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lHTRODIJCC !OH 

L.\ lngenlerta Cien.jllca 'iil? puP.de definir ccmo tJl conJunto dtl 

hcnlca; qui? permiten al'iL1r y unir el ADH de organl'imo'i de la misma 

P.'ipecle o de espe1:le'i dhllntas ln vllr'o, form.1ndo m1:i\'1culas do? ADH 

recc.1bln-!nle o htbr'ld<l'i, las ciu\e; pu~den isar lnlrod1Jcld.H a una 

b.\Cler'i.1 donde ser.fo repllc1d.1s y manlenldn lndeflntd.1m~nte. 

El poder" de 1Ht.1 lecnolo']l l rad11:J en 1l f.1cl lid.id con la qui! 

permite a un lnv'?'ill<Jador el als\.lmlento de una regl•)n e;p>?ctflc1 do!l 

9enom.1 de un or']anlsma, esta rt:?9lón pui:!de abJr'C·lr desde VJr'\O'i genes 

h.\'i\.'\ uno; po~os pare; de bl'ies. Con lo cu1\ +Vi posible un l!'iludlo 

b.Htanlt? fino de la or'].1ntocl1)n del 9enom1 y de los elP.mo?n\os cpJt? lo 

con-sliluycn. 

introducción de gene; de var\O'i ortgene'i en bacl~dH, y cu.rndQ \I? 

emple.rn vehtculo'i dP. 11.cpr'1Hlón .id~cuad1)'i, etJilO'i go?ne-; pued~n ser' 

c;obro?e.cpre-;.1das en la b.iclt?r'ia hue-;po?d, hablt?ndoH logrado .ul, la. 

Pr'Oducclón de al~unH prole\na'i P.w:arlonh1 a P.'iCc\\a lnduslrla\ 

'131. 

Como podemos ver, con l.is lecnlca'ii do? ln'.)P.nlP.rlJ Go?néllca es 

poslbl+? obl+?ner' un r.oncclmlenlo mucho m.\'i profund1) \en alguno'i 

.\SPo?C\1)'i' q1Je con cualquier otra li?cnlca. Si este conoclmlenlo se 

.\poya en dalo'i do? flslolo9tJ. y genéllca. •H poslblt? podi?r" d0r1scrlblr" .1 



detclle el funclonarniento e interrelaciones de los genelj,. 

for otra parte, en nuestro laboratorio se ha estado trabaJando 

con el gene'c:¡ue codifica para la enzima Penlcilino arnida'iía lPAJ de l.:. 

~ ;,1CClllv5. E<la ennma catallia la hldroll•l• de la penicilina 

G, dcndo COITIO ¡:roducto'ií Hldo fenilacetico ttcido b-amtno 

penicllal'lico 1e-Kff;>, •oer fig t. El b·{;ftt forma el nUcleo a partir 

del cual !le pueden !iintetizar la-; penicilina-; <tl!l'r·i'iiniétíca'ií, las 

cuale!i \i('nen ventajas terap~utica~ !iobre su precursor, la penicilina 

'~0J. K•...1nque el e-t,f'Ji puede ser producido rr.ediante m~todos 

qutmico~. la hidrolisis de la r:encillna resulta rr.h económica 'iíl o;e 

err.plea la f{; de~· 134>. Debido a que la fA proveniente de!: 

.s.9..!..i hTCC 11105, es la enzirr.a r.-.as ut1lizada para la producción de 

b·MfH a nivel industrial, y es además interesante desde el punto de 

vista de in-..estlgccion básica 1ver sección de antecedenle'i>, se 

d~c1dio realizar un estudio sobre el 9ene que codifica para dicha 

enzima, que e.r;odua inforrr.aclon sobre los posibles elementos que 

intervienen en la re9..ilac.1on de i¡u e>.pre'iíión a nivel de 

lranHrlPcion. 

fol"' lo rr.encionadci anleriorrr.cnle, o;e decidle utilizar las 

técnicas de lr1scnierta Genética para ta realización del presente 

trabafo1 el cual tiene como ob.ietivo Frinclpa1 la delerminacton de 1a 

HCuencia nucleoltdlca de la region regulcdora dP.l gene estructural 

de la enzima pcn1clllno ao.!d.,a 1Fi<l de E•cherlchla col! AlCC 11105. 

Los obJeltvos secundario!i -:.on los si9uientes: 

aJ.- Hnalisis de la secuencia de la región reguladora del gene 

que codifica para la PH 1pac>, coMpar~ndola con •reg'tones de 

regu1aclón de otros gene e;;. 



Sitio de hidrólisis 

OlH 11 1 c.H~-CH,-C NcúcH, CH 3 

O N COOH 

/ PENICILINA G 

ACIDO FENILACETICO 

\ 
NH2 ~~~~ 
)-!_JCOOH 

ACIDO 6-AMINO PENICILANICO 

Fl9ur. \,- Hldr6\hls de la penlclllna G por la penlclllno 
"'mld.\'i.\, Ld rlachJ. indli:a el o:.lllo r1e corlt!. Lo; prvducloo:. de la 
re•c<l6n son el 'a'cldo renllaco!llco y el ácido 6-amlno penlcll~nlco, 
eslt? Ultimo formJ el nuc\~•l a padlr" de\ cual se 1lr"Odu1:']n la'i 
P'3n\c\\lna'i 'ii?mliilnlétlcH. 
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bi.- Delermlnaclon del inicio de la lran•crlpc!ón del sene pac, 

localizacion del pro'Tlolor funcional. 

ttl cur:;plir con estos obje(ivos, sera posible proponer un modelo 

de regulacion que tor.,e En cuenta tanto la inforrr.aclon obtenida de 

estudios fi-:.iológicos de Ja e.q::resion del gene para la FA, asl como 

los resultados de este este trabafo. Logrando de esta forma una 

descripcion mH ¡:-recisa de la regulacion de un gene prccartonte a 

ni,•el de la tran~cr·ipcion. 



AHTECEDEHTE5 

D•bldo a la lmportancla lndu•lrla\ d• la enzima P•nlelllno 

amldna iPAi de~. ,. han reallndo e•ludlo• con el fln de 

con•)Ct!r como e'i reJu\ad<l la produccl6n dt? in.la l!n:lm1 por dl'ilin\os 

factores del medio e)(\t?rno. Se h.1 r1elt?tmlrndo que cled1s sub'ilandH 

pre-sen\qo; en el medlo de cu\llvo afec\.1n el qrado dt? producción de la 

enzima, i?n t\lgun•:J; ca;o; hacio!ndo\a e.ni nu\.l, en otros 

aumi!nUndol.i conslderab\P.mente. Ot? esto 'io? deduce q1;e ple no e; un 

qene que se expre;e consliluliv-tmenle, sino que respondt! .i cambl.¡i en 

t!l mtJdio en el qui! se enc1;en\ra ~i· H conlinuacl6n 'io? mt?n1:lon1n 

\ai fai:lore1 que afect.1n 1.i prod1Jcción d~ b. P~, y en q1Je form1 lo 

h.-\Ct!11: 

El acido ft!ni\acéllco h1 s\1jo ldenUficado com1:i el lndudl)r di?\ 

geno? pac, SU adición J\ medio de .:u\llvo OCJ'i\OR.J. Un \ni;rem>Jn\o do? 9 

a lU veC>?'i en ca 'ilr.le'ii'i de l.i /i?n.!im.i. E'ile af12clo 'itl lo<JrJ. co.rn•i1) 

\.\ concen\racion del !cido feni\.lcéllco e1 de\ o.t ~ .. f\ un.1 

conct?nlrJ.ción m-ayor, !l'i\e 1cido es un inhibidor dt?l crecimiento 1J'1 

lJ.'i b.lc\'!?r iH. En.§...:._~ la prod1Jcd6n di! ?ri 'i>? Vi! reprlm\d1 por" \.1 

pre'iencll de glucoo¡a en el medio do? cultivo \34, 35J. Gan'l 1 Sh.1l\<h 

\\2:1 demostró que 1nt.1 repr1Bión e'ilá m-?dl!d.1 P"r t\HP clc\lco, 1 qu12 

ocul'r\a nivel cie la \r1n'iCrlPci6n. L1 l11mper1lu1"l de\ mt?dlo dt! 



cultivo lienP. un efecto imporlan\e en la 11itn\esls de 1a enzirr.a, a 3V 

se presenta la mayor produccion (6). En cambio a 37 grados 

C, .\unq·Je las b.\clerias crecen rras rápidar.ienle, no producen en:ima en 

lA mi<:.ma ccn\idad. Tar.-bién se ha ob-ser\'ado que cuando la ftrrr,~nlación 

'..t? \l~v.\ a cabo en condiciones de baja aereación, la la producción de 

t!ndr.,;¡ ~s m>.,yor, Se desconoce el mecanismo por el cual el nivel de 

Ol<l9t?no regu\.\ los niveles de la enzirr.a \32). 

Se han hecho intentos por rr1odificar a la cepa productora de Pit, 

r.on el fin de aun.enlat su i:apacidad COM'•O organismo productor de PI\. 

LA f!Slrtl\egia que ha dado mejores resultados a sido la clonación 

mol~cular del gene pac y su introducción a la rr.isma cepa posedora del 

gen~. esto \rae coll'.o consecuencia la sobreproduccion de la enzima (5, 

11, -7!5, ~oJ. itderr.~s la clonacion de p¡c ha permitido caracterizar con 

delillle este c;ene, pues. se ha delHminado parcialmente 11iu secuencia 

nucleo\ 1dic<1. y el rrecanii;,rno Por el cual se procei;,a el precur<:.or de la 

hi. 

L;\ enzirr.a h'i es producida como un solo precunor de <;2 \:.D, al 

r.u.\l SP. le procesa un pép\ido ltder al ser e~.por\ado al ei;,pacto 

perip\.\smico de la bacteria. Lespués tecibe otro corle interno que 

produce las dos ~ubunidades que forman la enzima madura, una de 20.5 

o 21.4 Kd otra de 69 Kd. El péplido de 2v.5 6 21.~ l:d es la 

s.ubunidad ~lfa, contiene en -su e1drer..a carboxilo la región en donde 

se une la penicilina e;, Esta i;.ubunidad puede enconlraro¡e con do'i 

eidrEmos carbodlos terniinales, debido a que los corle\ durante el 

procesamiento pueden ser en dos 'iilios. En un caso, el e)(lremo 

r:Mboxilo \errrdnal es una renihlanina, dando lugar a la subunidad de 

.(:V.5 ~:d. La subunidad de 2\.4 td tiene como cx\rc~o carboxllo 



termtn.ll d un.i alanina, ql.Je is.e encuentra J sielt? amlno.1cidtli di? 1.i 

l•nl l•l•nin• mene ion•~• con anterioridad. Lo• do• t ip<>s d~ 

subuntd-tdes alfa se encu1?nlr~n an canl idarjo?'i apro.dm.ad.!mo?nt.a 

"qulrnot~res, por lo lanlo e; po;ibl~ suponer que Li frecuencia d~ 

cortt? en lo; do; iltlos es si:'!lil.u. El péptid•J de ó9 Rd t?'i la 

subunldJd beta, e;la conlieM el silio catalllico dia- la enzima. Solo 

P\Jilf~ un e~tr-emo <lmino lt?nninJ1, un& Hrína. Esto indica qui? do?be de 

ocutrir olt'o corle que i?limtne lo; 54 6 62 andnojc\do'i e:dstenle; 

entr~ el extremo c.ubo:dlo to?nninal d<? la subunidad .tlt-l y el a:nlno 

termln-11 d>l sub!Jnl'3ad bt!l-1. IJ~r fig. 2. Esll? tipo de proce;.¡i:¡jenlo, 

t!O el ctU'? una prolelna pi~rd>! un pépltdo contlctor- interno, l!'i com1Jn 

P-tf",¡ -ll9unas protelnH de Ori<Ji!n eu..:.!rtonte., pero es Ja. pdm~r.1 vez 

qui? Si? reporta PUJ una proteln.i ba~t<?ri-lna <5>. La in(orm.idón 

obt~nidJ d p~rtir de la s11cut!ncl1 nud1?1Jttdica dt? ur1J Plr"lt? de e-sti! 

91:!nt!, confirma l?n parle 11l moijelo proPtJ~sto paf.J. el proce11ml·rnlo dt! 

l<l Pk. Hasl-t e1 momt?nlo no ;e h.1 esttJdi.a1.fo l! re~ión re 131J\1dorJ. di? 

p.\1~ -i nivel de <¡ecuencu nuchottdica, .il ccno!!erla Sl!t'..i po;lbl>! 

comp.irula con la de otro; 9~11e.s, lo cuaJ pet'mitir~ la locallzaclón 

d~ rP.9lóniS de regulacion hom61c13;, Po;\Hicr:'llitnle la función d~ 

llil4'i regicne'i podr~ sl!r demo'ilrada en forma el'Cpertmental. 

H.-lsla el momanlo, -se han secu~nclado la'i raglones rl!')u1adorl\ do? 

varios gent!'i. Esto ha 1en.erado lJílJ 'ierie de datos, lo1 cu~1·n han 

permitido reconocer que e11:l'iltln sttlo'i en cor.i•Jn entre ell.ii, lo$ 

cu.\lt!'i cumplen functoMs e;peclfic.is ddnlro di? la r'e'Jul.1cton de lJ 

!l)CPfl!'iton genética. Por lo '3enet<1l los ')l?nd; que tnterv1eMn ~n unJ 

di!l11rmindda vl.J me\.lból\c.i, \e encueriltan a.9n.1pddo; P.:n opeton1H o 

unid..\dt!s de lran1cfipctón. Cada op-!rón t len-a por lo mienos un 

promotor', el ClJ<!l pP.rmile l.J tr.1nícdpcton toordtn.i1h d~ todo'i lo; 



A 
llH

2 
,..J.__ __________ _ 

Pérdida del péptido li"der y e•creclón 
o/ espacio pepiplósmico 

BCD 

COOH 92 Kd 

UJ 
NH, ---~""---------- COOH 90 Kd 

Pérdida del pfptido conector 

NH, ----------- COOH 
Subunidod (J 

NH2-COOH 
Subunidod a. 

NH, --- COOH 

Subunidod et 

69 Kd 

20.5 Kd 

21.4 l<d 

Figuro\ ¿,- Procesamlenlo de Ja enzima PA. El proprecut'sor de la 
i?nzirr.a pierde el péplilo líder al recibir un codeen el ~itto A, y 
e-; e11portado al espacio peripUsmtco. En este, pierde un pép\ldo 
conl!dor, por medio de un corle en el silla n y olro que cicurre con 
igual frecuencia en el o;.itio 8 o C. Estos corle5 dan originen a los 
dos tipao;, de subunidadu alfa y la subunidad beta, la enzima activa 
se forma de la unión de una !iiubunldad alfa con una beta. 
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9en1!'1 que lo conforman. En al9un1H ca-sos se han enconlr'Jd~:> 

Pr'Omolon~'i dentro de la'i uníd.id~s dt? lranscripclón, lo; cuales 

permiten la. e:..pre;ion diferencial di? al'3unos de los gen~';i que la 

con;ttlu)'+?n. Un Promol1Jr es una re'316n en el ADN qL.,; ab.J.t'C.t 

aproxi:n:idamenle 4V pares de bHi:s, es el sitio dondt? inler.icclona 1.:i 

HRH Poi imeras.:i para iniciar la lr.inscripción. Loo; pramolore'i ;on 

re'3iones en el AOH, formJdH por una una ;ecuencia a;tmt!trtc.i, IJ 

cu<tl ;tempre se presenta en el ttDN en la c.11dena con ;enlldo. ''partir 

de l.\ secu~ncia de 168 promotare'i, ;e determinó una secuenciJ 

conien.;o, lom.ind1:> en cuenta IH b,io;es que 'ie conservaban ci:in m.nor 

frecuencia. Se sabe que esta secuencil consen'io es la qu-? llene Ja 

mayor afinidad por la HRN polimer'Js,1. La secuencia con'i>!nso 1n~ 

TTIH1CH y THTHHT, apro:d.'T\a1hr:iente JS y IU pari?S de bJses antes del 

inicio de la transcripcion re;pecttvamenle. La dt;lancla entro? e'SOi 

dos sitio; tiende a varL1r poco, siendo en pr'omedio l7 parH de 

btl'i?.S. Existen lamblen alguni'i ott.JS bJSeS que tienden a co;1:1rvJrse, 

tlunqut:! no con tanta frecuencia, estu ;e encuentran ceri:anH a lo'i 

'iilio; -!V y -JS m~ncionadtJs antertorment>!. En la fig. J 'il? mu>?'ilran 

1.is fr~cuencia'i ob''ServadH para la'i baB'i m~s coserv.id.is de un 

promalot dtJ ~ íl4, 27,, 

En los •Jenes que responden a r1?9ul!ción por el nivel do? AKP 

ctcllr.o, ;e ha eni:ontrado la pr11'S>!ncla de uno o mH sitio; d~ unión 

P-lr-1 l.\ molecul.1 CRP. Esta proleina funclonJ como activadi:>r d>! l.J 

lr<1nscrtpcl6n en varios 9enes de~, facilitando la unión de la 

ltRH pollmer.H al ADN. Lo• •llio• de unión para CRP,. caracterizan 

por t.1 conservación de ciertas bJses, o;iendo la si?cuencia consenso: 



9.8 5.4 79.o 2.7 •.e 1~.2 

1.6 ~.4 1.e 64.3 23.2 44.o 

a2.1 el.9 •.e 11 13.C 33 

e. 3 5. 4 •• e 1 t. 1 5).. , . t 

9.8 0.9 lo.l IS.2 12.5 « 

1.8 •4.b 25.9 5€.0 50.9 0.9 

- )9.5 2. 7 C3.9 13.4 17 96,C 

figura 3.- Frecuencia. de aparición de la• cualro base• en la 
St!cuench conunii.o de promotore$ de E~ col t. E~ta frecuencia se 
t!~pres.\ en porcenta.Jeo;, lomando l l2 como 1001~. 
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5 -A A H T G T G A N N T H H H H C A N A T T-J'. 

·. 

La'i frecuencla'io ob<;ervad,n pata cada una de l-H bJS•!'i del 

i:onii?n10 s~ pued>.?n ver en la fi9, 4. A dlferencia de los promolorot!i, 

los -;ttios d1'! unl6n para CRP es posible eni:ontr.ulo, en l.i'i !Jos 

c'd•n,. del AON. L• di>lrncia d>. e<lo• •ilio> a el inicio d>. i.1 

transcri1:~11:lón puttd<! !ier des.do? 107 h-HlJ 36 p.irtl'i de b.JS>!'L En 

algunos <JeMs 'ie han enccntrad!l das sitios de unión para CRP, uno dt! 

lO!i doi sltios li~ne mt!nOr .Jfinli:J1d qU~ el Oll"O debida ol qu!J no se 

~ceo:-i lanlo iil consen'ioo, o:.e ere<? que el 'ioi t to secundJdo no e'i 

fundon.!l, Untcamente alf'<ltl a la prolelnl CRP con el nn logra,- unJ 

mayor concenlr:ición <le ta misma en la Pr'O)(irnldJ•j dal 'iltio func\cnal 

11 



. G A 2H T 4M 

6 .3 12.5 o 94.1 o 100 o - 1 t.8 - o 29.4 - 11.0 23.5 o 

Sb.::S 62.5 o o 5.9 o 100 - 1t.8 - 5.9 52.9 - 64.6 l l.8 35.3 --,_ 
31.3 18.8 J ... 5.9 94 .1 o o - 52.9 - 23.5 5.9 - 11.e 52.9 se.e ,_ -- -- --·- --~ --~ --
b,3 6.) t t.e o o o o - 23. 5 - 70.6 11.B - 11.a 11.e 5.9 

•--~ 

figura 4.- fl'ecuencia'it de aparición de lu cualro ba!ies en la 
isecuencid consenso de sitios de unión para CF;P en ~· Esta 
frecuencia se o.prelita en porcenlaJes, lomando 17 como 100/.. 
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de unión de CRf>. En al'JuMJ'i C:HO'i CRf' puedt! fun..:lonlr' 'como ri?:?rd'iOf, 

CtJando ~l inlefacclon>C can el ADN, bloqu<J la unión d• la ARS 

polimet..\'S.t1 como es el i::Ho del 9eni di? 9.¡ladosJ. 

Otf'o d-llo impodanle q~Je 'So? hl obtenido di!l e'itudio d~ gen~i 

r"t!9ul.ido; por CRP e'i el 'ii<J•.il.<?nte: la fe<Jión -35 de los Pr'OmolonH d>? 

liiloi 9~ne1 1 'i~ ateJ.:t b-Hl.:inl~ de 11 sec:uencl;i consen'iO, _r en al')unos 

casos no es olPari!nle. L.! Y·Hióo -10 l9uJl~>:?nle es poco pari!cld1 al 

..:on-;~n;o. Ei;to 'i>! explicd tom.111do en cui?nl.i que ta función de CRP e'i 

estimul.1r la lran;cdpclóo, por lo tantoº"' lendr(a sentido que un 

pri:imotor· fuede l1Jvi1?ra un ;il io di? unión de CRP, y.a que la runclón 

de esl~ Ultimo como activador de la tr.Jnscrlpo:lón oo ;etia 

si9nlfil':'1livJ ('i, 19» 

Otr'.-l car'JCler"l'itka Pr'~'ienle en alguno; 9enl!s es que Ct?r'1:ano al 

promotor', existe unJ r'egi~n llam.id1 operador. Estai; re9tond1 pueden 

,er P-tltndrcmt?s parfeclos o imperfeclO'ir 'ilJ tama/'to 1H variable, Pl?r"O 

tit!nd~n -i iet apro"h'1J1:h~<!nle de 20 par~'i dd bl5t?'i. Sitos "itltos i;on 

rt!(;ó11ccido-; por pfotaln~s rt?·1ut.1dota<; 1?lp11ctrícas par.1 un 91?ni:i o un 

9nJPO de gt?ne;. La pr'Olelna qiJe inter.Jcciona con el OPerJdcr', reclbt? 

el nombre JtJ r-epr..::'ior, su runclOn es dlsminulr et nivel dt! 

lf.in-¡criPclón del gene qui? r~gula. El repr~'Sor solo se unir! al 

OP":?r1dor cu.indo hs condiciones mo?t.lbólic:a; di? la bact.-?ri.i no 

requl1-?ten c¡u?. el •3en.ao o >11 OP>?r'On se opre'ie en e-M mom~nto. Si lH 

condir.:ione'i del mtidio hac>!n neo:e<;Jt'"i<l •w e)(pnuión, enlonc'1'f el 

r'epr~sof na se unirá al oper'ador t la lran1crtpctón conl lntJ<Jr'.i a su 

nivlfl normal \181. 
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For Ultimo, olra regton importante en la organlzacton del genoma 

b•cl•ri•no es la del sitio del Inicio de la traducción de los M.H 

mens"jeros. Esta región interacciona con el e>.lremo 3· del ARN 

ribosorr,.\l loS. Su secuencia nucleolfdica, .Ht como su distancia del 

c.odón iniciador, tlE:nde a conservarse en los 124 genes procariotes 

estudiados. La secuencia de lc.s prirr.crac;. once bac;.es del edrt:mo 3~ 

d•l óRH riboso•.al es la siguiente: 3 -HO-AUUCCUCCóCU-5 . Con esta 

secuencia, los AF.H rr.ensa;cros son cor.1plerr.enlados en su edn:mo 5' en 

form.\ parcial generalmente \33>. 

La rr.aror parle de los estudios rr.encioncdos anteriormente, fueron 

redliz.ados usanc.J técnicas de fíDN recombinante. )'a que el presente 

lr.ab.\Jo también usara algunas de esas t~cnicas, a continuación se 

Prt?senlM.'t un.\ breve explicación de ellas. 

El origen de las t~cnicas en hDN reccimbinante o Jngenieda 

G~nétic,:¡ se rerriont.a a]¿ decada de los setentas, en Ja cual se 

r~-1lizan los prtrr.eros Ek.Perirr.entos para la creación de rrioll!culas 

hlbrida< de óDH en el l;bo,atorio (2), 

Fué con el descubrirr,tento de que el ADH es la molécula Porladora 

d~ los caracteres hereditarios, por twery y sus colaboradores (ll, 

que se inici6 la ••nipulaclón del ADN in vilro. ~very logró la 

lrasnferencia de rr.aterial genético de una cepa virulenta de 

~ncu111ococcuc:. a otra que no lo era, aisl.~ndo in Yilro el liDN de la 

primt?r.\ r ponit!ndolo en conlaclo con la segunda. Este lipa de rr.aneJo 

d~I ltDH, al igual que otros con los que se contaban hasta entes de la 

ingenierla gen~tica, permilfa 1a transmhión de material 9enéllco 
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entre bacterias de la mirn:a eHecie, pero lenta varias limllaclones, 

un.; fue que no era posible seleccionar la región del liDH del 

organismo donante a introducir en la bacteria receptora, poi· lo que 

er.:l necesario buscar entre toda la población de bacterias, aquellac:. 

que contentan los rr,arcadores genéticos que se dei;.eaban, lo cual no 

siempre se podta hacer fácilmente. ttdemás esto~ prif!lero!i inlento'i 

estaban limitados a la lran!iferencia de liLN entre organic:imos de la 

Fué hai;.la despué!i de una serie de descubrimientos dentro del 

áre,¡ de l.\ Biologta Molecular, que se contó con la!i hen·cmlentas 

necesariiu para la manipulación del ttDH in ·dtro en una forma fina y 

reproducible. 

Uno de E'ilos descubrirtdentos, fué el de las enzimas de 

re"Striccion, estas fueron desct.Jbierlas gracias a los estudios de 

interacciones de bacteriófago-bacteria por lurta Human <2 l l. 

Foslerlormente estas enzimas fueron coracterizadas y purificadas, lo 

cual permitto su uso como herramienta para la modificación del ADH in 

vilro. la.o;. enzimas de restricciOn c:.e dividen en tres el.aseo;. en ba\e a 

su estructur" y modo de acción. Las enzimas de la clase 11 son lac:. 

más utilizadas en bperirr.entos de íngenierla genética, su utllidad 

radie" Princlpalnente, en que estas reconocen y cortan e) l\DN en 

sitios e'!.pectficos. El silio de reconocimiento es una secuencia que 

puede ser de 4 o mi&s pares de bases, este silio tiene la 

característica de ser en la rr,ayorta de los casos un palindrome. Una 

reglón de ltDH es un paltndrome, cuando su secuencia es idéntica al 

leerse en las dos cadena'!. de ADll en dirección 5' a 3', Una vez que la 

enzima reconoce el sitio de restricción, procede a realizar un corte 
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en c.ld-1 una de ll'5 dos cad'!nH. Algunas enzlmJs cort.in et ADN al 

mismo nhel en tas dos caden.is, otras lo hacen a distinto; ntveles 

geno?l"ándo;e e;a forma eidterno'i que contienen regioMs de cadena 

sencilla, las ctJal>H son corrp\P.rr.enlatlJs entre ;L Alguno; stllo'i de 

rtrcono~imienlo y liPO'i de cor'le'i geMrado-; se muest,-an en la fi•3. 5. 

lJi enzimH de roHlrlcclón petmlten la disei:clón de fra;.Mnlai 

grande-; de A!IH en altos m.i'i pequeno'i, lo; cu1le; p1Hden ;er 

carJctefiz,1dos con m.1yor' facilidai1. Esto ha hecho posible el e'iludio 

detallado del genor'IJ de ol"'ganismo;, euc~riote; y hJ. pennilld•l el 

J.l-s.lamitJnlo d~ 3en-?s individu!ltJ'i p3ra su estudi~l po;l~rior 129, 

JüJ. Lo; fra3menlos •]>lnel"'ad"s por la 1ci: ión de un1 P.nzi•na de 

restr'icd1,n, pu~d•?n 'i'!r' o?studi1,fos dlreclH·rnle o p1Je.jen 'ier 

inlroducidoi; a un1 b!derl! d('n,je serfo m1ntenirfoi; indeíinld1rr.-?nte. 

Sin embJr•30 3enera\r:-,ente un fr,1·3Mnlo de ADH no 'it! puecje manleMr 

dl:!ntro de un.1 b-1cleri1 o;\ carece de re3\on-?'; de r"!?plic.ar::tón 

•HPectftcas. E;te problt?111 'i•? h.1 reo;uelto con 1.1 con'ilnJcclón d•? 

vehtcul!J'i molec•Jl 1r-?; de clon.1•:ión. E; los 'ion mol~cul li de ADN 

circular, los cuJlei llen'!n la propie1hd de 'ier repltc.adH y 

lrJni;crila'i por la m1gutnart1 l!nzimHica de \J b-icl>?ril h1J~o;ped. Se 

han d•?rivado di? plHmid('.iS y b1ct~ri6fJ30'; 1 los cuale'i se modtrlc·uon 

con el fin de funclonlr' como vehlculos de c\1)nlt:i•~n molet:ular. El 

vehtculo mol·l':•Jllr que se d·Hee ui;ar, P.'i di'3i!rido con \.l l"li'im,1 ~nZlmJ 

de restricción qu~ 'i·? utilizo pua >tl ailil-lmienl" del frJ•)menlo di? 

HOU que 'id quiere e;ludi1r', o con un:1 enzimJ que deJe e:dl"'emo'i 

compttibl>?s P·lfl la unión. Solo eo; PO'ilble t.1 unión •:o·n.hnle, i;i u 

ulillzJ. ).1 1?nzlm1 AOH li•Jas.1 1 IJ cual for:n1 doi; enl.1ces fo~h>dlé'iler 

l!n e.id:\ uno de lo'i dos e'<lrerno<; \.\). 
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~n1.¿... totl lli RI 

>A1c1 AGTG l' 

1
.TAGJ.TC!CTTH>. 

)° l' 
ATCTt.G·--··- .. -··-·AGlGG 

)'Tt.GAiC ••·•·•••·•••·• TC.\C.Cí 

E111'rrc' cc1'ni,o:r. ht'il:e \(1"'{:11o r;,' 

>AATtCUG··---·-······ TG"'° 
f!IC-·-··-- ······- l.Cfl!.\· 

>' \' 
ctt'CG····-····-·· AGCCG 

s'G~C·- ····-- •·•· · 1CGCC¡ 

°'9e\I~ ax' ~ 1 Etlfir:'IX :Dht\it~ h41.ct W.(illo l' 

fATClAG • ·- • · • • •·• - ··t.\Tt!G(:l s'Glt.I · • •· • -,··· · ••• CAGCTGCA ,. 
,-T""'TC--·-···········CT";· 1.AO;TC.-.'1 ····-·········G1CG,. 

" AATICATCAGT ·••····· 
s'G1AG1CA··············,. 

f i' 
CCTA.rA··········-·· 

IG(,Sl'.ii ·············>· 

>' 1' 
GTA···· • ··-····· 

1
.ACGTCAT·····-··-····· >' 

fl.gur.i s.- Slllos de reconoc\m\enlo y corle Plr'J \.H P.ndmH d+l 
re;lr lcclón Eco RI, Hae l l l y P>l l. La> flechas ln•llC.in lo> >ll lo> 
dt! corte de cadJ unl de \J.s endm.is en e\ frnmenlo de ADN doJ dob\1:! 
.;adena. En \a parte lnfer'lor' se mue-.tran \os fr'J.']menlos rt!su\lanle'i 
dt! \.i 3ccl6n do! cad.1 una de la anzlmH, as( Cl)mr:i \os eilrem•H 

91;tnt!r .\do-;. 
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UnA vez que se tiene la molécula de AD!l recombinante, es 

necessario introducirla a una bacteria donde pueda ser mantenida por 

replic.,cion .. Esto se logra por rr.edio del proceso de transformación. 

Esl~ consi-:.le en la adquisición de ADN del medio externo por una 

bacteria, el cual es integrado al cromosoma bacteriano o e'il rr.antenido 

CO'!IO un plásmido. En~ la transformación no ocurre en forma 

natural, sin e1nbar90 eio:isten rr.~todos para .lograr la transformación de 

E. coli artificialmente, Estos consisten en la modificación de lH 

merr,branas celulare':I con substancias qufmicas, )as cuales la hacen má'S 

pcrnio::able al HDH. Una vez que el vehfculo molecular entra a la 

bacteria, es replicado, )' junto con el, el ADH que le fué ligado l8, 

¿¿,, D~ esta forrr.a es posible obtener cantidades importantes del 

fragrnl!nlo de HDN que ':le inlroduJo en el veritculo, lo cual permite su 

caract~dzacton ftsica. 

Una de las tecnlcat.. rT.h ut t les para el estudio del ADH es 

.;quella que permite la delerrr.inación de la secuencia de bases que lo 

conforrr.an. E>:islen dos métodos para t..ecuenciar liiiH: 

11.- El n-.€todo de H,u·.am )' Gilbert se basa en la ruptura 

específica del AlJH al nivel de cada una de las cuatro ba':les que lo 

componen: cilosina, adenina, guanina)' timina. La ruptura se hace en 

for'rr.a parcial, usando SlJbt..lancias qufrl"icas las cuales cortan el ADH 

for'm<I especifica. El HDH ut..ado e'!i tr,arcado radioacliva1rientc en uno de 

sus e:dremos. Los fragmentos de hDH generados, son <;iePer'ado'i en lJn 

gel de poli<1crilamida-urea. Leyéndose la t..ecuencta a partir de la 

autorr~diograf1a del gel \24). Ver fig, ó. 
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32PiiJPJPiJ 
CH 3 

32pJ~JJPJJ 

3 

+ CH, 

32pJpjpJJPJPJ 
4 

32pJpJ~JJPJ 
+ 

5 
32PJPjPJPJPJPJ 

F\91Jr".l ó.- Mtodo dt? H1xam y Gtlbo:!rl pJr"a sacu11ncl1,. AOtl. t.- HJrC1•1•l 
d>!\ AOH en un e)(,lr~mo con 32P. 2.- Hodlf\C.JC\1)n de \,u b<1'it!!i .i\ anr, 
por eje~p\o .Mlllldón del N7 de \J.'i 9u1nlnH POr' dlme\llhulfalo. 
3.- Oe'!iprend\rn\enlo de las b.nes mí.ld\ficJda'i. 4.- Codl! de \.1 c.1dt!nl 
por bt!la tjo:?.1m\n.1ción de \ó'i fosf llO'i dt? \OS HIJC.lr•H que P1?t'dli?ron 
su.; bJ'i>!'i. s.- E\f.!clr"ofériHi'i de loo; productoc, de corll? d~ ca•Ja un1 
d~ \.\'i r:u1lro dlsltnt.v; re.1cciont!S dt! rn 1Jd\fl•:.1c\ón di! b-l'it!<;. 
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;u.- El rnélodo de San9er conshle en 9ene1·ar fragl'f,enlos de 

distintos lamanos a partir de la inhibición de la PCllimerización por 

did~o>.inucleotidos. El HDN q1Je se de$ea H"C\H?r lar es ligado a uno de 

Jos dedvados del Lago H13. Este e4ii un fagc fílamenloso, el cual 

durante un.a fase de su ciclo de •·1da posee tinN dt> cadena senclJla, ha 

sido rnodif1cado con el p1oró~ilo de ser u~cdo para la deler1Tdnaclón 

de l~ o;ecuEncia oucleotldica FOY el rr.étodo de Sanger. E1 fra9mt:-1to 

que se de~e~ secwcnciar, es lnsedado en la región del poliadaplador 

d<I fa90. 

Se purif\ca ne mismo fago en la fa-;e en la true contiene l\DH de 

cadena sencilla cofl,o r,,alerial -:;cnéttco, a este se le llama lemPlado. 

EJ templado es colocado en una solución junto con un oll9onuc1e6ltdo 

sintético llan.ado prtrnero, que es un fragrr,c;nto de AOH, el cual 

gener.:tlmer.te tiene una longitud que va desde 15 hasta 30 bases. La 

"loi?Cut!nc i ;i del pr tmero e 'i cc,n1p l crr.e. nl aria a una reglón del r ago H 13 que 

-se localiia ad,i!centr a. la región del poliadaplador, de tal íorllla. que 

el ed11?mo J del prtrnero se diriJa hacia el poliadapl.ador. f'or lo 

tanto al \Orr,ett?r al l€mplado y al primero a condicione:~ que facllllan 

la hibridi2ación, eo;le ultimo s~ unirá aJ templado, formando una 

doble c.adenc. di! HDN. El templado 'i el prfrnero 'ion dividido'i en cuatro 

mul:?slrast G, H, T, y C. « cada una de ellas i;,e le adkionarAn 

deoidnucleólidos 'i una pequen.a proporción del d'ideo1dnucleólldo 

correfipondiendo a cada una de las cuatro rnut?stra'i, de tal forma que 

en h mueslt"a G estén prcHnle~ los cuatro deodnucleóttdos y ademh 

~~ista un-t pcquena parte de didl'.:o>:igu.anosina, lo rnisrr•O ocurre con la 

otras cuatro rr.ue.~tras. Se ariade ADN polinierao;.a, la cua1 comenzar~ a 

coptar el ler:1plado a partir del pt'frr.ero. Cuando la po1 l~era'ia inc;.erle 

en la c,¡d~na de ADN un dtdeo>.inuc.leótido, la cadena deJa de creter, 
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ya que no es PO'iibl~ la rarmJción de un enhce fosíodl~sler", al 

fallar radlc>l•• hld,odlo en la po>lclón J' del d!d?Odnucleólldo. 

Ec; ac;t como se ']enu.10 frniTh!ntoc; de dic;llntos la-:1.anos, todo'i 

lermin.ando en un dideo><lnucleótido ec;pec!fico. Ec;loi; frar1~ntos e;~ 

corrt!n e un 9el de poliacrila'T'lida-urea, oJ} cual los 'i'i?Po!r'l c;e9Un c;u 

peso r:'u)lo!c1Jl.J:r; como uno de lo-5 do?o(inucleól idoc; us.1do.; dur.Jnte lJ 

poltr.iedzaclón, está muc<1do radioJdiva:n¿nte, la c;ec1Jencla pue<!e ser' 

l•ld< dlroclamenle d• la aulo"1dlo1,•fla del gel IJll. Fig. 7. 

H. pJrllr de la secuencia nucleotfdica de un fra<Jmento de ADH es 

posibli? obl11ner un<l 9r1n cantid.Jd de lnfor.nación, como: 

a>.- Secuencf.! de o!Mlnoacfdos r'esull!nle d~ lo! traducción del 

frJgrr,ento de ADH s-?cuenciado. 

b1,- (dentlflcación de poc;lblec; reglones de regulación. 

c1.- DeterminJción di? c;llios de corte Pata enlima; de 

restrli:dón. 

Un m~lodo USJdo para la ldenltriC'clón del >lllo d•I Inicio de la 

transcrtPclón, y en forma tndirectJ d~l promotor funclonJl, ec; el de 

~xlenil•:>n di! prl:nero. Este método '>e ba'>J. en la sfnt11sls dtJ ADH 

compl~m~ntuio a HRH m1?ns~i1?ro, u'>.1nd1J la enzim,1 tr.1nsr:rlptl\.I 

rt:!veriJ. El sitio del lnicto de ta stnlo?sis ~s deftntdo usa.n11o un 

primero sintético, el cual es mari::ad•J con un radios1Hopo. StJ 

dt:!lermi11J !!1 tamano del frai¡mtJnlo de HDN c;lntetizada, corriéndolo en 

un 9tJl de poliacrila . .,ida-ure.J. 

Conoclt:!ndo de anlFJ:nJno la reglón donde el Primero hlbrldlz.1 con 
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Hit;ridiz:;:io'n ::le1 prir-tto 

Vector~ Vector 

F"rOQT.e;'llO ~lt:'IC .. de lo o~u. p:l;me•oso I 
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'~so31 P-c:ATP 
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U:iiT~u.:: 

---- _____ ___. 

Figura 7.- Método de Sanger para !>ecuenclar' ADH (ver antecedentes). 
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el AR~, e'i po;lble 'iJ.bt!r' el nucleót ido con el qut! comli?nza t.i 

lranicrlpc:lón. Ccm.p-1rando ti 'it!C1Jencl1 de la re9iOn que precedo:? al 

Inicio de la lr"an;c:dpción, can la Ciecui!n~la con'i~n'io Par'a 

promolor"e'i, e'i pa;lblt! idi?ntiricar' at pr"cmolor' func\on.il par'a el 9entl 

e•tudla<Jo 1171. 
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MTEf.!ALES y HETODOS 

Cep.:ts b.:tr: l eri anH. 

~ 1;1; H5101 !F-, hsdS20ir-, m-J, recAl3, ara-14, proA2, 

lac'll, gal >:2, rpsltV, ($m J, ).y]-5 1 mtJ-1, suf:E44, Jambda-J. 

~ JHtül SUPE, lhf, dellallac-pro ABJ, [ F··, Ir• D36, pro 

ttB, l•c lq 2 della Hl5. 

~ itTCC 11105 

Tr.\nsforrr.cción de una cepa de Eschedchfa coli (16>. 

furlficacfón de ADN de Plásmfdo. 

El método utiliZC!do es el q 1Je se dent:1mina 1 lisis alcalina' f23J. 

Hlcroen.aro de ADN de pJAsmldo. 

El m~lodo es similar .ti enterfor pero en e!. le caso se crecen solo 3 mi. 
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dt! cl!lulas. tos PHO'i son id4nlico; ll .intedor' hasta obleMr' e\ 

'iObr't!n.idanle claro que en este caso se extr'ae con feno\-c\or'o(or'mo 

it! pr'eclp\la con etanol. Se r't!SU'ipende en 10 ul de .igu3 y esl.1 li'ilo 

PM.J Ser' diger'ldo con la enzim.1 do? r'eslricclón dest?J.d1 l2J), 

Eledr"oforésl; de ADH en geles de a91ros.1 o p 1)\lJcri\amlda. 

La eleclrofores\'i 'ie llevó a cabo en placa, Los geles de ag.irosa 'ie 

corrier"on a 150 dur' ln t ~ una hor"a en sol luc i6n amor\ \9uador a 

frls-bor"alos-EDTit (f9!:1, Los ge\e'!t de acfi\.1mlr11 '!te COr"r'l1uon a 200 

\1 dur"ante una hor".1 en solución TSE \J). 

Eleclr"oeluclón de fra9mentos de ADU J parllr' de un gt!l. 
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E•lracción de •DH con renol:clorororrr.o i23). 

St! utilizo el n.élodo de fosfotriéster 

';iObn:! f~s~ -;Olida dVJ, 

St!CUl:!OC iol di:! HDH. 

Los fragmentos de ADH e.lanados en deri\'ados del fago Hl3 fueron secuenciado-:. 

i::or el método de Sanger \31>. 

rurificac!On de •~H lolat. 

ilf.11 lolal de~ fué purificado •lgutendo el mélodo comunicado por Riba 

\'ª'· 

Exlensíon de primero. 

El rnélodo uliliZ>do e. una modificación del reportado por Leon ll7l. 

Se rr.arca el primero en c¡,u e-.ltemo 5·, us.:.ndo gar.,a-ATP \P32L Se usa 

un e).ccso lVVX molar, de primero en relación al AF.H rr.ensaJero 

eSPl:!clfico. Se usan 5V uCi para 2 Pfl'IOl de prtn»eYo. f.i:zclar el AF.H 

lotc:11 con el prtrr.ero r,.arcado y precipitar con NaOAc 3H 1/10 del 

volumen, y etanol 2.5 volurr.ene'!i. Resuspcnder en: l ul Tris 50 mH, 

¿u} EDlk rr.H 'I 2.7 ul de agua. La niezcla se de Ja 5 min. 'a lOú grados 

e, se congela inrr.edial.arr.enle en hielo ~eco. De~conge 1 ar 
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lt!mP~t .. \tur.\ ambiente dutanle .is min. Poner" en bario marta a 43 grados 

duranlt! 13 hr'i. 

l ul Tri; IH pH 9.3 

2ul H~Cl2 v.l H 

ul dTTP 2v mH 

u! dilTP 2ú mH 

u! dCTP 2v mH 

u! dGTP 2v mH 

v.4 u! on v.2 

v.8 ul KCI \ H 

ts-¿s unir1ld>?s de lran'icdplasa reversa. 

St! d1dJ en bario m..!r"ii J 43 '3rJd1n C durante 30-~5 mln. Si! hletvl3 

5 mln. Agro?·JM \•Jl de RHH'ia ft ( \1) mgiml > en un val1Jm>!o tola\ de lOV 

ul 1 dehf \ hr, a 37 9r-a•J1:is C. E;<lr'4U con volumen de fenol. 

K'3ro?'Jlr" 5 ul r.le lR!1ri \l UIJriul>. Precipitar C'ln 1/10 de vottJm~n d>l 

H.iútti: Jtt J 2.5 volum¿nes d>? etanol. Lav.if con 250 ul de et:rnol al 

70/,, dos veces. 

m•Hda d>! p.irario d~ 'iec:u1rnci.i. Se hierv-?n \H m1.1ei;lr.is de 2.5 m\n. 

'io! corr't!n en un ']e\ de 'i~Cuenc l 1. 
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f.ESUL l~DOS 

1.-hi: lcr.-1ienl.o de f,..asrnentoi¡, de HLU que contienen le 1·e9lon que 

precede a.1 9ene e~tructural de ta enzima Fh. 

Se cuente con varics Plhir,idoi: portadorE.!i del 9ene P.:C, u110 de 

elJoi¡,, el pff\¿, tiene un iniserto de tt.DU crorr.o'ior:al d€ 7.~ ~·b dentro 

del cual is.e encu1:nlra el gene de la rH. Se ha cbsen:ac!o que al 

trar1sformar ccr. el pf·A2 1,.1n.s cepa que carece de e'!ll! ?EM. la 

e~pre~1on del 9e:ne H ve regulada poi· el ac!dCI fer<1l.:.r:et1cc-. r·cr ot1·.: 

Parle 'il! sabe QUE Pl!'!r-.tdos derivados del ~fh~·, q:Je se.le· llevan el 

sitio Hindlll prcd~o al gi;:ne i:strur:l.ural. ne· i:r:d1cnef'l la region 

re9uladon~ l~I. En t¿,H: a Hlc-i:. d~tc·o:. E:ra ~e: o;sr-erc.1·ise Qu~ el rf't-.2 

llevare la~ resic,ne:s de n.sul.:r:i~n nc·rr-.c.ln d!!l $E:"•!? Vi.rala r.'t. 

1c•rando CC•"'C' tac;e d !T,,:,pa di: r.;-sldcoón ~e lci-s Pl;c;r..:c:~ r.t;,~) 

PHt4, r la HCutM:ia l'\•J::l.::oltdica dr. 1H pr\r.i::rc.c; 1~•) 1:· "ª'"t:':i de tases 

del gene ei;\rvctural, '5€ decid:c ¿1slcr ha;;l"'.cnlos C1t.ter1~do'i de la 

diSE.'illCin del F1Hrridv ~Fh2 cor. la en;:!rr.a HPall. Este. H h¡:c· con la 

ldta de obtenu frc:,.,.;ntos qu~ llevaran tanto PH\E ~-?1 gEne 

E~truct1.n-al. dd r.ual se ce;r,octa i:c.di; dE la sHvH.cic., > pad~ de ta 

región C'JC le ¿ri\ecede. ~e r.1cleror. di9ulic·ne~ dc.OlH Hr.all-Hir.dtlt. 

~c.n El ftn de lc..cali:ar las bar.dc.i; cue erar. r.c•rt.:Jas r:ci1· la VlUr:-,a 
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l?itruclu,.al \'! '!n•:rJi?nlra 1 4~ par¿; d~ bH~~ rj"! uno d~ 91101, l~ 

Pr'1,b1bilid1d Q~ qiie un:i di? ~'i.H b:i:nd.H d~ HP~rI 1-:1 ll q1.i-: .:.jnt>?f'1'3l 

p1rh do! la r~')ión rt?~1.l\.1.for1 l!S d~ t/3. 

Un1 v1::: l·~·:1lL~1,j1;. 11;, b1n·111, iP. Pto.;.1,Ho i diHti1· i:i\i1:T1t 11'' 

pPri1 con l1 .;nz:tm1 HPtll. E'lt.1 dl·H;tión vi c1:i1·r11~ en un <J-?t 1j¿ 

acril1r.i.ir11 .il 7.5 ~ •. t.i; b~n,1H do? intt?r~; 'i~ ct?diron •lo?t 'J-!l y Jt? 

>!lo?-:lr-~~luy-?r•:in. A·1~rn1s il! d~ci•jló ai;l.1r i?t frlJIT',-?nloJ do? H1ndI[[ 

qtJI:? lrll-?,:~d~ tl 'Jdíl'! t?;b·u•:t1jr1t d~ h PA >?n ,;¡\ PlHr:ii·1·:i ;:iPA2. Elt~ 

fr¡g.n;7nt•) 'i~ id1nltf1•>'.) hi·:i>?n•fo dt-;~rll•:ir'HJ 'io?r . .:1ll1; ,j-?l Pl\F1l•1'' 

pf:h2 C:•:.in la ~n.!IMl i{\f",j{lt 1 y dl·l~;'.1':~-:i; ·i·:,t-n !!\n.1[((-E,:,:P.!. L1 

1Hln;1:l1Jt;l •1-! h P,;. En ll ft·J· 8 ;>? ":'•~·Htr"1., l 0:i; rlHPH d·? 

r·nlti~.:\•'.ln do? l1Ji Pl~;,-r:111H d'A4 y pp;¡_::, El fr·1,3::"~11t·:i '1-? Htn,JtII 

del¡:~_:..: !l,l!,l:> t1~:i-? 2301j p1r~; .j~ bH~). ·~~t1·h -l h.; ltmttt1:t1;n·n 

l>!cnt·:ii ij.::l m~l·)·~·) •j-? -;~:'.1·rn•:t1 uf.tl1!1:!~. i•:ot,;i o?r'l P·:i~1bl~ 

~~C!JM,:i1r 11 ri:·:;ici r"-?3u\1,~·:.1·1 o?n un! ,j~ 11; .j:o:, Q(t-t.it!•:i':'1~i. C1:·!1"•J 

friJ"ll~lit~ :l•:in1,fo, • .. u'll ·:!~ ~tl~'i -?-; t:u:¡,;)t'"~' ;ttt·H -j-: f~;t:"i:•:\·~l'I ?n 

}3 'l'!1:1J-?n•:11 f' p.;:i;to?r·1.,1·;;i-?nt~ k':-1l1:1n~·:·t~; ~,, ~l o!\i":l~•1•? ;:Prt2: ),1 

ctr·1 -?; c~<r.Pit"H~d·:i la 1•?-:u:¿n;i1 d-?\ fr13":",-!f'lt:o- ·:!~ H1n·1tr1 fr'l1,H'1l•' 

ltt. ,:,;:": l.:i; frn1H11t·H d~ H;;dl frH"":-?.1t·.;o; I 'f lt. n Q 1J•J ~n 11l1i 
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lt•S fre;;rrienloo: de HPall dirl i:-F-11:?, fueron ligad::": ¿1 i,;,90 tU2 irp$ 

di~Hido con la er.:ima '1ci:t, e!to fult nece;ario hai:i:do n. qui: no 

oio:te tillo de Hi=atl in el poli.edaPladc.01· del rr.PE. les- e)\1·err.oo: Ao:cl 

HPall son cohesivos er,tre ;t, i:in enba,.90 al ser ligado':, 

éEo:aPa1·ecen los dos si\ioo: d.: reo:triccion. El fn.~fl'enlc· di: Hindlll 

del ~Hi~. H li~.!i al fago t:1.:. rr.~1e disierido con l.! rr.i'ill:'·C er.~trr.a. En 

se ~rPltca le. cc1Hti·ucciC1n de la!i clcn.H 1 ) 11. en la 

fig. tú la ccr'l\\rucct6n de la clona 111. 

c.:ule~ en lH tres 

caia'i. tietidci a que ocHic.r.clru,le la Pf"~<:encia dt dacas blcr.::a'i 

puede !lt'?t' el re~ullcd.:i de un.~ r_'i:lecicn en la r.:?ior• del 

t:olia-:la¡:.l2dol", se Ct:7:\e1r:-?nc la Prn.:ncic. de !n':ertc i:n el fe.ge, 

u;c.ndo la t.;crdca de r.-·ic1co;nsGyc. Se eo:tudiaron ;.·(• clvr .. H de lo'i tres 

liPo; 1 1, 11., 111 l, y en loC;;s s.: i?r··:::;nt1·0 in~e,..tc (dale; no 

En la fig. 11 o:e ~'JO::'i\1·~ la cqi;nt.:c1cr.) el t2"a~.c· de las tres 

c.l(lna~ ct\enidaL Se put!de o:Hn-a.r c•J;; la clor.c. 111 c:·~"Ca rede del 

Se u\il::o la 

tecnica de Se:n9H ;:;:re 'iE::u.;noar lc·S tres fr~¡ir"!ntC·'i 1nse• lados en 

el fago ~1~. E.r• total H \c: .. :r.:.rcn leer ~61 bar:..zs en di1·.f.cctón 5' 

Pal"til' del cc•don inicial del g.;re estruc\ur"a\. Ir,iciall".enlE no 'it? 
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EcaRI 

o 

Sal! Hindm Hpall S¡tn Sm<1l Hindm Sall 

r--!-1-·¡L-J pPA4 

o -Te" 

Hlnd::O 

2 

---> 
re• 

2 3 4 5 

~-

6 l<b 

Cm" Te" 
--·;>- ______ .,,.. 

Mr 20.5Kd Mr 69Xd 

EcaRI Hlnd;¡{ Hpa!l EcaRI 

L .L..-l....J. L_j 

3 4 5 6 7 a 9 10 l<b ____ .,.. 
Mr 20.5 Kd Mr 69 Kd 

Fl9ur1 8.- H.1p3' \ln-.»l•> d• lo; p\.\;ml•Jo; pPA2 y pPH. L1 llne.1 
qruei·\ lndlc.i ADH crom•li•)r.11\ 41e E. coll ATCC \tt05 y l.i 1lMl d>?l•11dl 
el vehlculo de clon1ci6n. Las fledH'i r'lPr'~Hntan J\9uno'i de \oc; 
9t!nes l!ltPr'l?'Hd-Js i?n lo'i dos P1 ismid1J'i, t.1nto de1 \lehlculo como del 
in'iedo. Solc 'í>? tndlc.in los sil\os de re'itl"icclón mls lmp 1Jdlnlei 
P.\r'.\ e'ile lrab.\fo. 
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Figura 9.- Con•lrucclór, de la. clona> 1 y 11. Se digirió al fago 
Hl3mpl6 con la endma l.ccl y al plhmldo pPA2 con la •nzlma Hpall. Se 
purificaron lo'i fragrt.enloi; del pf'A2 que conlenfan la reglón 
r119uladora, y \e unieron en forl:'.a covclenle al fago M13mpl8 U'iando la 
enzirr . .:i '1DH ligasa. En esta con~lrucclón c;e pierden los doc; o;tllo\ 
uo;;ado'i para la clonación, ttccl y Hpall. 
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Hir.d:rt 

Flgur> tü.- Con•trucclón de 11 don• 111. S• dl9lrló l•nlo al fJga 
Kl3mp8 coma al pll'"l,Ja pP~2 con ta enzlm• Hlndlll. Lo• frogmento• 
di!\ pl.isml•jo pPrl2 se un\ar"on ~n formd covalenle al fa.Jo Hl3mP9 usanii~ 
I• onzlm• ~DH t l9a..1. 
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tco Rl Mnll ~poi Eco Rl 
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11 

Fli;urol tl.- timal'lo y orientación de lac:. tres clonu uc:.adas para 
dl!lerrr,inar la Hcuencia de lé. región regule.dora del gene pata la Ph. 
Se muec:.lra uri ".apa del p\hrr:.ldo FHG2, y una ampliación de h r'eg\6n 
'í>~Cuenci.:Jda, indicando el tamal'lo y la orientación de lac:. clona.e:. 1, 11 
y 11 t. 
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·~t.1b1 lolalm<nl• H9Uro d• qu• I• don. !ti ru•n !• qu• conl•nl! 11 

r-t910n qiJ-? pr'!cedf.a 1nm-adl!tam'!nt.;o .ll 9>?1'h! •Hlr1J1:tur1l, fu-! hHll qrJo? 

se Si!i!.tJi?nctó h. cl0~3 ll, quo1 ~~ logró c:onf{rin.Jr' iU htpQtotiiS. L1 

clonl {[ abarc.i parh hnlo d-!l 9-!ne: Qitruc:turil ccmo di! l.t re<Jión 

qu'! l3. Pf"'l,"?•1i1. Al comP&r'.ir la clona [[ c:on 'l ttl, "!ie confirmó qu>? 

efP.clivami!nle e\ll Ultim<J conle:n!1 h rinión 'NI! int.;i:'!,je .ll CJ<?ntt 

estructural. La c:lona Ill lle'I.\ t?l {nio?do ~n ta rniim1 od>?nt-!ci•)n 

qu<? 11 cl•:ina l. 

$e c:arrler"cn en tol\l 27 ~P.cuenclH. V-!irtto? do! el\is fo-!t'<Jn en 

9-?)-!S sin ';r'!di-?l'lt-?. t!;lt'l 'i'! COl"l"i>?r"Ol"I J. dt'ittnl'H ti~~~·:ii, d•Hd>! 

un? hc··1 hlil3 e- horH, <?Sto ;e híz•=> •:·~n el fin do? l•:']··ar· li?~r el 

1M1or n'.1i"1•U 1Jo de b:.:;>?~ d-? t;.t 1h u:i1 d~ l!i tr··n clona;. Com·.:- \<l 

tu"i-?•';'1 ll·J•;r .. n Pt·cbl.;.n; .an Cio?dii f'~Jicn~; 1l-? 11 ;~c,J"!n.:.t1, 

d-!bl.fo· 11 t?r.111:1~i>?r,t·) .jo! b1n.1n qu-! i.:.:1r'f·UP·'n'H tt'I 1 ci.Udtnn 

C•JOi•!.:ut1·11~. ;~ d~ 1:idi>!i h1•:-?r i~<:·J~n.:i1~ >?·'1 ·1-tlii C')fl 9r1·j{'!nt-:-. En 

tol!l i-! hi,:l-!f.::-: ;i~lo?. ;in >!:rb~r)·> -?itH rl•J l·~.;,..11·on «f-!t-?r-.i1l.1u >!l 

n1p::.;i-.:· d¿ b.?~·jn. E;l-t pr·.;bl~·n H fi·Dl·.-ió r.ol'"d-?n·::f•J ·J·?l~; o;in 

gtadi-?r.t~. d,.,,.1,11~ "S hor'.li. t.:; cu1t C•:Htvn·~ Q•.io? lH bi.i~j.n 'ii? 

S>?P.\rlf'.tn lo SlJfic\>?:'lli Plr'] J:ir;-.ittf" jt,; l>?•:t•J(L t\l f"!!Jflil'" ll 

in(Ol"l':il,•:ton •:ibt-?niü l p1d!r- i:J¿ l•:'~·H ·J~l~; di HC1J..?ri:l1 ,j~ lH tr~-; 

Cl•"JflH, se logr1r-:.r: 1-?.;1· >?n l•)C!l J.3¡ b.H-?'S '!n dtr~·:ct·~n 5" l P!dlr· 

do?l c~d•:.I') inicl.!l d~ b ?r1. E;.t1 Hi.:1..~ii.:\1 i.'! ,'l'\•Hilr'J '.?n 11 ft·3 12. 

A.l obt-?n11· 1l i;.¿.:1J-?nd1 niJd~·:>lldii:! d'! 11 r13\,)n q1;-? Pro!C>?do? :il 

9iíl-! >!'ltni.:l1;1·ll d>! l1 Pri, ;~ pro.:.!'Jt,, 1 co:-:11,oi .. vl1 ~·)n 11 ;~c1H:n•:tl. 

de r"-!~ion~s t>!J•..tl.v:i.:ir'".i; ,fo .,t,·.:i~ ·J-?li~i. Tcm~ri·1·j •:i:M'' bH'! lH re·1l1·; 
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-391 
~ ·CGGT1ACGCt.GCGl.GCUG1GGt.GtCUCHTtiGCCGCCtTGTHGCAUTliCTGCCU1 

hull 
CTGCU1CG•U.kTTGCUCUOTCCUCCl.TAUAl:1CGTTUCOU.1AlTT11CIO 

ÍI 1 T T ,.,;, T .. ~1.Gtt T 11*1Tc .. ce1,acc 'G le' (Te t G Gt e UT '" 1 e A' et,. T Ge G T ~~~ ~~ 

GGM lCTGTCloClrt~ """C:Vt.llT•Cl.l.t.(111111"' TCf.1 \.AGCGCTCt,r. T t1Ai.G1"G11TTCGTTT 

f"G" f(,.(MTT ftf.,TGlu1kTT 1 tt~T;, TC,AHklT "'GT1 A. TCGCGCTC~CllGT TC" t UT 

M1ndl 11 
Gi<f.llCiliiTTCT\'.TGCl.J..llTllCl.Tt.~AC(Ct<.11GtTTCGTTGCTt.Clt.TCt..l\TTCGCTllktl 

"' l.CflCCTGC!.:•VMGClllt.C:! TC,lti,j.,l.j..' AG""" TCGT"' TGA TCG te u.et GTGTT AC1 ~~; 
"''Lr,hnAr9hnl.1 i¡llt t l h\'•l 1<t11Cn !J•IThrAl1 

.................. 
fCCCTUk ICTt.T T fl llGGtiGCT hCC 1GCllCTG,,,3 
Strlfullitl hrhr fr~S.rl• .. froj,J.at1u,, ,COOH 

Figur~ 12.- Secuencia nucleolfdica de la región re:guladora del gene 
pac. Se rnue\\ran 381 ba')e\ que preceden el codón inicial del 9ene 
f')truclural. La\ prin.era\ 75 ba~e~ que codifican para la enzima f'A 
inician a partir de +1, debcJo de la secuencia \C rr,•JC\\ra el péplldo 
resultante de su traducción. Et sillo de hibridizaci6n del rri~ero se 
indica con el s\rr.tlolo •, Se indica la posición de lo\ \lllos únicos 
de Hlndllt, Hpalt y 1.sull. 
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Pr'OPu'!sln por Stormo et al <33>, 'io! lc.:1\l.?ó un po;ib\'! 'iitio d~ 

unlon l dbo;,om1 1 el cu1l coincide con el PMP•J'!;lo P•Jr Sn.ln::¡, '!l al 

Plr'.! -!l 9>?M de !1\\da;a Cl2L L.i;. re9\H uB•h'i Plr"l la loi:1lln..::lón 

de e'ile sitio lOn \l; si91.:\~nl.n: 'i'!<:ue:-.d.i cc~.o\¿tio?nllr"\3 3\ e<tre:':"•) 

del AR!l rtb'll•.lm.11 \6S, no G J?n -3), < n-:eno; do? 2 G entr-2' -7 y 

-U, un.1 A o T l!n ._5, y un.i A o Ten ?\0l. 

So! bus.;1,..oi siti1)::¡, de uni.~n Pll'l la pf1)l-?{n1 C?.P en to•:.la 11 

'iJ?,:u~n-:11. Se o?:i•:•:>nlraron d,:i; P•Hiblel litio;, uno 69 pire; de b!Hi 

anl·H del inlcl.:i de 11 tr,in;crlpclón y otr·J l\1), A c·~nlln1Jl<:lón -h! 

COH$E!Lj0: N 11 11 11 A 11 A T T 

SITIO -69: H G 11 N A A 11 

SITIO -110: T G .\ N N T N N 11 11 C G 11 

\..1 comp1r1ci·~n •:«:in el i:•:inHni•:i nqniile ob;-!rv.!,... ~·H el •JrJ•fo de 

hor.10\~~11 ·H li1~1·a~ente -.11or pari el ;lll•:i -1\•), q•J1 p1r1 t?\ ;illci 

-os. 

-es. -tsi-19 y t--l/t-5. ttl ro?l\inr 11 

tr.11b:·:i•:in de la 'i'!:•J~n·:l1 Gbl~:lld1 1 "'' >e eni:·:intr•:i nlnTJn1 fH~ 

abl~dl d¿ \~.:t•ffl d¿ lam1.•,,, .::¡,l·~nlflc . .!tlv.:i. 
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t>"Períl'flenlo de o:lension de ~rtmero. Se \iritetizó un oli9onucleólidc 

de 21 ba~es. ti~uiendo el rrittodci de rosfcildéster sobre fa\e $6} idc. 

La HC:uencio dt t~te se EHcs:io tciir.a11do en cventa cwe éeberle di! 

hibddi~a.,. en 1.Jna rE9ión di:l i;r,n fr,;;nsajero civ.; lit encc-r..trei·a i;;:-.tre 

J(1U) ~·:·~ tHe$ e p¿rtir del ri·obcbh íriict., óe la. lt'anscdr.c1ón. l!n.a 

trC'l~:rtd.::sa r;;\H~a. par.? ~ír.teti:!.at• AH: cc·.-,olt:menta1·ii:· c.1 M.N 

r~~~a .. erc. El ~itio de htbdi:<í:ación del oli9inuclec,tióo en !a 

HC.utnci.t del 9tM t~t,.uctural '.ie f'!"·'Jt:slra en la fig, !.'.?. 

111(15 • <pf/..~). E~t.:.s <.ePas foerori cn:<.1d.H en i;n ,..edic ciui:; r:c-nt1en1? 

el ¡r,d..:ctcT" c.-:!dc., ferdlac~ticc-, t?n une corc.:ero.trcr:ior, del 1~. 1 el c:ual 

tambiEn cctua ci;r:-.::• fue-nte de r.:art~rio. E~te r11:c'lo €13 el c•N ccusa la 

La FureH deJ ¡i_u: E'Ji:\t·¿.ido de Ja~ doi: cc;i:ac;, fue co-:-.¡:,..cb.ad.a1 í.O:.f'dendo 

r:H;cdra!i E:n un o:o:l de .a~~r~H-toid1·0).~'et1l ~tn:~,i·íc, no H H•Cf.",nlré· 

A~f: ce>r.tel"1fr.ar.te ni dest"adación dEl M.n dboscr-,al !datos no 

nostra-j~s), lo c1.;al inclicct:: c1.Jc; el l.F;f~ edre.ido rodia ~·ff 1;tíliz.a·j'o 

fCr~ ?~ e>:teni:.ién d~ ~r!tt1€;t'ci. SF. rr.a~·c6 1.5 pr.,Cll del c.Jj9cr1uclec-tido 

con S·:i uCi de 9c.r-·a-tiTP. Se utili::aran 5C• 1,;91· de Hf.H tr.:•t.al df? c.:.d.a una 

de la~ de<; ce¡:.a~. ¡::era r,itdC1z.:do con El Pt'lt:"·r.rc !':'arcado. El ttr.I: di? 

Ja c.e~c hTCC 111ti5 fue h!bridiH1c· can 0.1 J:il"'C:l de Prir-,erc r-,.;rccdo. 

Far c. el hf.N dt la CE'P<! HCC 11 t05 • ídlt2), ~e 'JSÓ pr.-.ol. La 

difucncia ef'\ le c~nttCad de Pl'lf«Er"O uHd'o es d~bido .a cue SI? 

e~PUita una ra,or c:atdidad do.o hf.!l rrii;nsajo;r·v ESP€'Clfíce en la co:ra 

portador;:. del PH~r-tdC' pf-ft¿, Se usc.1·on los ist91Jlente-s c.c-ntrol*!li: a> 

pqr--.erc m.!.r"Cadc + traMeric:tas.a r.::v~ru -t ri1;c:!ect1dos. b) pr(me,.o 
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m!rt:ldo + ARN total de la co??a ATCC 11105 + deo.dn1J~\~6tldc;. 

En 11 fi9. 13 ;~ m1J-?<¡\r.J. la autorra•HO<Jfaf(.1 d~ Ui'IO do! los ']e\-?'i 

de 'i<?Cuenci1 Ccr"rido'i con 11; !"IU>!'iln.; d>:! b. ~:d1?1Hión de Pd1lero. 

Elt~ exP·?r'll':'.t?:"ltO ;~ repilló d1J; va.:e-;, i?n J.~tJ'i CH•H se eni:cntri~ una 

'iO\l bJnd-! de A:HI corrPl-?~-?ntad·J, d>! B? 6 90 nucl-?•.Hido:i; en lo<> 

cJ.rril<?; qu~ corre~pond-?n a lH mu-nlrH d-? t1s Cl!PlS ATC1: lll05 y 

ATí.C 11105 .. \p?i\2l. En to'i CJ.rril~i d~ lo; c.:intr.J\-?S no 'i-3: 

eno:citr"aron ban,üs. La re;o\ud·~n d~ lo'i 9'?\es d>:! 'i>?·:•Jencl1 u;ld•:ii 

para con'er' ll'i m•H'ilr"B, nr:i permltier"on d-?l~r"":iln1r can '!'<lditud el 

tami~ .. J. d-? la b1n•1a de ADH ccrr.p\i?!"!-?nlMi•J. 
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-

figura 13.- Au\orradlogralla de ta edens16n de primero para el gene 
pac. Se Indica parle de la <ecuencla nutleol!d\ca del fago H13 mp8 
usado como rr.arcador. Se corrieron los productos de la citlen\lón de 
primero del AP.N de las cepas ATCC!llOS y ATCC110S +· pPA2 en los 
carriles A y B respectJvor.iente. En los cerriles a y b \e corrferC'ln 
los dos controles rriencfonados en la \ecc16n de resull.;dos. 
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O!SCllS!ON y CONCLUStou:s 

A Pa.t"lil" del t!m!Mo •1-? h. b1nJ.1 obt-?nid? i!n -?l >?:.:;>edmento do? 

e'den'iión de pdm"!l"O, 'i>? d>?t-?rt:'\inó el \ni.cir:> •Jo? 11 t!"1n;,cdP·:ión p1r1 

el AP.N r..enHj<?f"r:> ·Jo?l 91n-? >?'llruct1;r1l do? 11 PA. E;te 'i>? lo•:.\li?J 30 6 

Jt Pll'"!i d-? bn.n inl·H d-!1 cc.J.~n inici1t do!l 9>?'1>? O:O'itr•;CltJr1!, en 

los d<jJ CHO".i el inicio 1~"! l1 t,.1sncdpci.~n ccindd-? con 1;1H 

ltmidinL El he·:ho '1-! <N'? ~xt;h li1bi131J~j11 -?n c•n··d., a 11 d.-!ftni>:i·1n 

d-?l ;ttio e:ii;a-:to d-!l inici•:> de \.! ti«1nlcripdó.1, no 'ii'Ftlfic.i i:iu~ 

ec;tq Pui?d1 ocurrir en cu1l;-;tera de lv. d•:i\ timldtn!s, ;tno que la 

metcd·~lo•al1 e ... Pt-?1·h no per: ... i\i afitm1r >!n cu1l di:J 101 dó; ;ltio'; 

in\.:i1 lJ tnni:;•:rio.:ión. El tn\.:i•; de 11 tr"-lOJcdpdón i?n 1;n1 

timidina e; p1:·:c cc'"'l•.in en~· octJrl'"e 'iolo <?n cv1t.-,:i ·:.is.:is ije 14.J 

HlYdi1d:0 ; {!~). 

H tr-?; 6 cu1{ro p1r~s de b.l'i-?i d-?t sitio d-?l lniclo don·1>! 

':il!O:IJ~n.:ti P'"-?'i-?l\tl CtJatro .je lo; Hi; r''lli•11Nl rjo?\ COíl!il]íl'>O, 

tncludndo k1 tr-?; r.ils ccn;,¿rv1d•n, .1~11~!los ~n 11'1 po;i.ci•)n>!l 1, 2 

y o. 

E~isle otr~ 'i'?r:•J-?ncii 17 Plr-?; 1~-? blHS -?n Q\Y-?i:ctón 5', la CtHt 

•H !1'.uf P-1r~.:i•j1 l 1;1'\l r·nlón -35 pari un Pr"Of!'lot•.:1r: TA.G.\Ti\. Est.i 
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re9i6n cci_ncide en cuatro bues con el conseMt\ )' cor.th:ne dos de los 

tres re!iid1J0'5 1t.ais con~e.rv.:.dos. Et cent tnuad6n su comparan eilO'S dos 

silio!i con la HC1Jencia consenso: 

tOllSENSO: TTGAC.A 17pt T A T 

lf.OHOTOR !'A: T A G A T A 17pb T A T 

1anto el 9rado de hom::iloi;t¿ d~ esto~ dos i:iitios con el cor,senso, 

as1 como la dislcncia E:nlre los 1dsnos 1 y la distancia al irdcio d.:­

la lrar.scdpct6n, o;.ugieren Cl'J€ C'Jn-:tilurt;n el prc~otor funcional de 

la fH, en li!.s ccndicione~ vs.;dH p,;.ra el crecil'"·i.;nto de la cepa 

prc·ductora para la Puriflc.::ciór. d-e hf.tL 

El peosible sitie· de uni~·n ra1·a Cr.F en le. ~(·'iición .. 110, prnenta 

ur.a rrc.)01· heo')' . .,lo;la ccn el ccnsc: ... so 1 q,Je el sitio en la ¡::c.sic1ón -t8. 

E\to F-O~ria indicar que el prir.Ho es el o:.ítio ru~.ciN"IC.\ para e! g+:ne 

de la H .. Sin er.~.:.rgo, se te.be qw¡; lo ~!c..tar.ci.:. ;:ro:.~.~dio al ~itio del 

inicio de la trancrii:-ción PHa sitio'i de CF.F que ~.:vOft:C>:n esta 

ultii:-.a, eo;. de é$ pa1·e:s de basec:., lo cual es di:-; ;:are~ Je ba::r;s l"'"•a>"OI" 

a.ue la distancie: de.1 ~llio -t-8, por lo tanto i:sle ~itio ro.--:da 

ii:ual:i.ente ser h.ir1cional. La infcr~aclón con 1.?. q•Je 'ie i:uenh Ht 

e~le rr.oMr.to no F-e:rr.il<: dEt<:ri:-inar cual dE: lois dM sitios seda el 

a.ue eslir.iJla h trantcdPCt6n, o si c.o,bcs rt!alizar, esa f1Jncii!•n. 

la'S reglones p,;,\indrór.icas er,conlradas en la.is Pc,siciones -€.5, 

-181-1'1 ) +4 •S, ~c-~ibltr.»e:nte estén invclucr~ja'S en la re91J}ación de 

la e:r.prc;ión del sene Pac. Jor 'i'J roisic16n n:l;;tiv<l al p1·or:.olor y a 
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lo• PO•lble; Úllo• de unión P•fl CP.P, podr(an ;er •lllo• d• 

reconccirrd~ntoJ Plrl un1 protefna regu\!rjor"a, PO'ilblemenlo? un1 qu>? 

detecto? lo'i niv-?le'i de cid·j·:i Íto?nl\.icJllco ~n ll b1d<?r"i1. En h. ri'J. 

1.i 'it! .l':'itJ•?llr-an los. 'itlt.:i; q•Jo? p1:i;ib\err.enl-? e;t-?n tn'1olucr1<fos l?r'I \.1 

Si padi:r.~s. de h. i•j>J1 d>! que li:is 11oitl•:iS cNe B h1n en·:o~lr'-1-J•) 

en e'ila region 'Sen ítJnci1:in11e> enl;..n.:es e; po1ible prQP•:iMr tJn m•:ide\iJ 

de regulacion en bn-? ·1 li'H dal.-1; q1J~ ;e han obleni·j,, hHll el 

momento en nui?~tro l1bcr\lod'j, 1obre el efecto de cHrlH 

subshndas en 11 inducdon o repre;íQn del -;ene p11·1 1-l Pi\. 

Se +?n:·Jnlnron dos slti•H d7 urd.;n PM-1 C?.P, ~ se 'i<lbe q1Je la 

e;.1pre;ion del 'J·~ne p1r: e1l1 re·3 1J\1d1 l ni·1el de trJni.:riP•:i,;n Por" A.~? 

ctclica. Po ... lo t.1nl·:i 'i'! p1J-?l!~ suP•Jn-?r" q1..i.1 >?l -?f-?1:l1:'. do? 11 

conc¿nlr.ici·:in •1-?l ri~F cl•:ll<:o 1Mbro? \1 >?•Pf·Hi•:in d-?l g-?n-? PlC ~s 

do!bi~fo a q•.1-? 11 crol-?in1 r.?.F' f•.1n•:lcn.1 c•J.;;o:;i .1cliv1d•)r' í.U·ln'h S•? 111·]1 

a ~ierlJ c•:in·:e:"ilfl•:i)n •1-? HI'!? í.ldi•:•:i. Ad-?":'l~'i 3-? ha obi-?r"Vl·1·' qu-? 

para 109r1r un1 alt.1 PfC-:h·:·:IOi'\ d-! •?r\.:\:'11, lPlrl.;i d1 n.:i 1;;1r- 9\1.1:•Jil 

o i\'31.,.n? ctr1 fu1nt-? do? :1fb•:ino::i qu·? dis.":1in 1..1:tJ lo-; ni1-?\1; d.;i A~? 

clclico, es M•:-!iMio ldlclon1r· .1\ m-?·1io d.;i cultivo-?\ tnrfocl,,,... .i·:l•fo 

f.?nlll 1:Hi 0:<J. L.1 ind•.1C•:l•),'l d-1 la -!.(Pr"'!'ii 1;n d1l ')-?n-? PQr" 11 .\c\rfo 

f13n\\.¡.:~lko, PO'íibl-?m1r,t-? i-?l •M.:!i1•1-l p·:r· un-l Pt'•:il1ln1 re,)'J\1·.k1·1, 

la cual ; 0?rt1 un ro?pr-:Vi,. q•J-? íuni:l•:in1r"ll •:•)"n•:i tal •:uJnd·:i 11 

conc<?nlrl•:ii:on d·? .leido f-?nl\1::~llc•:i f1;~1·1 b1j1, Es!'' i-? pri;P•Jn-? 1 

loman•:lo o?n c1J1r,t.1 la pr-?~l?n:tl d-? lri!; r·Mi•;n.;i; Pll\n.jr.)mir.n 11; 

C•Hl-?s scb,.--?l!-=1!'1 p1rct.1ln-:nt>? al P•J'iib\i? sitio d>? unl·~n p.1r1 ~P.? -68 

Y al prcr:-.:itcr'. P·Jr lo t-1nl•:i, st un1 prol-?tn.1 ro?·]'J.\1.:1 1Jr'l 'i~ tJn-? 

cullqul11r.1 d>! la:. lr-?'i S>?cu~n 1:ili P1llncJ,.-órnlc1'i, no 'io.? P•?f,1\itir''l ~t 
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GATTCGTiTTAGATCACATTAATGAAATTTTTGTATCAAAAATTAGTTATCGCGCTCACAGTTCATAATGAAA 
CTAAGCAAAATCTAGTGTAATTACTTTAAAAACATAGTTTTTAATCAATAGCGCGAGTGTCAAGTATTACTTT 

SI\ lo de unión a CRP Si\lo de unión a CRP 

-10 .. 
. .......... . .. ........ S.D. 

CAATTCTCTGCAAATAGATAAACCGAAGCTTCGTTGCTAGTATCAATTCGCTAATTATACACCTGCCAG~GGA 
GTTAAGAGACGTTTATCTATTTGGCTTCGAAGCAACGATCATAGTTAAGCGATTAATATGTGGACGGTCTCCT 

TACAATG 
ATGTTAC 

Me\ 

Figura 14.- Foslbles reglones que Intervienen en la regulación del 
g~nt? e'ilructurcl para la Plt. La linea di1Jiconllnua sertala 1os do't 
posibles sl\los de unión para CRP. La linea punteada indica la reglón 
pallndrómlca. El -35 y el -10 senalan los dos he<anucleO\ldos que 
forrr.an el promotor funclonal de la f'A. Los dos posibles dlios de 
inicio de \a lranscdpción son indicados por el sfr:-.boto •. La linea 
c,l)n\inua ser.ala el codón inicial del gcnC! esl1·uctural 1 debaJo del 
mismo se indica la r;.elionina inicial. 
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cont1cto de CP.F o de la ARN ~olim>!r.i;1 co11 -su reso.;icttvo -sitio de 

un ion. Eo¡to ac.i1ionlr'~ c;u~ el ni vil de l?. tr.1n;criP·:ltn H.1 b iJ.,, 

En Pr'·H~ncil d-!l lndu·:lor', <:!l rePr"-?iCr' no B 1Jnir! 11 o~t?rJd•),·, ;l ll 

fu':!nl>! de carbcn•:i qu-? utill:l la b1cl>!ri1 <!ne;-? mo~-?nto -!i 9! 1J•:o;1, 

al 9en~ H l'!',(PriS-1.r.i d-tbtlii-?nt-?, Y·l qu.; CRP no 1r:ttv.1r-.1 la 

lr"ansc.rlpclón. f'-?r•J si ~n c1rrb10, 11 b.1:t1r"(J utit1n. un1 fu-?nl1 ,jo? 

c.ir'b·)no ql1-? no di;::iin•J.'.! lo; ni•·~l·n •!1 .;~? cíi:lico, 11 cr",Jl-?1111 CRP 

'S~ unirá al HDN, y 'So! il''>-:re.";·:"t1r"l '!! niv-?l 1:11 tr1ns·:r-jpci1jn ·H p1:. 

Est-? m: .. j-ilo d-? r¿.3 1.:l1·:i•Sn 'So; ,<:-i...;itr-1 -?r. ll fiJ. 15, tO<Tl!.n·fo '!n O:•J-?nt1 

'Sol.,.! uri•) d-? l1n P•:i:iibl.;; r:p-?r1·1•:,,..·~~. E;l-? m.:•1-?l·? d>ib-?r.! Hr 

corr:u•:b1·:1·) c-:-n -?>'P'!r·i·M:"lt•:-; ~·Hl-?rl,-,r1;, Y! Q•H ,,,., H h1 d-?m·:i;tr1•1•:i 

\con -?~.:-?i:•:t•::in d-?! orol'7"·Jt•Jr1 Ci'H los ;itto; r11 r-?•J•;llo:i·~n PfCP•.d'ltoi, 
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N!wtt dt Nit'I d• 

Sitio de unión 
poro CRP 

,-----, 

Sitio de un!OO 
poto CRP 
,-------, -35 -10 

-----------~-._._.. P.A 

'-----1 
Operador 

.tcldo .l.MP:r:Hto 

í•r,noc{tico 

C!TC) 
_,, 

-10 
A 

~ ~ 
C7iC) _,, 

-10 
B 

-:u -10 
e 

+-------------·----------

o 
~----------------------

Figura 15.- Hcdelo do r<gulaclón para el gene pac. Se !ndtcan l" 
posible'!! interacclories enlre la'i proteínas re9uladoras. '1 1a región 5' 
del gene pac, baio d!•ltntos niv<les de ~ctdo fenilac~l!co r AKP 
e·cttco. El nivel de producción de ª"'ida-sa es ndnlrno en A y en e, 
aumenl.i en C, llegando a c;u n-hirzo en D. Ede modelo 'ie bau. en dato'\ 
cblenJdos en nuetJ\ro laboratorio. 
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PERSPECTIVAS 

rt!gtJ l 1d!)r' 1 do! l gen-? P 1c, 

lransr:rii:icliln, ;on lq b!H •1-? ftJliJrH lnv-nti<Jl•:i1)n¿; qui? P'!r"mltirl11 

co~pritnij~r mo?jor como 'i'! r'!·Jul1 ·nto? •J".?r.-?. A •:cn~in1Hdón ;>? Pr"•)P•:in.¡11 

al-;uni;,; de loo; lrab1jr):¡ qu'! i'.? P•)d,.1in re1li:1,., l•::"ill~j.;. co~ .• ,, punir) 

do! P!did! 1.1 lrifor~1·:l1~n ~bt-?nl•h >?n ·Hll t·ni;, t '1'H i:Jnldb•Jtrl.lrl 

al cono•:l:rttento •1'! 11 r'>!J'Jll·:t•)n •:1'! •Jn g>?ne prc·:ir-i•)nt-?. 

1.1 r"-?•J•Jllci•)n •fo P~c. 1:ort;ic,l~ lf;'l ·:cntr-.:il!r h '.?lt~r"'!'ii•~n ,j'! tJn •3-?ri'!, 

u~111do l! 1-i roi"n r'!'jl.d! 0l:ir1 •:1'! Pli:. Por lo '3'!11-?r"ll p1ri •Hl>! tip1) 

d~ ~nH;f•J'i 'i>! 1Jtilll! un 'J-?11-? mut-1nl.e d~ 11 b-?tl 1111·:'.•Jltrhu, .tl 

cull '5'? 1-? hl d.::~t1do S!J r'!·Jl·)ri •1'! r"'!J•Jll•:i•:in, 13 ventlJl d'! tJHr" 

este <J~1H es q1J'! e,(ijt-?n -?l'l;!r·n qu-? P-?r:~lt~n ld'!nttrt·:ir· •:.-:n 

facllidt•1 su Pr"ó•fo-:to. Un1 '1-!? qui!;¿ fu1i~n-? I! ,.-?·310n '"'!'Jul1ri•)r'.1 d-! 

p,a.: 11 'l<?íl-? 1j-? ll b-?tl 31l!:t•:i'il•hn Dr"H-!nt-? t?n un Pl.i'imld•:i, 'i-! 

scm-?tHa ! h b1dui1 Pcda•l)r'.] d-i:l ml;:r,.) l r:on.1l•:\r:int?l qtJ-? 1-? Bb>! 

afi?cla:i l1 .:!•.U-?il·!in d·? P1,:. So? '!iP-?r'l q 1J-? ll i?'?r'-?Sl1)n di? b-!t-1 

9Jl:idv;l-Ji;1 COl'"r''!iiP·Jn•jl 1 IJ e..:or-?'ii·~n !)bi~r'Vl•11 Plr'J P1•: b1j1:i IH 

mi-ilil!'> c1:in1i,:t=:ir-¿i r.-• .:!tlb·.Hi•:l'i. A.l'lu;i1 dlfenn•:tl 'i'?r'fl i1-?btd1 

oosibl-!!i-?nt-? a q•J-? l! r'!'')tJlad·)n t?n i'iC CHO no <?s .1 nlv-?l d-! ll 
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\ran\cdpci6n, ilno que ocurre dvranle le \roducci6o del AP.H 

1rienuJero o en ¿}gún puo del procBamien\o del i:recur~ot". 

liunque en este l'tlor:;enlo H conoce el prcr.i:ilor funcional pa1·a ~ac 

en condiciones que favorecen la r=ro1uccion de l.! en:ir.a PA. Sera 

necesario inves\i9u si el rrd\mc F•·c1.,,olof e!. funcional baje- dutinla; 

condiciones metaboliccs. Esto se i:odrta hacer. n:ali:ando 

fltPtdr..entot:. c!e edtn'iic:-, d~ ~rtr-.c;:,..o, uH"ldC' HF:N edra1de> de 

ba:\eriu crecid~s en dHtintcs cor,dicicnes, hs cuales afecten la 

~)HE'olOn de pac. Les cc-ndicioMs se deterr·.ir.artan tc•-:U·dc en c~entJ 

cuales t:.on las condictor.es rt.;dtc. .?1"1~\entales q 1J€ .:f€~tan la 

producción de la ft,, esta~ se r¡;r.:icinan en la c;.;:oi!·n de 

anleced.,;r,tes. 

la det¡:,r·r.ln.:..:it.n de la funcicnalidad de lcis c;1\iC·S j¿ •..:r.:t-n paf.a 

la p1·cteina CU, puede realizarse 'i\guii::ndc· dos. es\t'ate91as, e.u-: 

c.unque no son 1u ur,icés, pct;,ibler..trde sean le!: ai,.e a¡:orten la r..a,or 

infc.,.r..éc16n. l!r.c de ell.:~ c.ei-1.a re;:liar· E•Ftrir.,erdos de ;:·rc\eccion 

1n vitre. 11~''• usen~:. le. ~rciteir . .: CH, hlH ciclico;. el f1 a:' ·:rl\o de 

hl'H .a estudiar. Car..~iando lar, ..:i:ncer.trcc.ior.H lar.to di; Cf.F c:'l".:i de 

M!F ciclicci, es. ~cr,ib)e ;')ro:.c.er n la ur.ié·r. del act1v.:for ':.E P!'t.Senla 

conocer en Que sitie Cd h!!; es d~r.dc SE untrU CU, f:'ri\o se 1o;,ra 

usandc ~ienti?s a..ie r:·1ifícc.r. t:l t-.DN. Lc-s dticc, Hot~sddcs POl' la 

Proteir,¿ n~ Hrár, r.c::!i1iccfos, s:er,dci p::1 sible su lt·:ali.:aci6n .a ni\:el 

de nJcleC.tid.:i, u~ar.det r.t.tc.,dc-; ~ir.ihres c. los rnodadoc, por t:a,.crr. '1 

Gilbert pare secufr1cia1· ;..r.1:. 

útra estrategia cvnsio:.tE en dete:rrr,lna1· lo\ PC":ible\ sillo'lo de 

inte1·ccciOn CU-;.DN in v1vo, usar.do la técnica di! HCuenc !¿ ~er .. !>!",lCa 
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Pralo!ln~. El AOH cro.':l·:OSOmll es e11tr:.ido y 5-i:u~n<:larj., il·Nl-!·"•fo P.l 

ESTA USIS 
SALIR DE LA 
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kESllttEU 

l.;¡ enzima i::cn1dlino arridHa f'H > d~ E. c:oli c~t~liia la 
hidr'11ish dl la F:t:rnc.ilina G para dar CC'ITIO -producroSet Actdo 6 
.¡;r:-,lno i:enii::il~nic:c;i <e-Ah\ } y d AcidCI f~nil.acético. El t-.-M'A e~ el 
riuc\f"~o -l 1=-artir i::'t:l c•.::s.l se \lr.t~tL::an l.H ¡:erdcilinH HmUif'lttlicas 
t~"S. f.'::J,11e~ \)tnr. º'H litllida,:( fp·.~.Ntdifto ,.,~~"r ~·:f' L~ ri:-tiiciltn.a \.. 
Se tabi: ci .. .11:; Ja o~re--:,lé" del<;-!"{ tt..ie cc-difica i::ara lar;.. í~.a,c) e~tj 
1'e9ul.:1:.t ,;_nivel dE tt ~rio:cdpcti;,n. ror el tlf~o de fuente dE. ca,·b:.no, 
t!~t2. r..;:i-·-d2:\-:,r1 E~~a -2'1i~~~ rf'r t-~f--:1-::Hco. h:1~r.H ?~ t>Pr.:sié"" dd 
~ene se jr,-::1-1?rt»::r.ta <:.i al rc:d10 di; cul\ívo se adicicna .!::ido 
fE::r.ilr.·.;:.zticc. (1 t1·c,~ fa:tC"re~ ~we ~ojifn:.!\"\ ~l nlvd de or.rt:sión (ÍS' 

f'.'.\c <;1Jr. l::. tu.¡:t::r.:.ti..r<? ) el ntv~l dE t\.t•ai::.nc. 

Cor, el Pfr:.;.nitc ~e c;r,....,ccr ci:-n ra~("·r detdlt lc-s t-'H~r'd~~::-.s q1Je 
tr1 t~r-v1~ni:n en h n:~~lQ:lon d~ este 9i:n~. H dtc:id~O ~<;cut<nc.t.a1· l.:!: 
t"e9icn fc~ul<id.;ir-~ dd ~:'!.~:-,e, <1'i1 t..:-:-:,ci Ce~(irrrir.ar d 'iiiUo d~l tnicio 
de l.:! tn.r:.~cn;::cic'i r el PíO':"::-.tcw f•..Jt1cicrial, far<; €'ii\I? ftn. ":iC 
uti1P6 ¡:lH1":-.\Ó::' í~C:~. t:l ci..:a.l tj.;:r,e un lílí<::d•? ~( f,U~ o·o-,~~o~,;d G..JC 
if1.:h•rf. d ~tf!~ pac) se h~ l!•:r..,.;-~tr.:.Jo c.·.;•.2 r.::n:c.r,de a le~ Ht~ale~ d~ 
n:"Sul~~ior. en 1~ fc-rr-:. ..::~nr.~.':fc. Fn b~H" ~l !'":1H?. d•4 n;~b icdó."l jd 
Plhr.-ido f~(i~', '~e 2i'i.lolron ··<iriOS f12;:~·'.'l"llC1':. d~ f,f!-: t'\Ut tl¡;,.,:•·an 
t.1rtc~ de L: n:~ion ~·.;e p·cc;rh: al ~U1(! E~ln.1clut al t:i<lC, para 
~odH'iC"r->:nte li~~rlot +;'.r\ le.ti f.::~~s r.i:: :--::5 > ~13 r-.plS. ~e e-da 
fcn:.,~ H C'~lu•dtt>Cfl tn:~ ele-ria~ q·;e lh:·vct.Jn la rt:~i·~n i:::;1JC u1te:~de a 
P-1t. Se pn;•cedJC> .1 d¡¡:lur-,inor su Hcui;n-:ia ritJChottdica por fl 
rr.~todo de ~~cn9cr-, ~e lo::.r~rón f€\"t· 7<~1 t:?<.n. ~ r.':.dif '"t~l cc-dón 
initial. hacia el ~~trtr.i.:i s··, 

Cc:i d r:rr.r~·sdo de edcth~cer El ~itlo del )rnclo de la 
lr.\nscri~c1on, ~e n:~li:i:.l'cn c:...ffrit.,\'.r-.tc•!. de c)'.ttn<::ion de prft,ero. De 
e~ta fonr.a se }t;'!::¿! i~ó el jrdcio de ¡, tu::-i<.cdpciór\ ¡~~!""a P.!C, a~l 

'"rr.c. e:l Frt:.1'.>".)\0f f>..ll'ldcr·al dt;. t:•.tt s!ne:. E1 i!riJ.lis,11.> de la s~cu~nct.a 
rc?-.:11!;i. C~! pcdb)t'o¡¡ iiUCI<:. dE V!l10n e!~ LF;P 1 uno de: dlo; pres~nta 
br.~tanl<: !-.-;:i":",o.lo";?ta '""el cx.nsens.o. f1c!e~as rdstEn treo¡¡ ~~c>.Jcr.i:i.a~ 
p,;,lindrc-rücai, Jg tt!t:lt" .. ~ ror 'SiU ~c:"i)ción po1jrlar1 '!.et' un 'iltio de 
r1~CO"l~cid~rito para ur,a protctna fC~·.Jhd",:.Ya. 
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