADPH + H+ NADP~ 
o<.-cetoglutarato + L-glutamina ----------~-- ...... 2 L-glutamato + H40 

GOGAT 

Al sumar- lis r-eacciones catalizadas por la GS y la GOGAT tenemos: 
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ATP ADP + Pi 
L-glulamato + HHi¡ ----~-------,.... L-glutamina 

GS 

( 2) 

NADPH + H+ NADP-+-
o<.-cetog lutarato + glutamina ---------~--------- 2 L-glutamato 

GOGAT 

3. A partir de amonio y o<..-cetoglutarato, reacclón catalizada por la 
enzima glutamato deshidrogenasa <L-glutamato:NADP+ oxidoreductasa, EC 
1.4. t.4. l <GDH>. La reacción que cata liza es la siguiente: 

0(-cetoglutarato + NH~ 
NADPH + H+ NADP+ 
----------~-----..,. L-glutamato + H,_O 

GDH 

Las formas de incorporación de amonio a moléculas orgánicas y las 
tres principales vías de formación de glutamato para llegar a la 
biosíntesis de glutamina se muestran en la figura 1. La relación entre 
estas tres enzimas y su interacción en la asimilación y utilización de 
amonio para la formación de glutamato se muestran en la figura 2. 

La glutamato deshidrogenasa está constituida por un hexámero con 
un peso de 290,000 y cada una de sus subunidades pesa 40,000 (Sakamoto et 
al., 1975). La gran importancia de esta enzima reside por una parte en el 
papel central que ocupa en el metabolismo celular, dado que su actividad 
está asociada a la interconversión de o<..-cetoglutarato y glutamato. Esta 
interconversión se sitúa como un punto de cruce entre el metabolismo 
nitrogenado y el de carbono. Como se mencionó anteriormente, el glutamato 
es el donador primario de grupos amino para la síntesis de aminoácidos por 
transaminación. En cuanto al o<..-cetoglutarato, entra al ciclo de Krebs, 
generando ahí equivalentes reductores. 

Por otra parte, la reacción catalizada por GDH constituye un 
mecanismo de asimilación de nitrógeno eficiente ya que no requiere de ener
g{a proporcionada por ATP, mientras que la vía alterna GS-GOGAT comprende 
dos reacclon'es -catal izadas por dos enzimas en un mecanismo ATP-dependiente. 

En enterobacterias tales como Salmonella typhimurlum, Klebsiella 
aerogenes y K· pneumoriiae, la vta de asimilación de amonio parece responder 
al control por nitrógeno en un modelo propuesto por HcFarland et al. <1981) 
y Herrick 11982>. Sin embargo, este modelo no parece ser aplicable en el 
caso de Escherichla coli donde hay controversia en cuanto a la regulación de 
GDH. Algunos autores sostienen que esta enzima no se encuentra bajo la 
regulación de nitrógeno, reportan que sus niveles de actividad no se ven 
alterados significativamente en condiciones de alta y baja concentración de 
amonio <Streicher et al., 1976). BasAndose en estas observaciones, Pahel y 
colaboradores ( 1978} proponen que la región promotor-operador del gene gdhA 
de].. coli es diferente a la de K_. aerogenes e insensible a la regulaclón 
por nitrógeno. 

Por otro lido existen datos publicados en los que ;e reporta que los 
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12-0XOGLUTARATO + NH: l GDH 

1
L2-0XOGLUTARATO + L-GLUTAMINd ~· 

DONADOR DE 
GRUPOS AMINO 

2~0XOGLUTARATO + AMINOACIOO~ TRANSAMINACION 

. ~GLUTAMATO 

3~EGRADACION DE AMINOACIOO~ 
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DONADOR DE 
GRUPOS AMIDO 

FIGURA 1. Diagrama de las formas de incorporación de amonio a 
moléculas or..sanic~s Y las tres principales vías de formación 
de glutamahT~para llegar a la bios1ntuis de glutamina ·<Tomado; 
de Lozoya, 1982>. 
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GS, GDH y GO&ó'F"@n la asimilación del amonio Y su utilización 
para la formación del glutamato <Tomado de Lozoya, 1982>. 
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niveles de la enzima GDH en g_. coli se alteran muy significativamente depen
diendo de las condiciones de crecimiento (IJarrichio, 1969; Senior, 1975>. 

Debido a la escasez de datos y a la controversia existente en cuanto a 
la regulación de esta enzima, \e consideró Justificable y necesaria una 
investigación que aportara conocimientos sobre sus mecanismos de regula-
ción, sobre todo tomando en cuanta el papel central que Juega esta enzima 
en el metabolismo celular. 

Este proyecto de investigación se está llevando a cabo en el labo
ratorio del Dr. Francisco Bolivar Zapata en el Centro de Investigación sobre 
Ingeniería Genética y Biotecnología, UNAH en Cuernavaca, Korelos. Las 
estrategias que se siguieron en el proyecto y los resultados obtenidos hasta 
el inicio del presente trabaJo son los siguientes: 

l. Clonación del gene estructural que codifica para la enzima GDH 
en..§_. col i y regiones que le flanquean en un vehículo molecular 
<Covarrublas et al., 1900). 

11. Determinación de la dirección de transcripción del gene en el 
fragmento clonado (Sánchez-Pescador el al., 1982). 

III. Secuenciación nucleotidica parcial del gene y de las regiones 
que le flanquean ( Sanvicente et al., 1983). 

IV. Secuenciación nucleotídica completa del gene y de las regiones 
que le flanquean <Valle et al, 1983 y 1984>; identificación 
preliminar de la región o regiones donde se inicia la transcrip
ción y otras secuencias de ADN posiblemente involucradas en la 
regulación de la expresión del gene. 

IJ. Identificación y caracterización tentativas de las regiones in
volucradas en la regulación de la expresión del gene <Valle et 
al., 1983>. 

Con base en la secuencia nucleot1dica de la región flanqueadora 3~ 
del gene, se analizó una secuencia de 200 pb posteriores al codón de termi-

, .. .::_:..,¿,_1, __ ,..c nación. Este;~1flHsl~ indica que un transcrito que lleve esta secuencia 
tiene la capacidad potencial de formar una serie de estructuras secundarias 
con posibles implicaciones regulalorlas <Fig. 3). Una de ellas estaría 
comprendida en una secuencia que se inicia a 87 pb del~cbdón de termina-·· 
ción, a partir de ka cual podría formarse una estructura estable de tallo
asa con las c~ractertsticas de un terminador rho independiente <Adhya y 
Gottesman, 1978¡ Holme-; et al., 1983> <Fig. 4>. .... -

Otra de estas posibles P.structuras presenta un gran pare~ido a un 
ARN de transferencia <Fig. 5> <Becerril et al., 1985>, y un dato de inter~s 
es el hecho de que guarda un alto grado de similitud en cuanta a su estructu
ra secundaria (en forma de trébol> y su secuencia (35%i, con el ~RH de 
transferencia <URN> para glutamato en Ji.. coli <Si:rinzl y Gauss, 1983). 
Este parecido podr1a tener un significado e<;pecífi . .-. dado que el gene s_d!~A 
codifica para una enzima cat~lizadora de una Y~acción que sintetiza esP~~i-
1icamente glulamato. Dado esto, podria pensarse que de·tene7 ~·~a función 
regulatoria, esta estructura podrta actuar a nivel A~ traducci~n del ~en-
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Gtr Val 11• End 

1350 . 1400 
GUUGUAAAUGCCUGAUGGCGCUACGCUUAUCAGGCCUACAAAUGGGCACAAUUCAUUGCAGUUACO 
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e 
14150 

CUCUAAUGUAGGCCGGGCAAGCOCAGCGCCCCCGGCAAAAUUUCAGGCGUUUAUGAGUAUUUAACG 

e ,___ e' 
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e' 
-------- - - - - - - - ---1 

FIGURA 3. Caracterhticas del e>Ctremo flanqueador 3' del gene. 
gdhA. Kapa tísico del plásmldo pSAE4 llnealizado a partir , i 

del sitio de resfricción de la enzitna Pstl. l.a Uneá·punteada ···l 
repnsenta al vector p9R322, la 1 (nea cont (nua representa un 
inserto cromosomal de]_. col i, y la barra gruesa reprecaenla la 
localizae:i6n del :gene .9 .. ~lli_ft. los e>ctreinos 3" y 5' se hallan in
dicados. El fragmqn\o d~tallado contiene la ~ecuencla nual~att
dica (correspondiente al mARH> que codifica para los últimos 3 
aminoácidos, el codón de terminación y los siguientes 132 nu
cleótidos. Tanto la secuencia nucleolídlca como la numeración 
fueron lomados de Valle et al. (1984). BaJo la secuencia se in
dican varios palíndromes con potencial de formar estructuras se-
cundarias <Ver Discusión en el texto) <Tomado de Becerril el al., 1 · 

1985, en prensa). 
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FIGURA S. Estructura similar a un ARN de transferencia que podrta 
formarse al plegar el transcrito de ARN que comprende los primeros 
120 nucleólidos a partir del codón de terminación del gene gdhA. 
La numeración corresponde a la utilizada en la Fig •. 3 .. Las bases 
representadas en caracteres gruesos corresponden a las·del lARN de 
glutamato. La localización de las secuencias REP·está-tndicada 
por líneas contlnuas <Tomado de Becerril et al., 1985), 
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saJero como parece ser el caso de una estructura similar al tARN de histidiíla 
en el operón hls de Salmonella hehimurium !Ames et al., 1983>. 

Otra de las posibles estructuras identificadas inicialmente <Valle, 
1984) es casi idéntica <28 identidades de 29 totales> a la secuencia consen
so reportada por Higgins et al. (1982) propuesta como un elemento nuevo de 
importancia en la regulación génica de procariontes. Posteriormente 
mente, Stern et al. 11984) llevaron a cabo una revisión más amplia de estas 
secuencias que denominaron REP (repetitive extragenic palindromic sequences) 
y proponen una nueva secuencia consenso. Con base en esta se identificó una 
una segunda secuencia REP en el gene sdhA a 35 pb de distancia y en sentido 
opuesto a la primera. 

En su revisión, Stern et al. <1984> encontraron 35 secuencias REP en 16 
operones de!_. col i principalmente y otras enterobacterias, aunque también 
las encontraron en unidades transcripcionales monocistrónicas. Todas estas 
secuencias presentan un alto grado de conservación y es importante hacer 
notar que no han sido encontradas en fagos o eucariontes. Las secuencias REP 
constan de 35 pares de bases (pb) y se dan en una o más copias adyacentes, 
generalmente en sentido opuesto. Cada secuencia comprende una simetría de 
díada altamente conservada y el potencial de apareamiento en el tallo es muy 
alto. Por otra parte, al haber dos secuencias encontradas en sentido opues
to, se puede formar otra estructura de tallo-asa de mayor tamano que la 
formada por una sola secuencia REP. Estos dos tipos de estructuras son eM
cluyentes. Las figuras 61 7 y 8 muestran una comparación de las secuencias 
REP encontradas en el gene gdhA y el consenso, así como las estructuras que 
se podrtan formar dadas ambas secuencias. 

Recientemente se ha llevado a cabo en nuestro laboratorio una revi
sión más extensa de esta secuencia en el genoma de.§.. coli y otras entero-· 
bacterias <Becerril el al., 1985>. Con base en esta revisión se ha aumenta
do una base al consenso reportado por Stern et al. (1904> y se han identifi
cado 16 nuevas secuencias REP localizadas en 9 unidades transcripcionales 
<Tablas 1, 11 Y III>. Las secuencias encontradas en el gene 9..2b.A se encuen
tran entre estas últimas. 

Esta revisión aumentó nuestro interés en estas secuencias. Al en
contrar estas secuencias en reglones eKtragénicas, es decir, no codificado
ras de ARHs mensaJeros, y con base en datos obtenidos a partir d~ delecipnes 
de estas secuencias en el operón his J-P en Salmonella typhimurium, Stern et 
al. proponen ~üe estas secuencias podrían tener algQn papel importante en 
la estabilización del mensaJero en la célula. Sin embargo, en nuestra re
visión <Becerril et al., 1985) se encontraron estas secuencias no sola~ente 
en genes que codlf ican paYa ARNs mensajeros sino también en algunos aperones 
que codifican para ARNs de transferencia. Por otro lado, adicionalmente a 

:'..las secuencias REP se hallaron secuencias muy parecidas a ellas <tipo REP> en 
genes que codifican para ARNs de transferencia y ribosomales. En este último 
caso un dato interesante es que en estos ARNs dichas secuencias no se encuen
tran en regiones intercistrónicas sino que forman parte de la región codifi
cadora del gene. 

Para tener una visión más clara tanto de las secuencias REP como de 
las secuencias tipo REP, se pueden distribuir en dos categorías, cada una de 
ellas subdividida segQn la región génica que ocupan dichas secuencias·o 
del tipo de ARN en que se encuentren, de la siguiente manera: 
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-----------· 
G G C G e e 

Consenso TGCC GATGCG CG 0-6 bases CG CITATC GGCCTAC 
T A T A T A 

gdhA TGCCTGAT GGCGC T CG CTTATCAGGCCTAC . 
1353 

+----------
G G T G.T C 

Consenso GTAGGCC GATAAG CG 0-4 bases CG CG CATC GGCA . - -

gdhA 

T A C 

GTAGGCCGGGCAAG CGC 
1418 

A 

1 
l 

A C A 

GCGCC C CCGGCA. 

. 'FIGURA 6. Comp_~ra.ció~ de las dos secuencias RJIP encontradas en. 
e 1 gene gdhA con los consensos respecli vos·. : 

! . 
¡ . -• .. :-.. 

,~ . 

• -:1 • ~ •. : 
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FIGURA 7. Estructuras de tallo-asa que podrían formarse a par
tir de las secuencias REP consenso. Las estructuras A y D se ge
neraron a partir de las secuencias consenso presentadas en las 
Tablas II y III respectivamente. La estructura C se generó a
pareando las estructuras A y D. Cabe hacer notar que las regio
nes apareadas de A y D son idánticas. Sin embargo, las secuen
cias CUAC y GUAG conservadas en el extremo 3' en A y en el ex
tremo 5' en D, así como la burbuJa central en cada estructura 
les confieren direccionalidad con re~pecto al gene proximal (To
mado de Becerril et al., 1985). 



• 
... 

• 
• 

• 
• 

O
 t

o
 6

b
 

• 
• 

• 
• 

• 
U

 o
 C

•G
o

 A
 

G
•C

 
C

•G
 

A
 o

 G
•C

o
 u

 
G

•C
 

e 
u 

G
 

u 
U

 e 
A

 
A•

U 
G

•C
 

U
 o

 G
•C

 o
 A

 
.'

V
, 

C
•G

 
C

•G
 

U
 G

•C
C

U
 A

 C
 

A
 

• 
• 

• 
• 

• 
• 

• 
O

 to
 4

b
 

• 
• 

• •
 

U
 o

 C
•G

 o
 A

 
G

•C
 

e.
o 

A
 o

 G
•C

 o
 U

 
G

•C
 

A
 

G
 

A
 

e 
U

•A
 

A
 .u

 
G

•C
 

U
 o

 G
•C

 o
 A

 
C

•G
 

Ce
G

 
G

U
A

 G
 G

•C
 A

 

8 

• 

•
•
•
•
•
 • 

• 
• 

• 
7 

to
 

35
 b

 
• 

• 
• 

• 
• 

C
•G

 
A

•U
 

U
•A

 
C

•G
 

G
•C

 
G

•C
 

A
 o

 C
•G

 o
 U

 
C

•G
 

U
.A

 
A

eU
 

U
•A

 
U

•A
 

C
•G

 
U

 o
 C

•G
 o

 A
 

G
•C

 
C

·G
 

A
 o

 G
•C

 o
 U

 
• 

• 
• 

• 
• 

• 
U

 o
 C

•G
 o

 A
 

G
•C

 
C

•G
 

A
o

G
•C

o
U

 
G

•C
 

C
•G

 
G

•C
 

~
 

.
_
~
~
-
-
i
 ... ~ 

U
•A

 
A

•U
 

G
•C

 
U

 o
 G

•C
 o

 A
 

C
•G

 
C

•G
 

G
•C

 
U

 •A
 e 



!•'f 

tí; 

FIGURA 8. Estructuras potenciales de tallo-asa formadas a partir 
de las secuencias REP halladas en el extremo flanqueador 3' del 
gene gdhA. Cabe hacer notar que no se ha establecido si el mARN 
del geñ; incluye dichas secuenclas. Se han representado dos po
sibles estructuras secundarias (A y 9). Así mismo estas dos se
cuencias pueden aparearse para formar una estructura alternativa, 
C. El número de bases (de un total de 33) conservadas con res
pecto a las secuencias consenso se muestra en paréntesis <Tomado 
de Becerril et al. 1 1905). 
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GGU GUG AUU UAA GUUGUAAAUGCCUGAUGGCGCUACGCUUAUCAGGCCUACAAAUGGGCACAAUUCAUUGCAGUUACGCUCUAAUGUAOOCCGGG 
Gly Vol lit End 

1464 

CAAGCGCAGCGCCCCCGGCAAAAUUUCAGGCGUUUAU 

ü 
C , A 
o-e 
C~G 
G- C 
G- U'u 
U- A-' 
A- U 
G-C 
U-A 

1300 C - G 
e- G 

AAAUG-CCUAC 

( 31 ) 

... '" ... A 11 ! ~-

e 
G A 

C G 
G C 
A G 
A C 
e e 
G - C 
G - C 
G - C 

1418 C • G 
C - G 

GUAGG•CA 

28) 

B 

A 
e 

A 
e 

G 
G 

AUUCAUUGCAGU 
u 

GUAA 
u 

A-UAAUC 
C - G 
A• U 
U• A 
C - G 
C - G 
G - C 
G - C 
A G 
C - G 
U - G 
A C 
U - A 
U - A 
C - G 
G - C 
C - G 
A C 
U - A 
C - G 
G - C 
C - G 
G - C 
G - CCCCGGC 

U A 
A - UUUAAA 
G - C 
U-A 

A 
e 
G 

e 

1350 C - G 
C - G 

AAAU G .,CGUUUAU 

e 
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1. ~ECUEKCIAS REP IVer Tab la1 1, 11 y 111 l: 

1. Secuencias REP halladas en regiones lntercistrónicas 
nes que codifican para ARNs inestables <mensajeros). 
gión en que se encuentran estas secuencias puede ser: 

de ge
La re-

a) Al final de unidades transcripcionales monocistrónicas. 
(e,g. gdhA, .!rl:.e. R>. 

b) Entre las regiones codificadoras de un operón. 
(e.g . .hil J-G, hls G-DL 

c> Al final de un operón. 
(e.g. sdhil, sdcB). 

2. Secuencias REP halladas al final de unidades mono o policis
trónicas de ARNs estables. 
Ce.g. HlRHA, ~BE, tyr tARN>. 

II. SECUENCIAS TIPO REP <Ver TablaIV>: 

1. 

2. 

Secuencias tipo REP formando parte de reglones r·odificadoras 
para ARNs de transferencia. 
(e,g. ile tARN en É_.-coli y!: subtilis>. 

Secuencias tipo REP formando parte de regiones_ odificadoras 
de ARNs ribosomales. 
(e.g. 16S y 23S en!_. coli>. 

El hecho aislado de-encontrar secuencias REP en ARNs mi~ estables 
que los mensaJeros, es por sí mismo interesante ya que se;podri~ pensar que 
de tener alguna función en la regulación génica esta podría est~r no sólo 
relacionada con la estabilidad del ARN en cuestión. Ahora bien~ al encontrar 
secuencias con un alto grado de similitud a las secuencias REP f¿rmando parte 
de regiones codificadoras de ARNs de transferencia y ribosomales, aumentan 
las preguntas acerca de su posible función. Una de las posibil~dades serla 
el que estas secuencias tuvieran algún tipo de interacción con proteínas 
involucradas en los mecanismos de transcripción o traducción de'· la célula. 
Estas·proteinas podrían.ser de.tipo modificador .. como .. las.que.;t~teraccionan .. 
con bases especificas de ARNs de transferencia, o bien de tipo procesador 
como las que interaccionan con algunos ARNs Ylbosomales. Por otro lado, cabe 
la posibilidad de que el papel de estas secuencias esté limitado a ser de 
tipo estructural, afectando la arquitectura tanto del ADN y/o la del ARN de 
tal manera que modificara sus niveles de transcripción y/o traducción. 

Si bien existen varias posibilidades en cuanto al papel que estas se
cuencias REP y tipo REP pudieran tener en la regulAr.ión génica en proca
riontes, no se tienen datos experimentales para apoyar estas suposiciones. 
De hecho, es muy poco lo que se conoce al respecto. Sin embargo, es claro 
que este tipo de secuencias no se dan al azar, ya que se han encontrado ú
nicamente en procariontes y exhiben un alto grado de con¡ervación así como 
una serie de características que sugieren un papel potencial en la organi
zación del genoma del cual forman parte. 
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TABLA l. Localización de secuencias REP. La localización de 
cada secuencia REP con respecto al gene proximal (gene más pró
ximo a las secuencias REP identificado con respecto a la dirección 
de transcrieción) se indica con flechas gruesas cuya dirección 
indica la orientación de dichas secuencias. La dirección de 
transcripción va de izquierda a derecha. Cada gene está repre
sentado por un recuadro con su nombre. En muchos casos, no se sa
be si existen genes adicionales más adelante en la secuencia. KI 
indica que existe un marco abierto de lectura y/o un producto gé
nico, aunque~su función es desconocida. S.t. significa Salmonella 
typhimurium. 1La secuencia REP incompleta en mtU <2> indicada por 
la flecha diséontínua pÚede continuar aunque 'ñ"O""se tienen datos 
adicionales de secuencia. Los casos marcados con asteriscos fueron 
tomados de Becerril et al. <1985). El resto fueron tomados de 
Stern et al. ( 1994). 

Las secuencias REP han sido identificadas como parte del 
mARN en B unidades transcripcionales: filA (12>, hisJ (10), 
mtlA (2), .!!s.Y <4>, folA (3), hlsG (11>, ...fil.nALG (16> y reoD l6). 

a. dhuA_(5) 1 es el nombre de la región regulatoria del operón 
de transporte -de--tíist id fo a -e-ñ-S.-TyPflfñiuriuñf.-cn -este ·caso¡ -ia •H

cuencia REP se halla sobrelapicfa con el promotor propuesto para 
hisJ. 

"'b":""°<7> La secuencia REP está localizada entre la región de -10 y el 
codón de iniciación ATG de la región codificadora del gene uvrD. 
9.

6
,. (8) No se,~ª establecido si existe la codificación para 'üñeoll

~J tido pequeno en la región que se encuentra entre la secuencia 
REP y HlRNA. 1 

d. (13) Las ~ecuencias REP están localizadas en el extremo 3' del o
perón de tARN. Este es uno de los dos casos en los cuales se han 
hallado sec~encias REP repetidas en landem. 
e. (14> Las 'secuencias REP están localizadas en el extremo 3' del o
perón de tARN. 
r. <24) Las secuencias REP están localizadas en la región intercis
trónica de los genes araA y araD del operón araBAD de Salmonella 
typhimurium LT1 <Lin etal.,l9BS>. En estecaso también se pre
sentan en tandem. 
NA. (22,23> Las secuencias nucleotídicas que rodean a las secuen
cias REP no están disponibles (Stern el al., 1984>. 

<Tomado de Becerril et al., 1995). 

- -----------
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·:!,:· TA~LA 1 

Nombre Distancia del codón Separación entre 
·1t' ' 1 de terminación Secuencias REP 

1 oroG 1 orOG 1 • 49 

2 mtlA -1mtlA t +-.-.-.:-j m!IB 41 

3 folA ' ! 
1 folA l .. 24 

4 loe Y 
1 ti~ l 
~la

1

cY 1 
e 

•• ! 1acA i 9 

5 * dhuA(SI.) 
~ 1...dhuA 1 

~ argT 1-····· 1 hisJ o 

6 ·*rpoD ~r2su H dnoG H q~oD 4 3 

. * • 7 uvrD b 

8 MIRNA -1 Ml e 35 

9 spot42 -1 eolA Hseot42I NI r- 60 25 

-1 hisJ 
1; 

10 hisJ(S.t) 1 . • 4 _ 1 hisQ H hisM H hisP b. __ 47 20 ... 

11 hisG(S.t.) -1 hisG 1 • ~ 1 hisD H hisC H hisB f ... 6 25 

12 glyA ~ gl)'.A l 36 35 

* 13 supBE tRNA =----_~}-tEili§Hln IRNA 1 • d 5 

* 14 tyr tRNA e 13 

15 *gdhA ; 9 34 

16 *gnALG -j glnA 59 14 

* 17 plsB 12 36 

18 lamB ~ 9 7,14 

'19 nclhA 1 ndhA 12 14 

20 lrpR --! lrQR 4 1 
4 15,26 

1 -1 gin~ • ! NI ~ 21 glnS 20 30,35 

2 .. +E-22 sdhA -j sdhA NA NA 
3 4 -23 suc8 -li@=H sucB • NA NA i-

,t:.. 

* -1 oroB H oroA ~ 14(f) -24 oraBAD(S.I) 6,11 

:!'.·: t 
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TABLA 11. Homología entre secuencias REP. Secuencia consenso de 
REP comparada con las secuencias nucleotídicas mostradas en la 
Tabla l. La flecha superior indica la orientación de las secuen
cias REP con respecto al gene proximal identificado. Los números 
en parántesis identifican secuencias REP en unidades donde existen 
más de dos de ellas. Todas las secuencias nucleotídicas son de 
GenBank <Septiembre, 1984) a excepción de malE, hlsG, sucB y sdhA, 
las cuales fueron tomadas de Stern et al.;-1984 <Tomado de Be;;errll 
e t a l • , 1985 > • 

- ! - - - - ,.,_ - - - - - -



-------------------
TABLA 11 

(j. 

Nombre Secuencia .. 
----------------------------------------------------------------------------------------------------------------

Consenso 

mal E 
sucB (2) 
sucB (4) 
sdhA (2) 
M1 RNA 
hisG 
poi A 
glyA (1) 
qdhA 
qlnALG 
trpR (2) 
hisJ (S-. t.) 
lamB (2) 
glnS (3) 
plsB 
mtlA 
f olA 
lacY 
uvrD 
tyr tRNA 
ndhA (2) 
ndhA (3) 
supBE tRNA 
supBE tRNA 
araBAD (1) (S.t.) 

G G C G e .e 
T G e e G A T G e G e G o to 6 b. e G e T T A T e G G e e T A e 

T A T 

G e e G G A T GGC e G T 
G e e T G A T G e G A e G e 
GCCTGATGTGACGT 
G e e G G A T G e G e G T 

T G e e G G A T G e G G e G T 
e G e e T G A T GGC e G T 
T G e e T G A T G e G e T 
T G e e G G A T G e G G e G T 
TGCCTGAT GGCGC 
CGCCGGATGCGACGC 
TGCCGGATGCGGCGT 
T G e e T G A T G G G e G e 
t G e e T G A T G e G A e G e 
T G e e T G A T G e G-: e T 
r·G e e G G A T Ge G Ge G 
T G e e T G A T G e G ! e G e 
e G e e G G A T G e G A e G e 
T G T e G G A T G e G G e G e 
T G G e G G A G G G e G T 
TGCCCGAT GGCAC 
TGCCTGATGCG C T 
T G G e G G A T G T G G e A T 
T G T e G A A T G e G A T G T 
T G T e G G A T G e G A e G e 
T G e CCG G T GGC A e T 

A T A 

G A A e G e e T T G T e e G G e e T A e 
T G A e G e G T e T T A T e A G G e e T A e 
T T T A A e G T G T e T T A T e A G G e e T A e 

G A 
G A 

G A 
T 

A A A T 
G A 

T 
T T G C 

A A A 
T 

e G G T e 
G 

T 
e 

A A 
T G A C 
T G e e 

A e G e e T T A T e e G G e e T A e 
A e G e e T T A T e e T G e e T A e 
G e G e T T A T e A G G e e T A e 
A T G T T T A T e A G G e e A A e 
A e G e e T T A T e e G G e e T A e 
A e G e r T A T e A G G e e T A e 
G e G T e T T A T e e G G e e T A e 
A G G e e T T A T e e G T e e T A e 
G T G e G T G T e A G G e e T A e 
G e G T e T T A T e A G G e e T A e 
A e G e T T A T e A G G e e T A e 
A e G e e T T A T e e G G e e T T e 
G e G e T T A T e A G G e e T A e 
G e G T e T T A T e e G G e e T T e 
A e G e T T A T e e G A e e A A e 
G e G e r r e r e e G e e e A A e 
A e G T T T A e e G GGC e T A e 

T e T T A T e A G G e e T A e 
A e G e e r e A r e e G e e e r r G 
A e G T e T T A T e e 
G e G T e T T A T e e 'G A e e T A e 
G e G T T T A e e GGG e e T A e 

...... __ ......__., __ --·----· ----~-- .. -·· , .. ~· . 



TABLA lit. Homología entre secuencias REP. Secuencias nucleo
ttdicas oe la secuencia consenso de REP complementarla y de las 
unidades transcripcionales presentadas en la Tabla t. Las indi
caciones son las mismas de la Tabla 11 <Tomado de Becerril et al., 
1.985) • 

. ~. 1....---------·---~-· ·---~ -""-----------·--·-·-····-·-



TABLA Ill 

Nombre Secuencia 

----~---------------------------------------------------------------------------------~---------------------

G G T G T 
Consenso a T A a G e e G A 'r A,--a· ···~c-·G---o·-to· 4 h-•····· · e a e a 

e 
e A T e G G e A 

SUCB (l) 
sucB (3) 
sdhA (1) 
sdhA (3) 
hisJ 
aroG 
polA 
glyA 
gdhA 
glnALG 
trpR (l) 
trpR (3) 
lama (l) 
lamB (3) 
glnS (1) 
glnS (3) 
dhuA (S .t.) 
plsB 
ndhA (l) 
tyr tRNA 
Ml RNA 
hisG 

T A e A e A 

G T A G A e e G G A T A A G G e A T 
G T A G G T e G G A T A A G G e G e 
G T A G G e e T G A T A A G A e G e 
G T A G G e e T G A T A A G e G e 
G T A G G e e G G G e A A G G e 
A e A G G e e T G A T A A G T e G e 
A e G G G e e G G A T A e G e 
G T A G G e e T G A T A A G e G T 
G T A G G e e G G G e A A G e G e 
G T A G G e e G G A G e A G G T 
G T A G G e e T G A T A A G A e G T 
G T A G. G e A T G A T A A G A e G e 
e T G G G e e G G A T A A G G e G T 
G T A G G e e G G A T A A G G e G T 
e T A T G e e G G A T GG G G e G T 
G e A G G e e G G A T A A G G e G T 
G TC G G e e T G ATT A ATG G e A e 
G T A G G e e T G A G A A G e G e 
G T G G G T e G G A T A A G G e G T 
G T A G G T e G G A T A A G e G 
G T A G G e e T G A T A A G e G T 
G T A G G e e G G A T A A G G e G 

T A T 
A 

G C A A 

A C 
G C A 

e 
A 

G A G T 

G G C A 
T T 
T T 
T T 

T C 
G A T 

A 
A 

e e 

e 
A C 
G C 
A 
A 
G C 
A 

G e e T T 
a e e a 
G T C G 
G C G 
a e e a e 
G T C G 

A G C G 
G e a e e 

C TCCGGC 
e A T e e a A e 
e A T e A G G e 
e A T e A G G e 
e A T e e G G e G 
e A T e A G G e A 
e A T e e G G e A 
e A T e A G G e A 

G e T e T e 
G G C G 

e e e a a e A 
e A A e GTG A A 
e A T e A G G e A 

G e G T e G 
A e a e e a 
A e a e e a 
ACGTCG 
a e a e e o 

A G T C G 
e o e a 

A e G e e a 
A G C G 
A G C G 

e A T e A G G e G 
e A T T e G G e A 
e A T e e G G e A 
e A T e e G G e A 
e A T e e G G e A 

e A T e G G A A 
e A T e A G G e T 
e A T e e G A e A 
e A T e e G A e A 
e A T e A G G e A 



TABLA Ill 

Nombre Secuencia .. 
------------------------------------------------------------------------------------------------------

B. 

E. 

E. 

E. 

G G T G T 
Consenso G T A G G e e GATAAG e G O to 4 b C G C G C A T 

T A e A e 

subtilis tRNA i1 e G e A e G e e r G A T A A G e G T g A e G T C G g T 
co 1 i tRNA i1 e 
co 1 i 165 RNA 
coli 235 RNA 

G e A G G e e r G A T A A G G G T A 9 G T C G g T 
G T A G t e e G G A T t G G a G T ctgca A e G T C G AcT 
G T A a G e e T G e 9 A A G G e G T gt G CtG T GaggCA T 

"' 

TABLA IV. Secuencias tipo REP hallada~ como parte de genes que 
codifican para moléculas estables de ARN. En el margen derecho, 
en paréntesis, se especifica el nómero de bases (de 35 totale\) 
que son homólogas al consenso. Las bases no homólogas están 
1111<presadas en letras minúsculas <Tomado de Becerri 1 et al., 1985>. 

e 
e G G C A 

A 

g g t t CgA (24) 
g g t t C A (24) 
e e a t g A (25) 

C CtG G A {28) 
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OBJETIVOS 

Con base en estos antecedentes, en el presente tra~aJo se 
pret~nde llavar rt cabo un estudio preliminar del posible papel de las secuen
cirts REP localizadas en el extremo flanqueador 3~ del gene gdhA de 
F.scherichirt coli. Espec1ficamente, se pretende determinar el efecto de al
gun-!s mutrtc iOñe"S que afectan dichas secuencias sobre la concentración celu
lrtr de lrt enzima GDH. 



1 

1 
\ 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

( 1 9) 

HATERIAtES 

Las cepas de Escherichia coli que se utilizaron son las siguientes: 

HB101: ( F- hsd S20, (r;, m;> rec AB, ara-14, pro A.z., lac Yl, 
gal K , rps L20, <Sm\-), xyl-5, mtl-1, sup E44, ).. -] 

CSS20: [ Hfr C, trp A50, met B, gly V, su 58) 

- - ,R PA340: [ F, rec A, thr-1, leu-6, thi-1,lac Yl, mol Al,,.. , xyl-7, 
xyl -7, ara-13, mtl-2, ton A2, gol-6, his-1, arg Hl, 
str-9, ~-, gd~-1, glt 831] 

1 

2. PUsmidos: 

Los plásmidos que•se ullliz ron están ~escritos en la sección-de 
Resul lados. '• · ·· · 

3. Holéculas sintétic4s: 

1 
Se utilizó un adaptador de ~co RI. Esta molécula sintética consiste 

en un decámero de nucleótidos cori la secuencia CCGAATTCGG la cual contiene 
un sitio de restricción para la enzima Eco RI. El adaptador fué sintetiza
do por el Gutmico Hario Alberto Cuevas en el laboratorio del Dr. Xavier So
berón, en el mismo centro de investigación donde se realizó esta tesis. 

4. Hedios de Cultivo: 

Medio Luria liquido: 

Bactotriptona 
Extracto de levadura 
HaCl 
HaOH 2.5 N 
H2.0 bidutilada 

Se esteriliza todo Junto. 

i 
1 

10 9 
5 9 

10 9 
l ml 
1 1 (aforar) 

Para medio Luria sólido se agregan 15.g de agar-agar antes de atorar a 
l 1 y una vez est~ril se vierten de 10 a 20 ml de medio en cada caJa de Pe-
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trl; el medio debe estar caliente para que no sd~idifique antes de tiempo. 

Hedio H9: \ 

CaC12. 0.01 H 
HgSOtf O. l H 
Glucosa al 20/. 
Sales H9 lOX 
Aminoácidos requeridos 
(auxotroftas) 
H:z.O bidesti lada 

10 ml 
10 ml 
20 ml 

100 1111 
Según la cepa 

1 1 (aforar) 

Estos ingredientes se esterilizan cada uno por separado. 

Sales H9. 

Na4 HP04 70 g 
KH.z.PO"I 30 g 
NaCl 5 g 
NHt(:l 10 g 
H;z.O l 1 (aforar> 

Estos ingredientes se esterilizan Juntos. 

Aminoácidos requeridos <auKotrofías) por litro de Hedio H9: 

PA340 CS520 

• Treonina 1.01. !O ml + Triptofano O.SI. 
* Leucina 1.01. 10 ml * Hetionina o.n~ 

• Arginina 1.01. 10 m l 
* Hhtidina O.SI. 10 ml 
+ GluUmico 0.2~. 10 m 1 
+Vitamina Bt o. 11. 1 gota 

* Estos aminoácidos se esterilizan por autoclave. 
+ Estos aminoácidos se esterilizan por filtración. 

Hedio H!nimo 1 NH 1 (para 100 ml): 

P/1340 CS520 

<NH~Cl 15 mH> <NHqCl 1 mH> < NH4C 1 15 mH > 

1 ml NHlf CL 8/. 66 41 l ml NH4CL 81. 
13 ml mezcla NN 13 ml 13 ml mezcla NN 

10 m l 
10 ml 

<NH 11C 1 l mH > 

66 J{l 
13 ml 

1 ml Treonina 1 ml 1 rn 1 Triptotario 1 ml 
1 ml Leucina 1 ml 1 ml Hetionina l ml 
1 ml Arginina 1 ml 
1 ml Hislidina 1 ml 
1 gola \lit Bl 1 gola 

aforar a 100 ml 



\ Hezcla NN (para 500 mi de medio mínimo 1 NN 1 >: 

Sales 1 NN 1 10X 
H9S01.1 0.1 H 
CaCl'l.. 0.01 H 
Glucosa al 20X 

o 
Glicerol al SOX 

so 1111 
S mi 
s 1111 
S ml 

5 mi 

( 21) 

Sales 'Nff• 10X (para 100 mi de sales= para 1 1 de medio mínimo 1 NN 1 >: 

KHi..P04 
Ki..S04 
FeSOq 
KOH 10 H 

13.6 
2.61 
1 

g 

9 
granito 
ml 

' 

"i..º 
10 

100 ml (aforiar) 
1 

J 

Hedio Hínimo 1 NN 1 sólido (para 100 ml): 1 

Sales 1 NN 1 2X SO ml 
Glucosa al 20X 1 m l 
H9S04 0.1 H 1 mi 
NHqC l ax 1 ml < 15 mH > 

o 
NH4Cl ax 66 J.\l ( 1 mH > 
Agar-agar 3.4X 47 ml 

Se vierten de 10 a 20 ml de medio en ca~a caJa de Petri. 

5. Antibióticos: 

Hedio Luria 
líquido sólido 

estreptomicina 
tetracic l ina 

0.200 mg/ml 
0.015 mg/ml 

6. Enzimas: 

Endonucleasas de Restricción. 

0.20 mg/ml: 
0.03 Íng ml 

1 

Hedio Hínimo 1 NN 1 

ltquido sólido 

0.1000 mg/ml 0.100 mg/ml 
0.0075 mg/ml 0:01s mg/ml 

Todas las endonucleasas de restricción fueron adquiridas en New England 
e i o l ab s , u • s • A . : 



\ Enzima 

Eco Rl 

StuI 

Hae III 

Hpa I 1 

NruI 

Otras Enzimas. 

Ligasa 

IP.urificada según Tait et al., 
1980) 

RNAsa A 

<Sigma> 

Kinasa 

<New England Bio Labs> 

Lisozima 

(Sigma> 

Cond i e iones de Reacción 

TRlS-HCL 100 mH pH 7.5 
HgCli. S mH 
HaCl SO mH 
37 ºe 

TRlS-HCL 10 mH pH 7.9 
H9Cl2 10 mH 
NaCl 100 mH 
37 ºC 

TRIS-HCL SO mH pH 7.5 
HgCl 2... S mH 
37 e.e 

TRIS-HCL 20 mH pH 7.4 
HgC lz. 10 mH 
DTT 1 mH 
37 ºe 

TRIS-HCLi 6 mH pH 7.4 
HgCll.. 6 mH 
NaCl 50 mH 

.!'-HE 6 mH 
ASB 100 mH 
37 ce 

TRIS-HCU 20 mH pH 7.6 
HgCli.. . 10 mH 
DTT 10 mH 

(22) 

ATP 5 ~H len TRIS 0.1 H pH 7.4) 
(ffew England Bio Labs) 
12 ºe 

Preparación: 

10 mg/ml en : NaOAc 0.1 H -3 
EDTA 3.3 X 10 H pff 5 

calentar a 85 ºC durante 10 min 
utilizar a 37 ºe 

TRIS-HCL 
HgC li. 
DTT 
o -ATP 31.p 
(ffew England 

70 inH PH 
10 mH 
5 mH 

60 mH 
Bio Labs > 

7.6 

5 mg/ml en : TRIS-HCL 25 mH pH 8 
incubar a 20 ºC 



Abreviaturas: DTT: ditiotreitol; .J.3 -HE:j3-merca~oetanol; ASB: 
albúmina de suero bovino. 

1

\ 

7. Reactivos: 

Los reactivos utilizados se adquirieron en las siguientes casas 
comerciales: 

J.T. Baker de Héxico: cloruro de sodio, EDTA, dextrosa, 
hidróxido de sodio, acetato de potasio, ácido acético glacial, 

(23) 

isopropanol, etanol absoluto, fenal, carbonato de sodio, cloruro de magnesio, 
glicerol, sulfato de zinc, cloroformo, cloruro de potasio, fosfato de sodio 
dibásico, fosfato de potasio monobásico, cloruro de amonio, sulfato de 
magnesio, sulfato de potasio dibásico, sulfato ferroso e hidróxido de 
potasio. 

Sigma de Héxico: ioduro de propidio, TRIS, aceite de parafina, 
TRISH~-base, acetato de sodio anhidro, follin-cicalteau, albúmina bovina, 
ditiolreitol, tetraciclina, cloramfenicol, estreptomicina, ácido 

-cetoglutárico, arginina, vitamina 81 Ctiamina> y NADPH. 

Herck de Héxico: etanol absoluto, fenol, cloruro de calcio, 
agar-agar, treonina, leucina, histidina, metionina y triptofano. 

Bio-rad Laboratories CU.S.A.): agarosa, acrilamida, bisacrilamida, 
resina Dowex, azul de bromofenol, xilencianol, persulfato de amonio y TEHED. 

Difco Laboratories CU.S.A.>: · casaminoácidos, bactotriptona y 
extracto de levadura. 

Bayer de Héxico: ampicilina <Binotal>. 

Calbiochem Laboratories CU.S.A.>: bromuro de etidio. 

Kawecki Berylco lnd., Inc.CU.S.A.): cloruro de cesio. 

FHC Corporation (U.S.A.>: agarosa de baJo punto de fusión. 

Serva <U.S.A.): resina BND. 
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HETODOLOG U. 

Purlficación de ADH de plásmido. 
Transformación de ADN en].. col i. 
Hicroensayos de ADN de plásmido. 
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Electroforesis de ADN en geles de agarosa y acrilamida. 
Electroelución de fragmentos de ADN de geles. 
Columnas de resina BND. 
Purificación de fragmentos de ADN por agarosa de baJo 
punto de fusión. 
Lisis de células bacterianas por sonicación. 
Cuantificación de actividad de la enzima GDH. 
Cuantificación de proteínas por el método de Bradford. 
Cuantificación de plásmido en geles. 

I. Purificación de ADN de plásmido. 

El ADN de plásmido se prepara mediante la amplificaoión de 
cultivos en tase de cree imiento exponencial mediante la s~dic_ión de 
cloramfenicol cuando el plásmido no codifica pa~a dicha ~esistencia o -' 
espect inomicina en el caso conlr"ario. La extracclón :Y ·:PJri ficación se 
lleva a cabo por el método de Haniatis et al. <1982> con~alg~nas modi-
ficaciones y que consta de los siguientes pasos: i 

! 
1> Las células portadoras del plásmido por purificar se incuban en 10 

ml de medio Luria a 37 (ic y con agitación <200 rpm) toda la noche. 

2> Se agregan 0.1 ml de este cultivo a 25 ml de Luria. Se incuba a 
37 ºC con agitación hasta que el cultivo alcance la fase logarítmica tar
día <DO 595 = 0.6>. 

-3> ~ s·é inoculan los 25 ml a 500 ml de medio H9 pre incubado .a .37_ºC y~ se . 
incuba 2.5 hrs con agitación. La OD 595 debe ser aproximadamente de 0.4. 

4) Se anaden 170 4g/ml de cloramfenicol o 300 ~g/ml de espectinomicina 
para amplificar el plásmido. 

S> Se incuba a 37cc por 12 a 14 hrs con agitación. 

6) Se centrifugan las células a 5,520 g por 10 min. 

7) Se lavan las células con 100 ml. de STE frío <NaCl 0.1 H, TRIS-HCL 
10 mH PH 7.8 y EDTA 1 mHl. 

8) Se resuspenden las células en 10 ml de la solución 1 y se anaden 
5 mg/ml de lisozima. 
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\ Solución 

glucosa : 
TRIS-HCL 
EDTA 

( 2 5) 

50 mH 
25 mH pH 0 

10 "'" 

9) Se transfiere a un tubo de ultracentr(fuga y se incuba S min a 
temperatura ambiente. 

10) Se anaden 20 ml de solución 11 recién preparada y a O ºC. Se tapa 
el tubo y se mezcla su contenido por inversión repetida. Se incuba 10 min 
en hielo. 

Solución II 

NaOH 0.2 N 
SDS 1.0 :t. 

11) Se anaden 15 ml de una solución 5 H de acetato de potasio fría 
preparada de la siguiente manera: a 60 ml de acetato de potasio 5 H se 
anaden 11.5 ml de ~cido acético glacial y 28.S ml de agua. Lalsolución 
resultante es 3 H con respecto al potasio y S H con respecto al acetato. Se 
tapa el tubo y se mezcla por inversión violenta. Se incuba lOjmin en hielo. 

12) Se centrifuga a 49,400 g, 20 mln a 4 ºc. 

13) Se transfieren cantidades iguales de sobrenadante a~2 tubos Corex-de · 
30 ml. 

14> Se anaden 0.6 volúmenes de lsopropanol a cada tubo•", e muela bien 
y se incuba 15 min a temperatura ambiente. 

15) Se centrifuga a 17,400 g por 30 min a temperatura ambiente. 
1 

16) Se descarta el sobrenadante. Se lava el botón <sedimento) con eta
nol al 701. a temperatura ambiente. Se elimina el etanol y se seca el botón 
con vacío. 

17) Se disuelve el ADN en TE pH 0 <TRIS-HCL 10 mK pH e, EPTA 1 mH pH 6> 
a una concentración de por lo menos 100 M_g/ml. .· i 

1 

1 

18) Se anade ARNasa libre de ADNasa a una concentración final de 
19 49/ml. Se incuba 1 hr a temperatura ambiente. 

19> Se prepara un tubo de ultrácentrifuga que contenga 4 ml de NaCl 1 H 
disuelto en TE. Se pone la solución de ADN sobre la solución de NaCl. 
Se llena el tubo con TE. Se centrifuga 6 hrs a 40 Ka 20 ºe en ultracentrt
fuga (rotor SUS0.1). El ADN se sedimenta en el fondo del tubo mientras que 
el ARN permanece en el sobrenadante. 

20> Se descarta el sobrenadante. Se disuelve el botón de ADN en el vo
lumen deseado de TE. 

21 > Se mide el volumen de la solución de ADN. Por cada ml anadir 1 g 
de CsCl sólido. Se mezcla en tubos especiales para ultracentrífuga hasta 
que la sal se disuelva. 
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22> Se anaden o.a ml ·de solución de ioduro de propidio C10 mg/ml) por 
cada 10 ml de solución de CsCl. Se mezcla por inversión repetida. 

23) Se ultracentrifuga a 38 K 20 hrs a 20 ºe en un rotor Beckman SU50.1. 

24> Deben verse 2 bandas de ADN en luz ordinaria. La superior consiste 
en ADN cromosomal lineal y ADH de plásmido circular abierto; la banda 
inferior consiste en ADN de plásmido circular cerrado y superenrrollado. 

25> Se colecta la banda inferior haciendo un orificio en el fondo del 
tubo y controlando el goteo. 

26) El liquido colectado se diluye 1:1 con buffer Dowex CNaCl l K, 
TRIS-HCL 50 mH, EDTA 1 mH> y se pasa dos veces por una columna de resina 
Dowex AG SOU-X8 para eliminar el ioduro de propidio. 

27> Posteriormente, el líquido se dializa haciendo 3 cambios de 1,000 
volúmenes de buffer TE y se precipita con 1/25 de volumen de N~Cl 5 H y 2.S 
volúmenes de etanol absoluto, congelando en hielo seco. 

1 
28> Se centrifuga a 12,100 g una hora. Se elimina el etanol y se seca al 

vado. 
1 

29> Se resuspende en 0.5 a 1 ml de agua b!idestilada estéril y se mide la 
DO para determinar la concentración de ADN. l 

!l. Tran•formaclón de una cepa de E• herlchla col!. 
---- 1 

Este método se llevó a cabo según el método descrito por Cohen 
et al. (1972> con algunas modificaciones: . ¡ 

1> Se centrifugan 30 ml de cultivo de l~ cepa que se desea transformar 
a DO 595 = 0.4 en crecimiento exponencial en medio Luria a 5,110 g 10 min y se 
lava el botón con 15 ml de NaCl 10 mH frío. 

2> Se resuspende el sedimento en 15 ml de CaClz 30 mH frío y se 
mantiene en hielo durante 20 min. 

3> Se centrifugan las células 10 min.a 5,110 g y se resuspenden ·en.2 ~l 
de la misma solución de CaCl¡. 

4> Inmediatamente se agregan 0.2 ml de esta suspensión a un tubo que 
contenga 0.1 '-\9 de ADN del pUsmido 'por transformar en O. l ml de CaC~ 
frío. 

5) Se mezcla suavemente y se mantiene el tubo 60 min a O ce. 

6) Se da a las células un choque térmico a 42 ºC durante 70 segundos 
e inmediatamente se pasan a O ºC durante 5 min. 

7) Se agregan 3 ml de Lurla y se incuba a 37 ~e con agitación durante 
2 hrs. 

8) Se inoculan de 0.1 a 0.2 ml del cultivo transformado en caJas ~e 
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Petrl con medio Luria sólido con el antibiótico necesa~io para la selec-
ción de las colonias transformanles. \ 

9) Se incuban las caJas a 37 ºC durante 16 hrs al 'meno'i. 

III. Hicroen'iayo de ADN de pUsmido. 

Se utilizó el método de lisis alcalina descrito por Haniatis et al. 
(1982). 

1> Se inoculan 3 ml de medio Luria que contiene el antibiótico adecua
do con una colonia bacteriana aislada. Se incuba a 37 ºC toda la noche con 
agitación (200 rpm>. 

2> Se centrifugan 1.5 ml del cultivo 2.5 mina 12 K en una microfuga. 
Se guarda el resto del cultivo en refrigeración. 

3> Se decanta el medio deJando el botón de bacterias lo más seco po
s lb le. 

4> Se resuspende el botón en 100 41 de la solución l fría (ver I-8). 
En este caso se le anaden 4 49/ml de lisozima en polvo antes de usarla. 

5) Se incuba 5 min a temperatura ambiente. El tubo debe estar abierto 
durante este período. 

6) Se anaden 200 ~l de solución 11 frta y recién preparada <ver 1-10>. 
:._ .. :_:.Se tapa el. tubo y .se. mezcla el contenido por inversión r.ipida dos o tres 

veces suavemente. Se incuba 5 min en hielo. 

7> Se anaden 150 ~l de solución III <ver 1-11>. Se lapa el tubo y se a
gita ligeramente en posición invertida durante 10 segundos. Se incuba en 
hielo. 

8> Se centrifuga a 12 K durante 5 min a 4 ce. 

9) Se pasa el sobrenadante a un tubo nuevo. 

10> Se anade un volumen igual de fenol y otro de cloroformo. Se mezcla 
bien en Vortex. Se centrifuga 2 mln a 12 K y se pasa el sobrenadante a un 
tubo nuevo con cuidado de no arrastrar tenol. 

11> Se anaden 2.5 volúmenes de etanol a temperatura ambiente. Se 
mezcla bien. Se incuba 2 min a temperatura ambiente. 

12> Se centrifuga S min a 12 Ka temperatura ambiente. 

13> Se decanta el sobrenadante y se anade 1 ml de etanol al 70Y. a 
temperatura ambiente. Se mezcla bien y se incuba 2 min a la misma temperatu
ra. 

14> Se descarta el sobrenadante y se seca el botón en un desecador al 
vacío. 

1~> Se resuspende el botón de ADH de Pl,smido seco en 20 ~l de agua 
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bideslilada y filtrada. 

16> Se lleva a cabo la digestión con la enzima de restricción adecuada 
y se corre en un gel de agarosa o acrilamida según sea el caso (ver IV). 

IV. Electroforesis de ADN !.!} Geles de Agarosa :t.. Acrilamida. 

La electroforesis se llevó a cabo conforme a las condiciones descritas 
por Bolivar et al.(1977): 

1> Se disuelve por ebullición agarosa en polvo al 1% du~ante 1 minen 
una solución TRlS-Boratos-EDTA <TRISbase 90 mH, EDTA 2.5 mH y H3B03 90 mH, 
pH 8.2>. 

2> Se sellan las uniones de placas y separadores con agarosa. Se 
vacía la agarosa o acrilamida según el tipo de gel y se deja solidificar. 

3) Las muestras, en un volumen final de 15 a 39 j.\l por carril (0.3 a 
1 ~9 de ADN por carril> se1disuelven en 6~1 de mezcla de parado 1 SH 1 (para 
10 ml: 6 9 de urea, l mljde azul de bromofenol al 0.5/. en agua y 1 ml de 
xilencianol al O.SI. en agua> y se colocan con cuidado en los carriles del gel 
ya montado en una cámara d~ electroforesis con buffer TRIS-Boratos-EDTA. 

1 

~ 4> Las eleclroforesi~ se realizan a 150 V para 9eles de agarosa y a 
200 V para geles de acrila~lda durante aproximadamente 60 min. 

5) Una vez lranscurr~do este tiempo, el gel se saca y .se sumerge en una 
s~lución de bromuro de eti io <4 mg/ml> i:iurante 1 'ª ·5 ·min y ·se coloca sobre: .. 
un transiluminador de luz ltravioleta. El ADN se observa como bandas fluor-
escentes. ¡ 

Los geles de acrilami~a para ADN se usan para ·tragmentos Menores de 
1,000 pb y se preparan de ia siguiente manera: 

l) Se mezclan 3 ml de buffer TRIS-Boratos-EDTA lOX, 19.4 ml de agua, 
7.5 ml de una solución de acrilamida-bisacrilamida <29.2% y o.ax respecti
vamente>, 140 1-\l de persulfato de amonio al 10/. y 14 ~l de TEHED. 

2> Se mezcla bien la solución y se vacía rapidamente en las Placas de 
vidrio. 

3> Se deJa polimerizar de 15 a 20 mina temperatura ambiente o bien, de 
5 a 10 min a 65 °c. 

Para tomar fotografías de los geles, se utiliza un filtro de gelatina 
amarillo #9 Kodak-Uratten y peltcula Kodak Royal Pancromática (10.2 X 12.7 
cms>. 

V. Eleclroeluci6n de Fragmentos de ADH ~ Geles. 

1) El ADN digerido con la endonucleasa de restricción correspondiente 
se somete a electroforesis en gel de agarosa o acrilamida según sea el caso. 
Una vez identificada la banda de ADN que se desea purificar, se corla del gel 
con un bisturí y se coloca en una cámara de electroelución (en fragmentos 
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de 0.5 cms2 aproKimadamente) sumergidd\ en buffer TE. 

2) Se establece un puente de corri\nte eléctrica entre dos cámaras 
utilizando buffer TEA: 

Buffer TEA <2X> 

TRIS-base 
NaOAc anhidro 
Na~EDTA 

193.6 g 
65.6 g 
29.6 g 

Se ajusta el pH a 8.1 utilizando ácido acético y se lleva.a un volumen 
final de 4 1 con agua. Para utilizarlo se diluye al SO/.. 

3) Se mantiene un voltaje de 100 V durante 3 hrs a 4 ºC. 

4) Se invierte la corriente durante 30 segundos para que el ADN adher
ido a las membranas de la cámara de electroelución se separe. 

5) El ADN electroeluído se recupera directamente de la cámara en el 
amortiguador TE. 

6) Para concentrar y limpiar el ADN electroeluCdo se pasa por una 
columna de Servacel <ver VI>. 

Con el fin de asegurarse que todo el ADN ha sido electroeluído del gel, 
un fragmento de este se tine con bromuro de etidio y se observa con luz UV. 
Si no se observa fluorescencia significa que todo el ADN ha sido electroe
luído. · De lo contrario, se continúa la electroelución. Las membranas 
deben revisarse de la misma manera y en caso de que todavía t~ngan ADN ad
herido deberán someterse a corriente invertida una vez más. 

VI. Columnas de Servacel <Benzoyl-Naphtoyl DEAE Celulosa). 

Las columnas de Servacel tienen como función concentrar y limpiar 
el ADN en solución, principalmente cuando este proviene de una electroelu
ción. 

1) La resina se hidrata en buffer de lavado. 

Buffer de lavado 

TRIS-HCL 10 mH pH 7.5 
NaCl 10 mH 

2) Se monta una columna de 0.5 cm de diámetro y 10 cm de alto. 

3) Se empaca la columna con 0.5 a 1.0 cm de resina y se lava con 10 ml 
de buffer de lavado. 

4> Se pasa la muestra electroeluída sin diluir por la columna. El ADN 
debe estar resuspendido en buffer TE. 

S> Se lava la columna con dos volúmenes de buffer de lavado. 
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6) Para eluir el 
buffer de elución. 

ADN'\ue esU 

Buffer de 

unido a la resina se pasan 500 ~1 de 

TRI S-HCL 
NaCl 
etanol 

e lución 

1 mH pH e 
l mH 

15 l. 

7) Se agregan dos volúmenes de etanol a -20 ºC para precipitar el ADN 
y se congela en hielo seco o se deja por lo menos 3 hrs a -20 ºC. 

8) Se centrifuga 10 min a 12 K en una microfuga y se elimina el sobrena
dante. 

9) Se lava el botón con etanol al 70/. y se vuelve a centrifugar y a 
tirar el sobrenadante. 

10) Se seca el botón al vacío y se resuspende en un volumen pequeno de 
agua bldestilada y estéril. 

11) La resina debe guardarse hasta estar seguro de que el ADN fué 
eluído. 

NOTA: Una vez hidratada la resina debe guardarse en refrigeración. 

Vil. Purificación de Fragmentos de ADN fil! Agarosa de BaJo Punto de 
Fusión. -

1) La electroforesis del ADN digerido por la endonucleasa de restric
ción adecuada se lleva a cabo por el procedimiento normal, a excepción del 
tipo de agarosa. Esta debe ser de baJo punto de fusión y debe ir al 1% si· 
el fragmento es mayor de 500 pb o al 2/. si es menor a este tamano. 

2> El gel se tine con bromuro de elldio y se observa con luz UIJ. 

3) Una vez identificada la banda de ADN que se desea purificar, se 
corta del gel oon un bisturí y se coloca en un tubo eppendorf de 1.5 ml. 

4> ·Se funde la agarosa que contiene el fragmento a 65 ºC en un bano Ha
ría durante 3 a 5 min. 

5) Inmediatamente se agrega un volumen de fenol saturado en agua a 
temperatura ambiente y se agita muy bien en un Vortex durante 1 min. 

6) Se centrifuga a 12 K en un microfuga durante 2 minutos para separar 
la fase de fenal. 

7) Se pasa el sobrenadante a otro tubo con cuidado de no arrastrar el 
fenol. 

S> Se precipita el fragmento con 1/10 de NaOAc 3 H y 2.5 volúmenes de 
etanol absoluto congelando en hielo seco de 5 a 10 min. 

9> Se centrifuga a 12 K, e min y se tira el sobrenadante. 
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10>, Se lava el botón de ADN con etanol al 70X, se centrifuga una vez 
más y se tira el sobrenadante. 

11) Se seca el botón de ADN al vacío y se resuspende en un volumen 
pequeno de agua bidestilada y filtrada. 
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VIII. Lhis de Células Bacterianas~ Sonicación. 

La lisis de las células se realizó mediante sonlcación en un aparato 
Soniprep modelo 150. El procP.dimiento es el siguiente: 

1) Las células se lavan con 1 ml de NaCl 10 mH y se resuspenden en 
600 1-1.l de buffer de sonicado: 

Buffer de Sonicado 

TRIS-HC l 
fl-mercap toe t ano l 

SO mH PH 7.6 
10 mH 

2) La suspensión, en un tubo eppendorf se coloca Pn hielo para evitar 
~ue la muestra se caliente en exceso por el sonicado. 
' 

j 3) Se dan de 3 a 5 pul sos de 25 segundos cada uno uti 1 izando la m~-
~ima potencia del aparato hasta que la suspensión de células se aclare. 

4) Se centrifugan las muestras sonicadas a 12 K durante 15 min a 4 ºC. 

5) Se pasan los sobrenadantes a tubos nuevos. 

La temperatura debe mantenerse por debaJo de 10 °c para evitar la 
esnaturalización de las proteínas. A partir de ese momento, el sonicado 
ebe mantenerse a 4 ºC. 

IX. Cuantificación de Actividad de .!.!..Enzima fil. 

, La cuantificación de la actividad de GDH se llevó a cabo seg~n la 
:técnica descrita por Covarrubias et al. (1990). 

La mezcla de reacción para GDH contiene: 

TRIS-HCL 0.1 H pH 7.6 
NHi~C 1 1 H 
o<..-cetoglutarato 0.2 H PH 7.6 
en TRIS-HCL 0.1 pH 7.6 

25.0 ml 
t .O m l 

t.5 111 

Las mezclas control para registrar actividad basal aJena a GDH son los 
siguientes: 

Sin o1,.-ce toglutarato: 

TRIS-HCL 0.t H pH 7.6 
NH"iC 1 1 H 

""'º 

25.0 ml 
1 .o m 1 
1. 5 m 1 



Sin NHifCl: 

TRIS-HCL 0.1 H pH 7.6 
H O 

«-cetoglutarato 0.2 H pH 7.6 
en TRIS-HCL 0.1 H pH 7.6 

Todas las soluciones deben mantenerse en frfo. 

\ 
25.0 1111 

1.0 1111 

l .5 111 l 
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1> Las lecturas se llevan a cabo en un espectrofotómetro Beckman DU 8 
a 340 nm utilizando la mezcla de reacción completa como blanco. 

2) Se mezclan directamente en las celdas: 935 ~l de coctel completo, 
25 ~l. de extracto celular (sonicado) y 40 ~l de NADPH (6 mg/ml en TRIS-HCL 
0.1 H pH 7.6) recién preparado. 

3) Se lee la disminución de absorbancia (i.e. oxidación de NADPH vs. 
tiempo). 

4> Se repite el procedimiento con las mezclas de control (sin 
o<.-cetoglutarato y sin NH~Cl>. 

S> Una vez descartada la actividad basal (en caso de haberla> se 
procede a leer las muestras de extracto celular utilizando la mezcla completa 
y reemplazando el NADPH con H20 en el blanco. 

X. Cuantificación k Proteínas .f..Q! ..tl Hétodo ll Bradford. 
<Bradford, 1976>. 

El reactivo de Bradford contiene (para 1 lt>: 

azul brillante Coomassie G-250 
etanol al 9Si!. 
ácido fosfórico al 85% <wlv> 
H2 O b i des ti 1 ad a 

Para la curva patrón: 

100 mg 
so 111 

100 11 l 
eso ml 

1> Se preparan soluciones de albúmina bovina de 0.25, O.SO, 0.75 y 1.0 
mg/ml. 

2> A 2.5 ml de reactivo se agregan de SO o 100 J.\l de cada una de las 
soluciones control y se deJa desarrollar la reacción durante 2 min. 

3) Se lee la absorbancia de la reacción a 595 nm en un espectrofotó
melro. 

4> Se grafican los resultados como absorbancia vs concentración de 
las soluciones control y se calcula la pendiente de la recta. 
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Para las muestras de los extractos a leer: 

¡ 1) A 2.5 ml de reactivo se agregan de SO o 100 ~l de extracto celular 
<sonicado) y se deJa desarrollar la reacción durante dos min. 

2> Se lee la absorbancia de las reacciones a 595 nm. 

La concentración de protetna en las muestras se puede entonces 
calcular con base en los parámetros de la curva patrón. 

XI. Cuantificación Proporcional~ PUsmidos .!!!.. Geles. 

1) Se toman alícuotas dé los cultivos de las bacterias portadoras de 
los distintos plásmidos que se desean comparar de tal manera que cada 
alícuota tenga el mismo número de células aproximadamente. Esto se puede 
hacer obteniendo los valores de absorbancia de cada cultivo en un espectrofo
tómetro y ajustando así los voiümenes de las respectivas alícuotas. 

2> Se mezclan los volúmenes de los distintos cultivos en cuestión, en 
este caso 4 cultivos, cada uno con un plásmido diferente, en un solo tubo. 

1 

3) Se purifica el ADH de las bacterias ya mezcladas (ver III>. 

4> Una vez purificad , el ADN de los plásmldos se digiere con uná 
enzima de restricción que enga un sitio ónice de corte en cada uno de los 
tres plásmidos, en este ca o PstI, de manera que queden linealizados. 

5) Las muestras ya d~geridas se corren en un gel de agarosa al lX con 
controles de peso molecula~ para cada plásmido en carriles adicionales. 

1 

6) Se toma Una fotog~afia del gel <ver llJ). 

7) Se utiliza el negativo de la fotografía para hacer un barrido 
densitométrico de los carriles que llevan las muestras utilizando para esto 
un espectrofotómetro Beckman DU S. 

S> Se grafican los resultados del barrido y se calcula el área baJo la 
curva de los picos que corresponden a cada plásmido. Los resultados finales 
s~ dan en porcentaJes tomando como tOOY. el valor de la banda más densa, ·1a 
cual representa al plásmido más abundante. 

NOTA: Estos valores se utilizan para aJustar los valores de actividad 
de GDH para las cepas portadoras de cada plásmido, por lo que las muestras 
para este ensayo deben tomarse de los mismos cultivos que se utilizan para 
determinar las actividades mencionadas. 

XII. AJuste de los Valores de Actividad .~ GDH. 

Los valores de actividad de GDH obtenidos para la cepa PA340 transforma
da con los distintos plásmidos, fueron aJustados proporcionalmente con base 
en la abundancia relativa asi como el tamano <en pbi de los mismos. Para 
ello se tomó como referencia el de mayor tamano que es el pSAE4 (7,200 pb), 
siendo el pBB5 de 6,200 pb, y el pBB6 y el pBB6L de 4,200 pb, El aJuste se 
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llevó a cabo de la siguiente manera: 

n .. 1.nacl~ P l ásmido pb 

pSAE4 7,200 A 
pBBS 6,200 e 
pBB6 4,200 e 
PBB6L 4,200 D 

Para el ajuste de la actividad registrada para el pBBS (8) se realizó 
el siguiente c4lculo: 

donde, 

1.8 
AFB = ---------- <AEB> 

A/B </.A> 

AFB =Actividad Final de B 
/.B = PorcentaJe de abundancia relativa del pl4smido B 

A/B = Relación de tamano (en pb) de los pl4smidos A y B 
/.A = PorcentaJe de abundancia relativa del pl4smido A 

AEB =Actividad Específica de 8 

Las actividades finales para los pl4smldos restantes fueron ajustadas 
por medio del mismo c4lculo sustituyendo los valores correspondientes. 



( 3 6) 

RESULTADOS \ 
Construcción ~ Hutante~ por De leciones de Secuencias REP. 

Stern et al., <1984> con base en sus e><perimentos con el operón his 
de S. typhimurium <ver Introducción) propone a las secuencias REP como 
elementos que podrían tener algún papel en la regulación génica en pro
cariontes. 

Para determinar el posible papel de estas secuencias en los niveles 
del producto del gene ..2!bA en .f. coli se procedió a la construcción de 
plásmidos portadores de deleciones de una de las dos secuencias REP 
presentes en la región flanqueadora 3' del gene. 

Todos los plásmidos fueron construidos a partir del plásmido pSAE4 
(Sánchez-Pescador et al., 1982> el cual lleva clonado el gene~ y sus 
regiones flanqueadoras en el vehículo molecular p8R322 <Bolivar et al., 
197.7) (fig. 3). 

¡ Se utilizaron dos sitios de restricción únicos para la enzima Stul 
lo¿alizados en la región flanqueadora 3' del gene (posiciones 1375 y 2375 
en~la secuencia nucleotídica), el primero de los cuales se encuentra en la 
pa te final de la primera secuencia REP del gene. Así mismo se utilizó un 
sitio único para la enzima Nrul localizado en el vehículo molecular a apro
><i adamente 2,000 pares de bases (pb) del segundo sitio de Stul <Fig. 9). 

J El plásmido pBBS se construyó .con una digestión del pSAE4 con la 
enzima Stul y ligando sobre sí mismo el fragmento más grande, por lo cual, 
es~e plásmido lleva una deleción StuI-StuI que comprende 1,000 pb 
<Fig. 9a). 

El plásmido p986 se construyó haciendo una doble digestión 
StuI-NruI, purificando el fragmento más grande y ligándolo sobre sí mismo 
de manera que este plásmido lleva una deleción StuI-NruI de aproximadamente 
3,000 pb <Fig. 9a>. 

Por último, el plásmido p886L es una modificación del plásmido 
anterior. Este fué construido debido a que la deleclón del plásmido 
anterior no solamente elimina la segunda secuencia REP del gene, sino que 
también elimina una pequeña parte, aunque muy conservada de la primera se
~uencia que aparentemente le confiere direccionalidad <ver pie de Figura 7>. 
Debido a esto se pensó que este hecho podría afectar de alguna manera el 
posible reconocimiento de esta estructura o su direccionalidad con respecto 
al gene proximal. Por lo tanto, se digirió el pSAE4 con Stul y NruI y se 
purificó el fragme11to mh grande. Este se ligó sobre sí mismo, esta vez 
en presencia de un adaptador para la enzima Eco RI, que consiste en un de
cámero con la secuencia CCGAATTCGG, y contiene un sitio de restricción 
para dicha enzima. Clonando este adaptador en el fragmento purificado 5e 
reconstituirfa la 5ecuencia CC en el extremo 3' de la primera secuencia 
REP a diferencia de la secuencia CG en el plAsmido p886 CFig. 10). 
La primera C constituiría, apareada con la G correspondiente en la se
cuencia palindrómica, la base del tallo de la posible estructura secunda
ria. La segunda C con5tituir1a la primera base de la secuencia terminal 
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FIGURA 10. Diagrama detallado de las manipulaciones efectuadas en 
el extremo 3' de la primera secuencia REP del gene .ru!!!A. A) Hanl
pulaclones efectuadas en el plásmido pSAE4 que dieron origen al 
plásmido p885. Se digirió al plásmido con Stul. Posteriormente 
se ligó sobre sí mismo el fragmento más grande de los dos resul
tantes. B> Manipulaciones efectuadas en el mismo plásmtdo que 
dieron origen al plásmido p886. Se digirió el plásmido pSAE4 
con las enzimas Stul y NruI. Posteriormente se ligó sobre sí 
mismo el fragmento más grande de los resultantes. C) Hanipula
ciones efectuadas en el mismo plásmido que dieron origen al plás
mido p886L. Se siguió el mismo protocolo del plásmido p886 ex
cepto que se puso a ligar el fragmento más grande esta vez en pre
sencia de una molécula adaptadora de Eco RI. 
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RESULTADOS \ 
Constr-ucción ~Mutantes por Delaciones de Secuencias REP. 

Stern et al., (1984) con base en sus experimentos con el operón his 
de S. typhimur-ium <ver Introducción) propone a las secuencias REP como 
eleñíentos que podrían tener algún papel en la regulación génica en pro
cariontes. 

Para determinar el posible papel de estas secuencias en los niveles 
del producto del gene gdhA en].. coli se procedió a la construcción de 
plásmidos portadores de deleciones de una de las dos secuencias REP 
presentes en la región flanqueadora 3' del gene. 

Todos los plásmidos fueron construidos a partir del plásmido pSAE4 
<Sánchez-Pescador et al., 1982> el cual lleva clonado el gene .99.h.& y sus 
regiones flanqueadoras en el vehículo molecular p9R322 <Bolivar et al., 
197.7> (f ig. 3). 

¡ Se utilizaron dos sitios de restricción únicos para la enzima Stul 
localizados en la región flanqueadora 3' del gene (posiciones 1375 y 2375 
en la secuencia nucleotidlca), el primero de los cuales se encuentra en la 
pa te final de la primera secuencia REP del gene. Así mismo se utilizó un 
sitio único para la enzima Nrul localizado en el vehículo molecular a apro
Ki adamenle 2,000 pares de bases (pb) del segundo sitio de Stul <Flg. 9). 

El plásmido pBBS se construyó con una digestión del pSAE4 con la 
enzima Stul y ligando sobre si mismo el fragmento más grande, por lo cual, 
es~e plásmldo lleva una deleción StuI-Stul que comprende 1,000 pb 
( F i,g. 9a > • 

i El plásmido p886 se construyó haciendo una doble digestión 
Stul-NruI, purificando el fragmento más grande y ligándolo sobre sí mismo 
de manera que este plásmido lleva una deleción Stul-Nrul de aproximadamente 
3,000 pb <Flg. 9a>. 

Por ~ltimo, el plásmido p886L es una modificación del plásmido 
anterior. Este fué construido debido a que la deleclón del plásmido 
anterior no solamente elimina ld segunda secuencia REP del gene, sino que 
también elimina una pequeña parle, aunque muy conservada de la primera se
~uencia que aparentemente le confiere direccionalidad !ver pie de Figura 7). 
Debido a esto se pensó que este hecho podría afectar de alguna manera el 
posible reconocimiento de esta estructura o su dlreccionalidad con respecto 
al gene proximal. Por lo tanto, se digirió el pSAE4 con StuI y Nrul y se 
purificó el fragmento más grande. Este se ligó sobre sí mismo, esta vez 
en presencia de un adaptador para la enzima Eco RI, que consiste en un de
cámero con la secuencia CCGAATTCGG, y contiene un sitio de restricción 
para dicha enzima. Clonando este adaptador en el fragmento purificado se 
reconstituirta la secuencia CC en el extremo 3' de la primera secuencia 
REP a diferencia de la secuencia CG en el plAsmido p8B6 IFig. 10). 
La primera C constituiría, apareada con la G correspondiente en la se
cuencia pal indrómica, la base del tal lo de la posible utructura secunda
rla. La segunda C constituida la primera base de la secuencia terminal 
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FIGURA 9. <a> Hapas f tsicos de los pl4smidos pSAE4, pBBS, 
pBB6 y p886L linealizados a partir del sltio de restricción de 
Pst l. Las lineas punteadas representan el vector pBR322, las 
lineas continuas representan insertos cromosomales de E. coli 
y las barras gruesas indican la localización de los geñes 2dhA 
y de resislencla a lelraciclina <Te~). Las áreas sombread~s in
dican delaciones. En el mapa del plásmido p886L se indica la 
posición de la insersión de la molécula adaptadora de Eco RI. 
<b> Actividad de la enzima GDH baJo diferentes condiciones meta
bólicas de cultivo en la cepa PA340 transformada con cada urio de 
los plásmidos mencionados. Se observó que los valores absolu
tos de actividad de GDH variaban ligeramente de d!a a dla. Sin 
embargo los valores relativos correspondientes a cepas ensayadas 
el mismo día son constantes. Por lo tanto, los valores de acti
vidad se eKpresan como porcentaJes relativos. 

,. 
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CUAC de la secuencia REP. Es esta secuencia, Junto con l.a que forma parte de 
\ una burbuja dentro del tallo de la estructura la que apar~nlemente le confiere 

direccionalidad con respecto al gene proximal <Fi9s. 7 y e~. 

Transformación de Plásmidos 1 Selección de Clonas. 

Los plásmidos se transformaron en la cepa PA340 y las colonias 
resultantes fueron seleccionadas de la siguiente manera: 

El plásmido pBB5 lleva el gene que codifica para resistencia a 
tetraciclina por lo que su selección se llevó a cabo inoculando las células 
resultantes de su transformación en cajas de medio Luria con este antibió
tico, de tal manera que sólo crecerían las colonias que portaran el plásmi
do. 

Los plásmidos pBB6 y pBB6L no presentan resistencia a tetraciclina 
ya que el gene que codifica para dicha resistencia esta comprendido en la 
deleción que llevan • Por lo tanto las células resultantes fueron 
seleccionadas en caJas con medio mínimo carente de glutámico y con 
estreptomicina. Dado que la cepa PA340 es resistente a este antibiótico, 
pero no puede por sí sola crecer en ausencia de glutámico, ya que su fenotipo 
es .fil!b.-1, ill 831, sólo crecerían las colonias de esta cepa que portaran los 
pUsmidos que llevan clonado el gene IDiflA ya que estos son capaces de 
complementar la auxotrofía para este aminoácido. 

Poster.iormente se hicieron microensayos de algunas de las colonias 
seleccionadas y se digirieron los ADNs correspondientes con las enzimas ade
cuadas: Stul para el pBB5, Pstl para el pBB6 y Eco Rl para el pBB6L. 

Tomando en cuenta que el plásmido original (pSAE4> comprende 7,200 
pb se esperaba, en el primer caso un plásmido con un solo sitio para Stul, y 
por lo tanto lineal, de 6,200 pb ya que la deleción Stul-Stu-1 es de 1,000 
pb. 

En el segundo caso se esperaba un plásmido de aproximadamente 4,200 pb 
ya que la delectón Stul-Nrul comprende unos 3,000 pb, La razón por la 
cual se utilizó la enzima Pstl se debe a que después de la manipulación 
enzimáttci, -los sitios de restricción de Stul y Nrul no se regeneran como 
en el caso de la deleción Stul-Stul en l~ cual se regenera un sitio de 
restricción para esta enzima. Dado esto, se procedió a utilizar una enzima 
de sitio único en el plásmido con el único fin de linealizarlo y apreciar 
claramente su tamano en el gel. 

Por último, para el pBB6L se esperaba un plásmido de igual tamano que 
en el caso anterior de aproximadamente 4,200 pb, pero que presentara un sitio 
único para la enzima Eco Rl. El pSAE4 originalmente presenta un sitio ú
nico para esta enzima, sin embargo este queda eliminado ya que se encuentra 
en la deleción efectuada en este plásmido. Por lo tanto la presencia de es
te sitio de restricción en el pBB6L implica que este está siendo aportado 
por la molécula adaptadora de Eco RI <Fig. 11>. 



1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

\ 

A B ' e o E 

\.a.wf 
~ 

'--.., t.1d11J '*-~~ 

FIGURA 11. Fotografía de un gel de agarosa al 1X que muestra los 
siguientes plásmidos: A. Control de peso molecular de 4,200 pb, 
(plásmido pSAE 422). B. Plásmido pSAE4 digerido con Eco RI 
<7,200 pb). C. PlAsmido pBBS digerido con Stu1:c6,200 pb). 
D.: PUsmido pBB6 digerido con Pstl ,(4,200.pb) .•. :JE. PUsmido 
pBB6L digerido con Eco RI (4,200 pb). 

( 40) 
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\ Condiciones Metabólicas de Crecimiento Bacteriano. 

La cepa PA340 que contiene los plásmidos pSAE4, pBB5, pBB6 y p986L se 
cultivó en medio ~ínimo sin glutámico, como presión selectiva para los 
plásmidos, variando las condiciones de fuentes de nitrógeno y carbono 
según se muestra en la Tabla V. 

Tabla V. 

ffed io Fuente de Nitrógeno Fuente de Carbono 

1 NH~Cl 15 mH Glucosa 11 mH 
2 N~Cl 15 mH Glicerol 22 mH 
3 NHl\Cl 1 mH Glucosa 11 mH 
4 NHl\Cl 1 mH Glicerol 22 mH 

Medición de Actividad de GDH. 

La actividad de la enzima GDH se midió según se especifica en 
Métodos, utilizando como control la cepa CS520, silvestre para el gene sd.b..A. 
De esta manera, se verificó que la relación entre l~s actividades de la en
zima en las diferentes condiciones metabólicas se mantiene tanto en la cepa 
silvestre como en la mutante transformada con los distintos plásmidos. 

Se encontró que los valores absolutos de aJtividad varían un tanto 
de experimento a experimento. Sin embargo, los val:ores relativos obtenidos 
en cada experimento son constantes. Por lo tanto ~a Figura 9b presenta los 
resultados obtenidos en valores porcentuales. 

Cuantiticacl.ón de Plásmido !.!! Geles. 

La cuantificación de plásmido se llevó a cabo a partir de los 
cultivos que se utilizaron para medir la actividad de la enzima, por medio 
de un barrido densitométrico de los negativos de los geles • Para ello se 
utilizó un espectrofotómetro Beckman DU 8. La figura 12 presenta los re
sultados obtenidos para una de las muestras. 

i 
1 

Los valores obtenidos de esta cuantificación fueron utilizados para 
aJustar la actividad enzimática de GDH de acuerdo a la abundancia relativa 
de los diferentes plásmidos en la cepa PA340 cultivada baJo las condiciones 
melabólicas descritas anteriormente. Este aJuste se llevó a cabo según 
se describe en Métodos. 



-------------------

Q) ' .... 
IU 

.¡ 

"' ::> 
~ z g 
5 
.; 
;!; 
> 
!!! , 
u 
;¡o; .. ... a¡ 
~ 
::> 
I! 
"' ;¡¡ 

~ 
~ 

tí 
' .. 

-·o-
:~ 
¡01 
10. 

i~' 

~ 

~ 

~ 

SELECT AREA CALC 

0.6500 

151.00 

PEAK # PEAK MM 
1 136.0 

138.3 
2 138.5 

139.2 
3 140.4 

141 .1 
142 .1 
142.6 
143.2 

4 145.8 
146.8 
147.4 
147.8 

5 149.9 

MIN PEAK t) .60 SENS ITll.,1 IT't 7 

0.925(1 1.2000 

... 1 

ABS RESULT 1 

0.697 p BACKGROUND LINE: 
1.184 ,... 

START 136.2 MM 0.750 A ~ 

1 .216 P* :::ND 146.8 MM i.3.750 A 
0.800 1.J 

1 PEA~~ 1.045 p 1f END MM MM APEA 
., AREA START MM .. 

0.845 l) 138.5 Ql.5502 49.81 136.2 139.2 
0.783 u 140.4 0.3341 30.25 139.2 141 .1 
0.7'53 l) 145.8 0.2202 19.93 143.2 14G,9 
0.748 l,I 

~-1 p~ ~.931 

0.747 l.) 

0.746 l.1 
0.739 1,,1 

> 
0.760 p , 



( 4 1 ) 

Condiciones Metabólicas de Crecimiento Bacteriano. 

La cepa PA340 que contiene los plásmidos pSAE4, pBB5, pBB6 y pBB6L se 
cultivó en medio ~ínimo sin glutámico, como presión selectiva para los 
plásmidos, variando las condiciones de fuentes de nitrógeno y carbono 
según se muestra en la Tabla IJ. 

Tabla V. 

ffedio Fuente de Nitrógeno Fuente de Car-bono 

1 NH~ Cl 15 mH Glucosa 11 mH 
2 NIL.¡ C 1 15 mH Glicerol 22 mH 
3 NHI\ C 1 1 mH Glucosa 11 mH 
4 NHL\C 1 1 mH Glicerol 22 mH 

ffedición de Actividad de GDH. 

La actividad de la enzima GDH se midió según se especifica en 
ffétodos, utilizando como control la cepa CSS20, sil.vestre para el gene ,gQhA. 
De esta manera, se verificó que la relación entre l~s actividades de la en
zima en las diferentes condiciones metabólicas se mantiene tanto en la cepa 
silvestre como en la mutante transformada con los distintos plásmidos. 

Se encontró que los valores absolutos de a~tividad varían un tanto 
de experimento a experimento. Sin embargo, los valores relativos obtenidos 
en cada experimento son constantes. Por lo tanto ~a Figura 9b presenta los 
resultados obtenidos en valores porcentuales. ' 

Cuantificación de Plásmido en Geles. 

La cuantificación de plásmido se llevó a cabo a partir de los 
cultivos que se utilizaron para medir la actividad de la enzima, por medio 
de un barrido densitométrico de los negativos de los geles • Para ello se 
utilizó un espectrofotómetro Beckman DU 8. La figura 12 presenta los re
sultados obtenidos para una de las muestras. 

Los valores obtenidos de esta cuantificación fueron utilizados para 
aJustar la actividad enzimática de GDH de acuerdo a la abundancia relativa 
de los diferentes plásmidos en la cepa PA340 cultivada baJo las condiciones 
metabólicas descritas anteriormente. Este aJuste se llevó a cabo según 
se describe en H~todos. 



FIGURA 12. Grárlca del barrido densitométrico del carril de un 
gel que contenía los plásmidos pSAE 4, p885 y pBB6, linealizados 
con la enzima Pstl. Se grafica absorbancia a 700 nm vs. cms en el 
carril a partir del punto de origen de corrimiento de la muestra 
(ver Metodología). En la parte inferior izquierda, se dan todos 
los picos <P> y valles <V> que se registran en el negativo del gel, 
su posición en mm y su absorbancia~ A partir de estos dalos, se 
separan los picos y valles correspondientes a las bandas de DNA 
del gel. En la parle inferior derecha se muestran los dalos de 
estos últimos en términos de posición en mm, área, porcentaJe 
de área r•lativo y sitios de inicio y término de cada uno de los 
picos. Los barridos densitométricos se llevaron a cabo en un es
pectrofotómetro Beckman DU 8. ___.---· 

-------------------
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DISCUSION \ 

La deleción de las dos secuencias REP encontradas en el eperón .bJi de 
Salmonella typhimurium, trae como consecuencia una disminución de un SOA en 
el producto codificado por el gene anterior a estas secuencias (Stern et al., 
1984). En el caso del gene gdhA, la deleción efectuada comprende solamente 
una de las dos secuencias REP de la región flanqueadora 3' del gene. Sin 
embargo, los resultados obtenidos indican que también en este caso se observa 
una disminución de alrededor de un 50/. en la actividad del producto codifi
cado por ~A independientemente de las condiciones metabólicas., la magnitud 
de la deleción o el número de copias de los distintos plásmidos en lacé
lula. 

La deleción efectuada en el plásmido p~BS comprende 1,000 pb dentro 
de los cuales se encuentra una secuencia que se ha identificado como un po
sible terminador rho independiente del gene. Este hecho hizo pensar, que al 
eliminar este terminador, se podría originar un transcrito del gene que fue
ra inestable y que por lo tanto, la disminución de la actividad de la enzi
ma GDH pudiera deberse a una causa adicional a la deleción de la segunda se
cuencia REP. Debido a esto, la construcción del plásmido pBB6 se efectuó 
de tal manera que al hacer una deleción de 3,000 pb se acercara el extremo 
flanqueador 3'de gdhA a un terminador que es funcional para el gene que codi
fica para la resistencia a tetraciclina en el vehículo molecular. Este ter
minador se encuentra muy cercano al sitio de restricción de Nrul que se uti
lizó para hacer la deleción. Los resultados muestran que el efecto de am
bas deleciones es el mismo, lo cual indica que las secuencias que siguen a la 
deleción no parecen alterar su efecto. Por otro lado, un análisis de estos 
resultados indica que las distintas condiciones metabólicas utilizadas no 
parecen alterar el efecto de los distintos plásmidos en la actividad de GDH. 

Como se mencionó en Resultados, la delación efectuada en el plás
mido pBB6 comprende 4 pb correspondientes a la primera secuencia REP. Esta 
secuencia CTAC es aparentemente uno de los factores que le confieren direc
cional idad a esta secuencia REP con respecto al gene proximal y a la segun
da secuencia REP que se encuentra en direccción contraria. En esta segunda 
secuencia REP, la secuencia CTAC esta remplazada por la secuencia GTAG. Al 
digerir con Stul y Nrul, y volver a ligar el fragmento más grande estas cua
tro bases de la primera secuencia REP quedan modificadas (Fig. 10 8). De 
hecho, la primera C queda remplazada por una.G.: Debido a que este hecho pu
diera afectar de alguna manera el posible reconocimiento de la estructura o 
su direccionalidad con respecto al gene proximal, se cambió esta G por la C 
original alravés de la clonación de una molécula adaptadora de Eco RI 
(Fig. 10 C>. Los resultados obtenidos indican que la ligera diferencia que 
los plásmidos pBB6 y pBB6L exhiben en la parte final de la primera secuencia 
REP no alteran el efecto de la deleción. Una vez más, las actividades es
pecíficas obtenidas para estos plásmidos no se vieron afectadas por las 
distintas condiciones metabólicas utilizadas, la magnitud de la deleción o 
el número de copias de los plásmidos en la célula. 
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Con el obJeto de tratar de dilucidar el posible papel que Juegan las 
secuencias REP en la regulación génica es necesario analizar la informa
ción que se tiene acerca de sus características. El análisis detallado de 
la base de datos GenBank (Becerril et al., 1985>, permitió aumentar el nú
mero de secuencias halladas de 35 a 51, y el número de unidades trans
cripcionales en las que se encuentran de 16 a 25 <Ver Tablas II y 111. A 
partir de estos datos fué posible obtener más información. 

Por un lado, la secuencia consenso propuesta por Stern, et al. (1984) 
fué aumentada de 32 a 33 pb y se encontró que las asas de estas estructu-
ras presentan un tamano restringido que va de O a 4 pb ¿n el caso de la se
cuencia consenso, y de O a 6 pb en la secuencia palindrómica correspondiente. 
Otro dato interesante es que dos de las nueve secuencias nuevas reportadas 
por nuestro laboratorio se encuentran sobrelapadas con secuencias regulato
Yias. En el 1caso de ~A, la secuencia REP está sobrelapada con el promo-
tor hisJ, mientras que en uvrD, se encuentra entre la región de -10 del promo
tor ""Y"""él codón ATG que inicia la secuencia codificadora del gene. 

i 
Con base en los datos obtenidos con el operón his de S. typhimurium, 

Stern et al.,1 <1984> proponen que la función de las secuenciasREP a nivel 
de regulació1 génica podría estar relacionada con la estabilidad del men
sajero. Esta función podría darse de dos maneras: las secuencias REP po
drían· tener un papel pasivo en el cual las secuencias invertidas sirvieran 
como bloqueo jpara una actividad exonucleol í ti ca 3"---..:.-5' en el ARN, o 
bien podríanjalterar la estabilidad del mensaJero actuando como sustrato pa
ra algun tipo de corte por endonucleasas. Un dato que parecía apoyar esta 
suposición eia el hecho de que estas secuencias iol~menle habían sido en
contr~das enlregiones intercistrónicas de especies inestables de ARNs, es 
decir en ARNs mensaJeros. Sin embargo, como se mencionó anteriormente, es
tas secuencias ya se han encontrado en especies más estables de ARNs. 

En los casos de los operones sup BE (gln tARN> y 1.tr tARN se encon
tró que ambos presentan dos secuencias REP en sus respectivos extremos flan
queadores 3" <ver Tabla I>. Adicionalmente, es de gran interés el hecho de 
que se hayan encontrado secuencias con un alto grado de similit~d a las se
cuencias REP!como parle de las regiones que codifican para el A~M d~ tran~~ 
ferencia para la isoleucina tanto en_§_. coli como en Bacillus subtills así 
como para los ARNs ribosomales 16S y 23S en!..: coli (ver Tabla IV>. En cuan
to a estos ultimas casos de secuencias tipo REP, cabe enfatizar dos puntos 
de interés: (1) Las secuencias fueron encontradas formando parle de la 
región codificadora del gene estructural, no en regiones intercistrónicas; 
y <2> En ambos casos, estas secuencias tipo REP han sido involucradas en in
teracciones con proteínas de tipo modificador o rlbosomales. 

Específicamente, la secuencia encontrada en el ARN rlbosomal 165 de 
E. coli ha sido involucrada en la interacción de esta molécula con la pro

teíñ"ar°ibosomal 57 <Prince et al., 1983¡ Noller, 1984> mientras que la en
contrada en al ARN ribosomal 23S forma parte de un dominio estructural que 
interacciona con las proteínas L7, LlO, Lll, L12 y EF-G (factor de elonga
ción G>, todas ellas ribosomales <Prince et al., 1983). 
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Por otro lado, en las secuencias halladas en los tARNs\para isoleuci
na (en E. coli y B. sublilis> y en el operón que codifica para ~l tARN de 
tirosina, se encuentra la secuencia TAA (UAA en el mensaJero),q~e a su vez 
forma parte de la secuencia consenso REP. Esta secuencia es considerada i~
portante para la modificación de la primera A (adenina) en varios tARNs 
(Tsang et al., 1983). Con referencia a estos datos cabe mencionar que se han 
encontrado secuencias de tipo tARN en varios virus eucariontes, las cuales 
son reconocidas y aminoaciladas por enzimas del hospedero a pesar de una des
viación significativa con respecto al consenso de una estructura de tARH 
<Haenni et al., 1982>. 

Como se mencionó anteriormente una de las posibles estructuras se
cundarias presentes en la región 3~ del gene gdhA es una estructura muy si
milar a un tARH. De hecho, esta similitud se eleva a ·un 351. con respecto al 
tARN de glutamato de.§.. coli (Sprinzl y Gauss, 1983). Esto podría suge-
rir una posible función de esta estructura, ya que siendo similar al lARN de 
un aminoácido sintetizado por la acción enzimática del producto del gene, 
se podría pensar que pudiera ser reconocida por una enzima de tipo modifica
dor de tARN. A este respecto, se han publicado datos similares para el ope
rón his de S. typhimurium en el cual se ha encontrado una estructura de tipo 
tARN muy similar al tARN de histidina en la región líder del mensaJero del 
operón <Ames et al., 1983). Los autores proponen que dado que cada enzima 
de tipo modificador se une a una región de ARN con una estructura secundaria 
y secuencia específicas (Tsang, 1983>, las enzimas modificadoras forman un 
grupo de proteínas que podrían actuar como detectoras de estados de ten
sión metabólica, y en este caso, posiblemente se tratara de niveles de tARN 
de histidina, p~~ a la regulación génica. 

Por otra parte, existe la posibilidad de que estas secuencias pudie
ran interactuar con proteínas ribosomales regulando la tasa de traducción 
del mensaJero. Este proceso pudiera deberse a una protección de tipo eslé
rico contra la degradación del mensaJero. 

Si bien las secuencias REP pudieran Jugar algún papel en la regula
ción génica através de las hipótesis mencionadas, no debe descartarse la 
posibilidad de que estas secuencias tengan otro tipo de función. Stern et 
al. (1984> sugieren que un papel alternativo pudiera estar relacionado úni
camente con la estructura y organización del cromosoma bacteriano, aportan
do sitios de unión a proteínas específicas. Estas proteínas podrían ya 
sea anclar el ADN, o bien, delimitar dominios estructurales o funcionales. 

Otra función alternativa de estas secuencias, las relaciona con la 
evolución génica <Gihon el al., 1984; Stern et al., 1984>. Gilson et al., 
han observado ciertas homologías a nivel de secuencia entre las secuencias 
REP y los transposones de tipo IS. Adicionalmente, Stern et al., han obteni
do algunas evidencias experimentales de reco~binación entre secuencias REP 
en plásmido y cromosoma. Estos autores sugieren que estas secuencias pudie
ran promover rearreglos genómicos que afectarían tanto la expresión como 
la evolución génicas. 

Si bien son muchas las posibles funciones de las secuencias REP en la 
regulación génica en procariontes, es muy poco lo que se sabe al respecto. 
Queda mucho que indagar acerca de su origen y funciones. Sin embargo, es 
claro que este tipo de secuencias no se deben al azar, no solo debido al alto 
grado de conservación que presentan, sino a que exhiben toda una serie de 
características muy particulares que las hacen de gran interés. Es posible 
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que al ir dilucidando sus posibles funciones en cada una de las unidades 
transcripcionales en que se han encontrado, se pueda llegar a esclarecer el 

1papel que Juegan en el compleJo fenómeno de la regulación génica, y que 
leJos de ser un mecanismo de regulación muy especializado y poco frecuente, 
este resulte ser un mecanismo bastante más generalizado de lo que se pensó 
en un principio. 

i 
! 
l 
l 
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