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4. REGULACION DE LA ASl?\'fILACION 
DE COMPUESTOS NITROGENADOS 
EK cESCHERlCHIA COLJ. 

F. Dasicrrcdwo. L. Scrvin-Con;z,dhu: 
y A A Covorrubias 

lnlroduec:Jón. La 11lu1nrnin°sintnl,.11<1. ttri:urna clnv., 
dt1J metaboliamo nllro1>onndo 
Regulación c!o In blos!nlc•ll• dn In 
glutnmin·•lnh~ta~n y O!rns 11lslt'm11s Nlr 
0Z"R!lnlznel0n mol .. cuh•r dr In ff'Rl(in ¡.¡\nA ,¡,. 
E. CoU 
Bibllcsrafin 

INTRODUCCION. LA GLUTAMIN-SINTETASA. 
ENZIMA CLA VF. DEL MET ABOLIS~10 
NITROGENADO 

!\.frn;:-9'(1 111 111 l•r11• !ray<>elat1'• ,._.,,•, .. ¡," ,,..-orrlc!,., lc•11 
••"'• ~·!,.lrnl"s h .. n lnror¡-x>r11<!C> t n "' p11!nmo., '> j;r- • 

co la l~form•ct.:>n n.-.: .... erl!l 'l'". 11·~ p.-rrntl,. utJllriH ,¡,. 
m"n .. r• ,.ficar~· ~·f'n .. :.I. lo• r.-.<ut11ns nllr<-i;:rn"d"" •;"" 
• ., rncu~nlrfln rn f'I m,.,!,,-. Lo• l"!\!f"tf".•r¡.:nnJ<;mc• r"•>ir -
cii.n0Uco11 pos<:"en la fRcu!:.,d <!r uti!1rnr ,,J nmon1!"' -- rnm
put_•5lo1 oq¡tu.l~o" c:omo furn!• ~ dt• n:trt,¡;• "'' '-''11'1 .. ' 

En I•• .,nlC>rc.b;:u:1 .. r11u •. 1 .. aa1mll•c:!(,r. <l.-! nmcr.:r-, ncl!• 
rre m•dlanl• dos ... , •• cono<.:<liu unA 'l"" ao ¿,.¡,... 11 111 
partlcipec:li>n dtt 1., dcd •. C.:·cr~nna.~ 11lu:c.m.u1. QU<' uu": .. 
u I• fonnac!ón c!n ¡¡h.~om11:0 r. 1~"""" d•• 111 11mtnl\c1on 
rPducih"I d .. : Z-Gxo;:u1 .. .-..1c po· r: an-.onio. ,. In otr;i QUP 
ocu......, Sl'OICI••" lo lar.n•c::<'>r. dn ¡¡lul11mlr;n n t"'lrhr dr 
omonio y 1i1luh1m•lo, .. n un" rrftCC:H,n. c!o•p<•nd1rnll' ,¡,. 
ATP. cataUuidll por • L .. nzlm" ¡¡lu111mln·•lnh•t1111u L.u 
.-..acdon•s d .... sros f'n:tlmas. •Un11d<1a n le tu:t1 .. ·1d .. d c.,¡,, 
¡lu1ama\c-1.ln1111as•. enc:.ar¡¡&da dn In 1.!nu-s.1. d .. 11lulam11· 
lo por I• lrnr.HimlnaciOn reduc:Uva. df'I Z-oxo11lu!"!'fllo. 
dond .. I• alulamlna func:lonn como don11dor d .. su llMlt><> 
•mh!o • ., Pf\COPnll'"ln •rtlculadRm dl"ntro d .. un slat .. ma 
coordinado dr! nmlm1lac1on df'I tu-.onlo y ptt:iduccL6n do 
alulam•lo l' alutomln11. 

D•do que 111 form•ctón ¿., 11lu111mln11 ocurr., .,,.cJu'lh,11· 
mc-nlo por un11 vi• en%1m&1Jr.a ... 1 f'n1tlm11 l'<"'Sp<Jn..,.bl" dr! 

...-.to run.dón. la alu1am!n .. 1n1..tasa ......... ,., .. lmptir1a~c•• 
cructal •n la rl11oloala t..c::crlana . .,,,_ vlMut! do paruc-:.,.,..
.. n c.--1 prhr.er poao do un11 ... ¡,. mPl•'..."~ka. pro!L1.am.,n
,., ramlflcac!e, qu• c:ondi.:.,., l'O últ1m- Lnslanc-1• • l'I s\nl•· 
sis de c•sl tod,.• las m•c-r<:n<::lirui.-.,; !:.-:¡"><"-' ,-,1-:: pe..., J.,. 
ce1.,1.,.. 

lnveslla•dO"ru•• Pn F.ac:h .. rlrl•·c r-ofi [r:j han pertnlUdo 
C9rae'!r.-i:tar l.:: aluta:nln·alr:l .. ta:::- .... ,.,,., u- ,.,._z.:,..,. ollao
m6rlc:c-. cor.alllulc.!o por IZ suh,,nh!n¿~, ¡¿,-,-,ne.as con ac.· 
llY\d,.c! .-..•allllrft ln<l~,.,¿¡.,,..•,..) , ••. ,. , .... ,.,,,_,,.n!r.:,-, dis• 
pu•tta:: .. ,.. do~ unJd.::•'r·. r.c .. 1~c,..,. r-:.. ur.:io 1,,.,.,.,. • t. 
olMI Cnr!n t.1.b.:n!,J,.d l!rn,. ¡,. f~<··":.·•I <'• • ·.,J!u..-1 .. •I· 

:_.¡;lullffnDI<> .._ A7í ~ ~~' ': · L-g:l!º:.Jf'." n •,\Di'• rl 
.\, ,, '.> ~ ¡ __ ,,' r..o.-• 

1.1 holorr:r!m• l:.•'"1<• "" p sn m<.!c·r,,:,., ,;,, 000 ~ d,.!. 
k>na )i ,.s d.-pr>.<!i.-'1t•· d•• ! , pr•-~•·:, .. , ñ.- <0<lt1·•n .. 11 dh·a· 
1 .. n1 ... como 1'.fgh 0 M"" 

!:n lo qun "'"P'Ct:lo1 ¡;¡ In ""gt.la< ..... <!<- ;,. nc:l1~·id.~rl ca!1>· 
ll!íce d .. la 1lutam1n aln!.,la1-11 ..... '"'" <!.-sc:rllo 1,..,.. tnf!'Ca· 
nhmns dU<:"rrnh•• ¿., ccm1rol (11) "• 1nh.tuc:wn p.1r r"'ln>
,.i.m.,nh1clón ej.,1c1dn por ,,J¡¡ur;o~ produrtos !crmln•.! .. s 
d .. ! m .. 1al:.oll1mo do J,. ll'!utarnm,.. I•/ inn'"'"''ª dt." !n dis· 
..,>nlLllu!a<l amt,!<1nl11l r. .. 1 t.pn d.- calmne• d1.,ah.n1 .. s. l' 
e} \.In "ª,"'"" .~ .. <.,..,.,,,¡., bit" !u" (~ll. lnt .. 11rndo por al• 
11unn• .. numo• conlmla<!u~ I"·' m.-1 .. bc!•To• )' prq: .. u•t'l•s 
pro1 .. Jn11s rP1tUl11dora• .. <l"" p.>r mr<J,a ¿., lnl .. r•c:c::Jon,.• 
"l<>albrl<..o• y con ""•Hn!o~ in<>du'"" ln .,Ca:-.:1.:n:Jón )"da· 
Mndrn!lnc:l~n ¿,. la 11!ul'1-;!:-,·•ln1r!1 "'" )' dell'nnlnan su 
potAr:r:I.,: <tilnl11>on E,1., s.~:•·••'" rn-:'t~ d<' <!:>• tolos ftn• 
tun.l.IH:n• '"''"'"h"m'°'"''" ''s::"'-'<'"· 1 - "" c.c:ln. la• •uhur.! 
d,.d,.,. dt' !.1 ¡¡!u!nm•n-~"':..i ·~ • 'ont"'""•n .. nlr adPnl· 
11HI,,~ y <'.<'~11<1 .. n1!11d .. ~ P'"'" r-1 ,. ,, ,.,,, c!rn\:-1~11n..J',.ra.,.. 

U\Tt:::.nl ~ ad.,n1;1::;:inn c .. r.:,.,, .. ,. ""!" .,.,!.,.! ,¡,. ¡,. ¡;¡lul•· 
mln-•1ntrl,.s11 pr-odu.-.. In ¡...,~, '" "' ""' ',1,.1111.-_.. ,¡,. d1c:ha 
u'L'·""!a•l. ,!,. mo<l'-' '•-"ir. ..... ~ <.b.>'. <lr 1.1 p~ulrl· 
n" .,. !n .... nam .. nlr l""f""' ,,,.,.,: " t.. fr,.<.c1ón mndla dP 
'"'"'"ld,.r!.-s qu•• ,..,,.,., n<lrr.d'''~"' ;;.;) Ln ,.¡ nlro c1<.ln. 
:., l""<ll,.ln• "°lf"!'"~º~" I',. •·· · • ~.¡,,!., > tl•· .. ::ridllad,. 
••on!1nuftm<'n!.-. '!'"'" f><Jr ,.¡ "'·'""' ,.-cr:mn. );, .,r;d!I· 
""""~'"~""" fl.'"Tn~,.¡ A'Tlt>n•. r ·,." u-.:~ !a.-• '1 )" ndm\ll&• 
'"'" •'"'"'" !111~,·.,~ ir.'''" l""'I'·'· L r •tmn ,.., ur!<llhul• 
<!<• !., pru!dn'" rr¡;::ul,.<'ortt [!' 11 ,J "Y'"!" n ptomo-..·c-r la 
,,,!,·n!lr;<:On t.C" b ¡: 1u!:-.'Tl!,;-• .• n:r!<>'""'-. n-... .i1nn1.- 1, ,.rción 
do• !11 AT.i;.r.. '"" ,,!, .. ~ r,uc l .. <co:-.!, .,,.,,.:t<'n ""di!u.~<> dc
ln fll'Olr!n11 f' .. !1'.:::J •·~\1mc:l !" .,n,, ,,J.u! d .. sud .. :-.. lndcra 
d., ¡,. A1u.""' Ad,'"""· ~' :.~ '""'"e!• rnJ.u c¡w• ,.¡ .:! ,.,.,,. 
11lul,.rDlo) !~ ¡::!111.,-, ir"· rn o¡><'~·' ic>n uno a¡., nlrn. "ºn 
ln• m"'1abol1los ""'s unpor111n1rs qu,. r.-..id.oo-; r!..clos 
t .. c:;.oncc• 1i:br" l.~~ ri ::c.:';,,,.~ d,. nd .. ndac.,.1. )" d.,.. 
.,.d.,.r.ilnCJ.:r. d._. :n i;;>.:1""' '· '''-~•·t,un (;:.!, A'l. cu•nd.:. 
E~c:!':f':1c:J-.!a cJZJ c:~rcr- Pn L.t. ,,..,.,:,,., º'" .. ._c .. ~n c'r amo
nio. lo• nl,.elt'!O 1.-.lr<.n:-lula1t• <I•• ¡:J,.¡,.,.,,.,,. rr- !nrr .. m.,n· 
In.-. )' .. ,. ec:lh·• 1 .. 11df'nl:nr•an <!• I" 11lu1o>m1n·•ln101 .... 
"'rr.ult.llnr!am,.nle. 11ur.quc .. n f<.rrr.., !ndlrrt_t.'.J .• ,. lnhl~ 
In d•sac!r>nll11ci6n. '-"" ~·1t11.<! d., i,¡,,,¡u,.11rso la u:rldlt.cion 
dn la pr'Ol<.'!ne P 11 Cuand" d amonio ,.:,.¡ mf'dm ftst6. an 
concrnlración llmilant ... .-l lnn,.m .. n: .. d•• lo• n¡, . .,1.,s in· 
trnc.,!ul11...,• del :t-0><011h.:1atnto "clh•n la ,_:, ... adonit•clCn e 
lnhll1n In ,...acción .. d .. nileúnt" {fil t:n cunclu1.l<'in. - ha 
ob..,,r-..ado (lO) qu .. .,¡ r,;tadr.i m .. dm <J., .,d.,nllaclón de la 
11lulamin-s!nl"t""'" s<:" cotrrlncmn" i><a!la·n1n .. nle con t.s 
conccnlrnc:lonf'• lntrnr .. lulnrr·• y 111 ro•\,¡nón ~.fl><o¡¡lula· 

rnln'!l'iulnrnln11 



REC\.'LACION DE LI\. DIOSl!\;'TES:S 
DE LJ~ GLtJTAMIS·S::STLTASJ\ 
Y OTROS SISTEMAS r-.ao 

1.ft c!iq>en.lbtl.:.C"-<' dt' r..:t:-ó•·.,.--,- <''.<.·''"...o'° N• U.lo rr· 
rult1 l" Pt"!lvidat! <:.ftlah\.u. ¿, l.i 1· l.l<:-:1--••n\ .. 1"ª"· •In..• 
lamb!k1 la CC">CTnlraci~n !,...~· :··. l.-.c ,!,. I::> ;->n.>ldnn 1::c• 

t:n ccr.~!clc:-:ea l!::\!Wr:.!•·• <..:• '""':rc._.,,....c 1."' r .. · .. '.t•• <'r 

úmA::<...:.1> ·~,.. e~ d: -"" r .!.: ..: ',., .. ~ ""'~·.n·~ <,:. «': <...:..:<\ 
c!iaonea c!o vxc.,.so Ó<' 1:rr.<"" e o•n <:! r.-.<:"du> EL~-' .. rinr.a· 
1.:6:-: "' <>¡o::r.,.o o:n les ~nl!.ur. • •'..: ·: •• ·•·!..-r.aJ. ~ -···'.e•:~''' 
<.'-'ler:.~ 1 '·" <!,_•t=-:vo:;c<.!. •;•. 1• ,.¡,.,_ .. ,._.J · • q.<"t1<" 

<.'<.11.:t \.n!I. C"r~t""'º" r-" ,., : .. · L-. ni·•'<·~ '-'º"el: 
Vu!:iC t:"a.u·:t.:!.3r C.· i.i S -: .. 1 '.ll < •·'• 1'1,._, ~ l.•L nl\l"!t.">. 
C• Rr~.-. m.,ru • .a¡ .. rn ¿., ¡: "·"" , 1 J:••n r~I~'·" •uri•I n .. 1 .. ¡¡le 
t=m·,:nlt.: ........ {C). /.ti.'"~-'.: .. t:\Hkt:I" <;'-'" ,: t..onln>I 
rle la •:.,ln•I• <.11"1 <'nz.n .. : '''' rr<• .. ., ~·nn, .. ~ h·ral"º· ,, 
nlve: d" tranacripc.lón 

U blua•nle•i• Ju la Klo..t.i:n¡., .. ,,_,,.,,._. .. 1>•1.<t. t.l..j••1u 
a,..,.. n••ulae>on ... 1i1Lla a l"'rt1r <l••I ¡;•-<> •••lrmlural u., 
I•• aubunit!.ndros ulir¡¡omCr"~'~ l. .. IL .:•·"· l!J1111>11<• ¡;:'"'· 
.,..¡. luc...:1Uuodo cn <."! m1ni..:ln IU> d1·l ""'!_... J., 1111 .. m..-ulu 
de E. 1.u:.. 

J-:at• alr.1...s:<. •<."¡¡ul11dJ ~·· ., .... ,,,1,.. .. ,., '·-'º"' '""' "L!" 1-
dad """'mG!LCD J., ¡¡h.11.,mm·t.L:"l<•t<>•.> n!t .. • r. Ulf douun<"S 
<..e hm'!ac1un de niiro~.-nL '· . r::.-Ci<. ~ c<,"T.'. 1..1 ... uL~. 

~l<l.sd c:;;.¡n.a:u..a d,. ¡¡!u! .. ,. ... ·'·" '•'"""" b"I" rf> < <mdu "'" 
.,.,. d.,.,.,cm- ¿., n!ln'lr¡¡rnc- < - •; i:wd><> ¡;:i1¡ l'ot11 quot ,.1 
• L'1U"~ ¡:e; .. 1.- • ¿,. l.t •f'., · •" ¡ 'n,'\ ... •_..u,. ••· r•· 
r,ul•~ I• P"n•~l:'"''"-'" ,i,. ,,. •· !-"''"' r.-¡¡ul1u!ur<•t. L.r. 
1.--:~r~ll¡;,.c:cn rclto<>I o.ubu.• C•I · • •kctu• tr<1.ln du ll<•¡;•U o 
~-=rn;:n:.r.,!1·- c:c.:• <"'<IHtllud Le.\!• s d l"'l>'': qu•• d"t.rmr-· 
·'' <·,ul~ t·r n ,· ' ., !""'"'' ·1·.;u'••! .-,.. ' _,., l''°'"!cL• 
tc;1t .,.,., ,., u --~-e-!'·' :., .-~¡·n·~'"" u., wh'-" 1 ·n ¡,,.,hu 1m· 
P<>Uanh' .. ,. <IU<' ··l trnn•;•<'fl !H' ~-\) : •• , ... 1.~ .. <lúU d .. 
f..:.,nh·~ ttlL.-rn•n <!., nllró¡u•nc 1~1 ... "'""' amlnrn1c1dut. 
lprohn.> . .,r¡,nntno. urnltln ... etc 1 <..!.-po•nd"n lntnl>a•n drl 
m!amo o.l•t""'ª ll<"n••Hcu t¡u" n•wul., 1., ''""P"'""~" d.,¡,¡/,..'\ 
!IJ. :'.,jl <-s <l<>clf. d1d10 f.L~[<'H'!> }:<'!<•l.,<'"""'" r•l>'><;<fu_o 
µu:-n n·KuJ.o.r 1;;i. l>•o•:nt .. •:• '-'·· ¡::L.' .,, "" '"'" ,.,.,. t.un
t-~ .. ., ronlrol" ¡,. •• ,,.,,1.,.,"" ' • "" ""'''" , • ''"I""·~·'', r> • 
"""'ó:"'""dof. lJ1<:hD '"l>Dc1Jnd '!•• ut·!or.lr hunl<·~ ollf'tfH•• 
¿., nilro11 .. no ... conO<"e '""' '''"'''!"' r..1r•. i:I tumpl.-10 
r.-¡,¡ulatior r>:1r lnmbl .. n <.<Jf:I •. _, J,, •·~1 r•""•" n d<•I ~•~l,.ma 
C."" uon•portn el !en l'.l 1¡ • -, L t "'' \- l; ~· el ~.~!cm~ 
qu., f.mt .. IJ&a el <.C~l'~'"" <l•• n.:ro¡;o """""' /" f¡ •· .. ¡..:~,.¡,~,..j. 
/u Pt't<"L0mor:.1c.,.} "'"JU'""~·_;: r.w;.wl! u:., 

W h1pC.I.,••• dr un" t<"¡¡ulm ""' llulOt-••n" pur ¡,,l1..1"""''" 
s.lnlcl1ua .-n f.U prnru" laot.inl ''' . '"" < .;rr;O ":. la ,.,.,,., •• 
1.un da otru• ¡;:~:-.<·~ U <..¡-e~<.< •·- ul.'·'- '·'"'""''-'<.!" .. t.<0m.u 
N!r, ha •1d<..< c .. ~c.ar!ad.i 1;; 1- ¡.ru¡_,.-.1<.>f•ll LUfl<.r<'IU 
c.un•••h11 .,n c.¡,un p"r" 1 ...... ,,.,.. .. ~·1.r. c.!" • •l<'• •••l.,ma• 
e>ll•l•a te<tu.,run.er.tu p_.~ r..~•··•·. < ,.,_,,.,.,..,mulc§ .i .. glu
lamln·•lnh•I""" 1.<.. odt"n.(<r<!.o '"'-"''' LLl'''":"r ¿., 1 .. tran•
o:rlo;<.u'.m ) La¡o t.=~..-:..-" d .. ¡;:io..: •. r.Hn·•·l-leU•~" 11<!••:11laJ., 
~m<- '"flr<:...:>r Prutt...,;1 d.,!.1.11•H •• "'" <.u<.tr .. <J. C1d.r. 
pro¡><.•l<.lón err.Lr¡:;<-rou 111 ""'"'''"" •·"1d.-nt .. la .... ,._,,,.._.._,,. 
..:a lil"""S reMUl•d<>n:• <:jl..<f L<.olllr<>!Gt. •HT11..1l!t.fU'""""''" 1 .. 
""Pr-c•lnn de jj'!n.t\ )'¿,.otro~ ai•t,.m .... ~~Ir 

Ao:lualmeul• ª" •n'.a que "x••'<-n el •n<-nu~ d .... ,_.,.n • .,. 
que ooon nro;:a...._...rlua puT1l la nci•~a<.Jón dn L4 1<!u1 .. mm-J11nl1t• 
u .. a ¡ ¡.."''- <.u< un., <.."P" ••·o Ntr• L•I<-• J.!"'"~ '"'" 
el llcl",..• .,;lnF• fn2>r·.u10 l>"'] y d J.!"n 11!r:G QU'" ... rnLu .. nlrG 
•n .,¡ nuu<...to oo l.¡;,.<!u a sir-•. )' quL•, LUl1>U ,., d .. •cr1b1r" 
m•• 11dc:lante. fonno por!" di" un o¡..,.rón "'" ••I 1¡u.,, •1wir\1t 
11lru". )" ¡:/nC. 1u1 ~nco..f'nlrn o!ru K<'n r.-11utndor. ¡:/nL. con 

oro! •cnt1dr <lr l!"t!.!1\Crirción ,;lnJI. - s-J:t!. - alnC fcpr~:-: 
¡-:n.'\LG) IUI~ 

W ..vld<"nct.a de qu" 111..,¡.-.,.. nt1e1:1..,,rl4' f:n.,. la OCl:Vll• 

clón pnx:rde de a.-po• con mutac1rnr• en et F"" ¡:/nF [1'): 
.,..,.,. CPf'f'I> aun lnaif""~-e• d~ pl"Odc<:lr 11h.t~l'm'.r.-a!nle· 

lasa. ya qu., In •"io'"'"''"" 11 rm•·u- do J.):i;') o;c rr.
cue;it:-o <::0mple111mrn1e rrpnml<!<: poi 1<> ,.,,..,10 ...,ta• c
pot 1<·r. '"'"llUlr<-!a~ e!<' ¡¡lutnrntna [Gln"J:,. !'-':-

Le !O."<"JC'.~--" tlL rt"'"'ª!tm" CJn• t1c c.rpe.s ¡;i;nF- .,.. 
be.•lnnt., dPvadu (d.,I otdPn dtt 1114 11 10"""'1 11' •I •r..aU....,r 
L.,,.,,..,..,,..,_.,...,,.•••"" •>1uounlc"d" 1¡u.- f,.,.,..,.,.,.., ut": &e¡¡»nd" 
<;iu!r.t.lt.r. .. u¡ir<·.<.:-L •·n ••: IO•"· f.I"(..; ¡:: \~f. 1-•:a ...,,.111..1n
'~" ""'":'•-"'' p..-r:-ull" .,? , .. " lo a:nt.-.1• ,: .. Kh:!...-t· 'n·alnl~
t .. •<. ¡,wru t.•I '"~·'"'·"' ru r<"cuper<J :>1~.,,.. rcrmalea 
'" tr¡,: .• !JuL:;. r.<.rcr.:.! """' qu., ol,urn I• <'~P..,..""'º th: 
¡., ·,.,.,, o·a mu; t .... _, )o"" Ht.¡.<Jt>du e <UJ'><.!1<..IU'lcs d<• "'"~"U 
(.. !.·:: l•u.:1un <L· •• ,l=<-,;•·=-t. c. .. 1ua ., ..... 1 .... <..UnL\UUIH•<J• b.11-
1<>~ <!•. ~l..1t1C: .. 1:.-•:n:.,1n .. - rl.:.1..f>•l• ¡., t.uxutrolta pc.or MIU• 
I"""""'· '"'" <.o..an<lo 111• m"lanln• Gin¡:- <;0nt1nu•n a1..nd.u 
~.ir- Cu"'-'""""lll<'. i..l r•·~LUu:r un )len wlnl- fu.nc.lon11l. 
<un1<·r~·.,11<1L !.. H,u •• ot.><;<1 .. ll•tLS<Jtll '"' 1tlnG, att a111u11 
m .. l>l""IH••f¡tJu o·J /_,uut1¡>0 J., LUlt.lllU\1>1ld..t! l.a¡• d .. ijlU• 
loml11·._u,1c1<.o" A<l•·.,,¡¡,., mu1oc10n."s por ln .. >n:u'>n Je 
._,,. U••f>"i><>'"ú" •·h t1lr,G "'""''"·•l11n .,¡ ruh•nu lrr>u!lpn, 
or><!11 .. ·nc!u•nlt"'""llh• t!<' !.1 l'••••CU<. .. 1 u ,.u .. un<..111 d,. un 
._,.,. ~it.I fu1u.••m"I ¡111. i. .,,.,, J,, rl·lul" nu ti.JO•dr a<:llv"r 
'·' ,,.¡;,.l .. r nc>rr::-:<>ln,..nl.- (., o.ul""'' <k ¡;:1~1.,a.1.; o..nlcl•· 
"''ni B< 1,,.,. 1,,,. ,.,.¡.,.,,.,._ ~..;1r '"''• 1 .. ut1l•uo<.•C..n Ju lu"'"'" 
• 'I• '!\»ft •'< ,,,,.,,ll'"IHl .. , L""º'-<> tJ.•I pn:Jd'...'-!O <.l" J¡/n/- tl 

.?<"l ¡1nJ<!1 -1» d•· i.;),,G. t·•.lu llll•mu ••KL't!•• b 1,. <.it-lula ca• 
,,..,,. ·~·· •. :: 1~,~ l""'!uLTu•. L.., ._..,,.¡ ••ll"ll,.J, qu•• ,.,.,boa 
"'"' .,,.,,..n.1,,, p ... .,,,,ri.nr¡:ln.'\ !>1r1 .. mb .. t;1<>.sl Z• .o<l!lu· 
•,, ,, ... , •· "" •.• ,.,. drl pr .. du.-!'J ,¡,. ;:lril "" ,.,.,~,. ... ,.. 
l"'-'"'""· r>! ~"I"""'" 1 ... ~ .. 1. " ¡i.utor <:•• ~!111."I !' ... ta r.•pr.-
' '"" "l'""'nlt• ••• ,.:'""'""~"' 1 """'!" 1111np<•< o .-:o.1ale .,1 
pruc!.iu" d" ¡:lnt; '"""'"'"'!· L., < <..<>! !•11 •uJo lnturµr.,!•do 
L<>mn •••Hh•r><.11• ,i., <;•,.. ••I producto d"' 11'/nG" llo•n., uti pa· 
p••l Llunl •"• ];, r.•¡:u1'1< ¡un . .-n <1Ut.t•nda .¡,.¡ l'toducto do 
"'In}, ••l ¡>1Ldt..<.h. •'•·¡,¡l11C lun<•unaL-uttn> '"' tc¡>r.,...or, '"" 
~ .. c! ... nd• 1~'"·'" • 1,,,. !•• .. ~l'""".;n <J., oc'-.:\. ~.n vmb•rau. 
•·• '. '"' • ' '"' ";,,...,.,, u:Hu.:nt•f>lr. ~11 <.¡U<• mctaci= ... • 
•. ,, k tcC """I"'' l"'t!llll••" .. .::u~·••t¡,laA. )u qu .. ¡>nN'<" in-

~!:::'.'·:~"'·~;.:~'. c/_\:~.~'.."';,1"é., •:z.:_~~"';:}~"1.::'.,';;~:;:;.~ .. ~ 
, ; ,.,.¿,. · .. •! ... ,.,, ¡.;lc.F (1~) 

Ce'"'1<" ~.- 1",•"»<"1c.O\<> c<:l<'~"""'"ML", """'"!"<.!ro )IL"f> r ... 

~ -1:.~::- < .; .... , -·· <. <..<' :_.. !... <¡i.u ~<; <.f1LO..< r.:r,. f.,rr.2•ndo 
y.a<:•• <fol "!"""" ¡ln.'d.{, (loi~ Ln• fllwlac•un"a d11 dicho 
""" _,_, ... , - ¡::.-:.!.oc:- fo:.:..t.p.:. C.a·n:.: .. ,__ ~.,.11un .,1 ara
,J., <lu 1~-l-r.d •• t1 '•"'· ~- ¡.o<.<.:_, __ >UlH.e ¡_. ., ... ._.,.,..,,cu d., 
~:ne ~' !J mi..luuou t•·. V<,.\,.,.. M.obr .. 11i .. G ... ., 1•ruducirá 
.,,,., 11!u1.11nu.-~1:.1«1"""' << ni.t.tula1; L.i.j" y un f.,nullpu 
:".;tr·, ••<. lur.I<.. "'"'"· "' \.1 1au1 .. u6n n~ '" ¡..oLD.r,"' pr-oduci· 
ru "" f.-nt..l•I><· cun~t.tu11\u P''"" ¡¡¡ulan11n-t.mt .. 1as.a. t:a 
d<•<....r, J;"!•-" '" ... ,.,,,..,.,., .... 1.1~ .. 1 .... .,¡.,.- .. do._, aun"'" pre· 
.,..,,._,.. t.I< '"'" ••><u·~u <J., n1tr.,¡;.,nu •·r. el na,<!.iu f,..o;!c h<... 
•Hlu lnh•rprt•I_,.¡.., t.Lu.u •·~ l<lcn<..n <.Ir <¡uc .,¡ ¡1ruc!uclo de 
!,/ni. ''" lm¡.x>tt .. r.tu p.ir<; l"-'<l<•r r .. prlmlr Loa e><pre•lón dl.' 
}lit>.'\ At.lunlmrnlr .-t.hlt! <..-unlru,,.an.io ac.,n:11 J., la ma
""'" por la u. ... J .,¡ ¡«u..lu<..4U <!., ¡,ltoL U>l.,rf1.,,.., con la .,,.. 
pr.,•1611 J .. .wlnA. Una P"'"'llll•JGJ ... QU.,. ul ague! que al 
i'<ut.luLlo J,. )l!llC.. lun<.l<>I"' <.onw uu r.-1><• ..._r l'ur li... lan• 
10, nu .. .,¡.,,n.,nt .... 1 produclo do 11ln(; rt•¡ runlr! ... corno •e 
m<n1uunu <1nh•nurn1.,nt.,, •""-' laml> .. •n a! pn>Juci.o de 
¡:/nL o omhoa lo hndl!n furm11ndo un <.-0mpl.,ju ,..,.presor. 
Otra po•ll>1Ud.:u.! .-s <I"" el prudut.lo d .. 2lnL no ae• un 



verd•dern ""'J>NMJr o poorte d<> un "'Pf....,r. •lnu que run· 
d-.,a c:orn<J un •nli•C1h•dor. ... 10 lo t..rl• JmplC:l.,.ndo I• 
lnten1cc:Um .-r:tn- 109 r~t:t1o• e: .. rJ,..F l' ¡:JnG qu .. fof· 
m•n •I •dhr•dor. y qu .. dcnl• •I p"<><!uct:- cJ,. .;.-G 1M:Jlo. .. 1 
cu•I functon•rlll °"'"" 1,;., ,........1?1<cr 

r•r• tr..lt!T dot dftf¡nlf' •I •!irunn ,J .. -111~ d ... pot1lblll• 
d.d ... ft9 ccirf'PC1a. ,....ulta con,·.-nl'""'" •nftUQr lo• '"'"°" 
tlpoi1 quot •r f'Uol>rlrn pl"O<'."«cfr por mul•clon.,• punlulllf'I 
de.,.lro d .. los •<mt-• JlnlL y g/nG H• •Ido po•lbl,. •l•lar 
mul•clcn .. 1 ...., rl ,. .. ,, ..i'· G /11 1r:C-J qu,. pm•·<><""" un r.-. 
r.cl!po Gin-. ye qu" ann lnc•per- dr a1n1 .. uznr ~lul•mln· 
•inlf'lc•• p: . .:7}. f'•lo •poi.l'1'n!Nn .. r.1 .. s .. d,.h 11 qu,. rl 
producio d .. ¡;i/nG 11un p,...~,.,.,,,. ,,,,,,..,. . ...,,. un"-•m,..,r,. 

Lo:no 1..;n upr .. ~.n. • p.:-..... r t!<> '''"' "'"'1s:11 L:'1 11"" ;¡:!"F fun· 
Co.-:r.I. '"" C:~ r. ,.¡ pru•h•<-lo d .. r'"r. d.- ... ta• ,.,.pon• rnu-
1,;n1 .. 1 r:o rutt" func:ion11r '"" In r~llv11r1nn <lr r,!r.I'\ cnmo 
oc..;r ... rn un• c.-¡ .... 1!J, .. 11r .. lfos!a 111 frcl>• nn e,. han 
oorr.onlcaCc r:ul•u:lon,.• rn r! 11' .. n ;¡:!ni. 'l"'" produ:i:c...,n 
.. u .. mismo fnno!lpo. lo .-u .. l p;>rr<., Ir.die.ar 'l''" ,.¡ .... ,.i,.. 
dero n.p..,.sor dnl s!~tnmn rrn ,.~ rl produCTo <!<' Jil/ML •1no 
el produ<.10 de Jl/nG Sin <'mhar:;oo. A!11un"• mu111clon"" 
...., gin!. no poi.,,..... aob,... ¡;i/nG .....,n <:R¡>ft<:- d .. n1prlrnlr .. 1 
fenoUpo Cln- provor.ado por un• mtJl,.<:1ón rn s:lnl-: a po-
.. r d" I• pr.tS<tnda •tri prn<luclo r.,. J;lnC [!)~ l:&I• nb-r
V•<:lón no - po<lri• ""'p!laor •l .,1 prn<lu<:ln ,¡., 11/nC. fu.,r• 
slmplPm..nlft tJn anllarhv11dnr qu,. lmp1dn la lnlt!"ntc:r.ion 
d• la. prndurlot1 dn .:lnF y 11/nG. "'"'ª h"•n p.,,.,.c .. lndu::,.r 
qu,. rl producir> dr s:lnl_ n.,n ''" 51 .. nd,, rl ~rrd .. drn> r ... 
p .... sor. ,.,. <:nf>fU r1 .. ln~"rnUu11r rnn ..,¡ pn>dtJrln dr ¡.:/nG 
pern qun r•I,. pu .. dn funr.1on11r como ro•pn·'°r }. no c"mo 
11ctlv11dor rrob11h!,,mrn1.. lft• mtJl11c-1nn .. ,. rn JillnG .. ,.. 
ptuill•n 11n!n'I fRlnG_.,t 'l"" P""·ncnn •·l frno!ípo r.in-. 
drtnrmln..., qu,. ._.¡ ptt><:h.1•·to .i .. Rlr.t. "1> ,..,.. Y" n .. c .. a .. rlo 
pera m11nt,.nrr ft1 producto do> s:lnG nn •u fornn '"P~'"''"º 
ra. ~ ahrrnath•11 <Ir <;u" r! produc lo ,j,. Jl/n(: .. .,¡,, nn 
puo<.!11 •<:llVftJ" ni r,.prtmlr. •lno 'l"" ""'l"•l,.tn 1n•,.r,.nu"t 
con ,..¡ pr-ntlurtn d .. ¡:lnF p11rn funr\<>ru•t """'' un n1-1Jv,.. 
dcr y cnn .-! prn<\Hr!,.. r'.•• i.:'~1. P-''" f11n<, 
p,.....,t. •un c:nn11nuA v1¡¡ .. r>1 .. 

Anlerlonn,.nlr "" m,.nctonó 'lU<' o;rpa." oin m"'"'-""",.. 
en lo• Jil._...,.,.. 11/nG y Jllr.F pro,·nran ,.[ f.,nnt•¡><> ~;,.-_ P''• 
lo que 11p.,....nl1tm••nt" In• p...,,luc.t<>• d .. d« ¡.,, ... ,..,,. .. •nn 
nf!'C...,•rlu• no an].,.,.,.,-,tn f)fttD z., rr11ulnr!nn <1" In •••;>rn
•lón d .. .<;'"'-"'· r!,..,.. !~mhl('n P"t" pnd .. r 11cl1~nr In•,.¡.,,,.. 
mea Nlt •nC:llfJiAdno d1t lb u!d1~unn d .. h1rn1r• bl! .. rnna 
de nlln)if""º· C.b" rn .. nclonar <l"" much<1a mutnc1nn,.. 
rn RlnA tnmh1"n rrr.<! ;r"" '-'" f,.no\q..-1 Sir-. J>O•f'O •• .,,.. 

ptJdrla "'•t>°1Cn,...1• ,.r.Lr•• !ti bn .. • dn I" pn!.C>ridnd qu•• di
chas mul..::mr.f'• r1rrc .. r. 5otitfl ,.¡ ¡¡<'n ;¡:Ir(; ¡·1 11) 

Aunqun 11c1u11.lmronlf0 r.c per.,<X'n •••i~nr t!ud"' an•rc11. 
da I• n~id.ad d"' lo• produclrn ,J., }l:nf" y s:lnG f"'rn •e· 
Uvaf' loa 1111 ... ma• Ntr. •·,.J~!.,n <ble• <:cr.trnd1ctct1c:; acrt• 
c:a d.,¡ pnpc.-1 quo ptJrd.1 d,.5.,mprr'llOt rl prndudr> do J;lnL.. 
Exl•l'-'n d .. 1"11 qu .. ±nr.icnn !11 .. -.,-.1,.ncln ,¡,. mulncl<>n<"• 
no poi• .... ~ ...-;b"' RlrtG qu .. pm~·<><'nn ,.z í•·'1otlpn Str l' 
aon ln<:apoic- d .. •uprlm>r mtJt •<.H>n,.• "n .<;lnf. ,.slf1• mu. 
l•don"'" ª" hcn .,nconlrado ni;!omrrnd.,s •·n unn l'"r¡::10n 
..Spr'Clf1Cta d,.I 8"T: (ll) Euo par"c" 111.;¡¡rrir qu" una p.rtr> 
d• la mol,.ccla codir:u:da por ¡¡lnL no rsl.1 1n\olucr .. dn 
.,n la •c:h·,.<:ión dn J;lnl"I. pt"to •l .,n •·I < <>nlr<>l .¡,. lo• •i•-
1 .. m11• Nlr. O!ro~ IOUtnn:• han rnu>nlt<u.;., <¡u,. el f•roduclo 
d .. slnL "' dlaP<"n•cble par11 1 .. actlvftc!On dr ]o• iht .. mas 
Ntr )º. f'.l,n1 <;u,. dh:h" nclh·n<:tOn ~,. 11._.,,. t.! .. ,.1 .... l>n~t" 
con qu .. ""-l•l.mn los producto• d .. Rlr.F y R!nC !~) 

f'"ln•lmPnl ... e.al;., m .. r.cmn11r <l"" Ma1111son1k h11 f>O•!u
ledn lnl•rf.,r•ncl• d,.I produr.I<> ""' ""n RlnTJ. l• pro! .. ln• 

P 11• ,... I• actlvaclón d"'I op..t"6n ,.Jt1.'ll.C v d• otros •IS!•· 
m•• Nlr ponr lnl.,,.,,crlon•r. 1opo...-111m .. nle. con ttl pro
dur1o dnl 11 .. n ,.•nL 

ORGANJ7..AC10~ MOLF.CULAR DE LA REGION 
NlnA DF. •E. COLh 

Orro d., hn ,.nfoqu"• qun •n hcn ..,.guido pnr• tNllat 
r1., ..nlrnd .. r 111 , ..... ,,!,.r"'>r rlr !~ ,.. .. r-,...,•10n r. .. J:/r.'\ )º<lo 
loa • .,.,.,. "'l•cmnn•'<>11 hn •ldO el ,..studlo d .. z,. n~Bntzn• 
ciOl"L d" Ml<nl u11L17.~,-..<!oo lertdu:s d .. CO..:A t<'combir.1>nlr 

A poorl!r d .. In c1 .. .,.,,.,.,,.., <!" 1,, ,.,..,;;·:-;-. J:!,..• .• 1 .. C"1.1,.l 1n
clu)'"' 10'0 a..nr~ ,;:!l"L.~ s;in:. y 10/nf; •.r I~ rr/. {1. 41. - h• 
11 .. ll'•dn fl 1,. c.,.,r.tus!o" ¿,. ,,..,,. t-c•o,. ''"' .. ncu .. nlnr.n or1a
nlu.dn• .. ., un r~ror: 15. ! . Jl't~ ••" .. tl"".h11r¡¡o. •u or•nr.lr..11-
c161"L no ror,.....¡><>r><J,. " [<; ¿,. a;n op .. mn dA••.-.c. Y" QIJ" 

•·•t'alrt; 1-tu<·b"~ '1'·'' dNr., •••.. ,..,., !.i r•l•l,.nu,. <! ... al m,.. 
no•. un promotor 1'-lu.::JUr.,,l <;'-'" "" 1oc.r.l1za rn:r,.. los lf'• 
"'""' J;ln.'\ y l'lnL (:!~I 1·: • .,.,.nm,.nlo• n.a!JMC::<a ..,n nu.t11ro 
1 .. boralorm hnn drmosuc.do la "><l•l .. nCI• d.• unft ~•tOn 
dn D:-IA ,.n1r .. ¡¡hl. y ¡z!r.G. qun .,. • .,,.p.:i: cJ,. unl"'<t • 
H~.'\•f,..,[1m .. r••n d .. m11n,.ra •·~f><"c1!JCta [l~ lo ru•l 1u11:h•
,.., ],. pN'•,.ncl• d,. '"' ¡><>•1hl,. promotor lamhl~n pion 

11/nG. l:alo• d"lo• o.n '''"' ,,¡,..,yfldn• por .. 1 hecho d., qua 
un pln•mlco '<"" <"<>n!u•n .. •Ole.> ¡z/nG y .,] ... nrmn :J" dtt 
JlJnl. <>• c:•peX d" C:<>f'lplr·><r11lftr mut•c1on"• C::'"n1T10 .. oml
r .. • .. n HlnG tan!"¡·~,, J • ., •"<1"1"' ,...,.., normnl .i., 11lul,.mln• 
•lnUtl"•• como I"''• , · f,.,.,.,11roo ".:•r• Ln tx>•lb•h&d dn 
'l"" .,.n ,...,,. uuo Jilfr.G ~ .. 1r;:n•cribr1 e!,.. un promo1or d.-t 
pJ,.~m1do ron ni qur """ ,,..,., tt,.dn h11 ~1dn d,.•.,..,.rt11d.a í'at 
r.lro ]arlo. J,. ,.,....,,,.,.._,_, .. r· ,1.-•.!•t!.r11 dn 1.H ,.....>11on.,.. d,. 
unión .. .,,.,. ••l •r!u<..ul<> m<>l<>< tol11r} !'! fr1111rrwnlo clona• 
do nC'> •·n,..s1•n ,.. . .,~ .. .,., ••·¡;1 ,,., <I"" r«·..,nl,. homoln~I• 
rnn un pmrnn!ot ... 1 ri:"ll ••• ¡ ... ¡,,,.•n f"'dic.!n lnrrn"r du· 
'""'" 1" ,.,.m,•~u<r•cn d .. 1 pl..,sm1dn ,.,.., cur•Uóri 

Aun tttftndo <r; ••. ~n., "'"'"ci.,nr• poi•,...,"" ¡;r/n.'I. n 
<'n ,;)·•:. "> "''°'"''"'" ,.,,,,.,., .. , '~-· ~.':ol; lnd,.p..•nd1<"nt11 
d.,J pt<>rn<'lor d" ~·f."t ... "dr>I d .. ¡;.,-.¡_ (fol. 12. 17. lR. Urh1na. 
1 C:. v n.u!ftrra1hea. F. CA In• no r>uh!lao<lo•~ ... po•1bh1 
'l"'" '"' J.,, c·nnd11 1otw• t.:!ll:r.•d,, .. ,.¡ prnmo•or d._. •lnG 
func•n""" na- .. 1 ... ""''' !-""'~ 

~;,. h11 prnpur~!o q.-•• ¡., r~prr-.1nn dif,.n•nr-111! d.- lot 
Jl"""'"• 'l"'" ronU!'l'},.n .-1 "f'"'"., ¡;'r.'\/G orurn• c-rrno si• 
gu., 1:n ronduo1<1f1"• d•• l1int1nr1cn d.- n1:,...,11,.:'H> ... 1 pro
du<:1o d., 11lnC: y,..¡ J · i::rt 11c1n·.,n rl !nido d .. la lr•n•
crlp..-16-. • ¡'<ltl.r <l••I ¡-r-.·-,,·1t • d<.; ¡::Ir..'\ s1n1 .. 1,,._,.,do;.<" un 
R~Am 1r1r1 .. :<n1"L.rn ¡_,, ,.,t.i• ,,,,.,c.!,c>e>nr~. rl promotor 
,:,. ¡;l1'1. "" "'""'"'·!• .. "'·I'"'•' " ro·pro•o.:un ,,,. .,¡ m1~n1.> 
pr.,d.1cto dr J¡/nG. ••n lanlo qw,.. <'tl c:ondidonra dn .,,.c,.sn 
d,. n11ró11rno. lnnlo i;inl. <tomo ¡;JnG .,. lr11n~cr1bon" p::ir• 
l>r drl pf't"'mc!ur ,!.., J:º:>L... t: .. 1 .. • rcnd,rmn'-'" dftn lu¡;ar a 
unft rrprr•l<.n por,.¡ pro1!ur..lo c!r ¡;:,.,e r;.obrtt ni prcrr,olor 
d" ,..:,.._-\ 1 .., un 1·f•·c1<> d1• "n11ac•,.nr..1ñ-." lrn ..... d .. lo• 
prndurlos d" J:lnt. \' ;¡:;nn (prn!t•1,-..a ¡•11 ¡ De c-.i.i rn.a.ner10. 
•·n r_ond1c1c,..1•s dr ntl1,11c.1<.n •·~-~1,.., r.>~<'lr~ nl1na da 
1>lut .. m!n-~1nr ... 1.Hn y tl•·l ptt..du~to d., ¡::r.(;. nn 111nto qu" 
.. n con<l1c:1on.,s <J,• r< p:.-~iun lnn:o lo .i;Oul11mm-sinlt."lllH 
como .. 1 p:odur!o do• ¡¡!rG ~r ~1n~c.·ti~n a m~·rol,.1 b 8 jo1 . 
}"• qu._. !" lt,.ns<:rlP'-'un d1• f"SIC ul1uno pto~·1.-ne> Llrl pro• 
motor d .. RlnL 1::1' AUl"L < u.lr.Jo 10igunn•. dalo• •POy•n el 
mod,.Jo d" te¡rul11clOn t1nr1·• d,.acrUo. qu..d10n al¡¡:una• 
runto• quf' "ºhan N!dn h1<'n d,.f,nldc•. com<J tf'l"ld la m•· 
net .. eómo .. 1 produclu do ¡::!nL pnt!ldp.a. en I• f'<"¡rulación 
d .. h .. -.pr ... s1en d .. Rlnl'\ rn conc..!idcn<'.c d .. """<"SO de ni· 
lró'l!"nn. aci romo 111 lunr.t.n <Ir .... ,,. pr.,duc!o .. n fo ••· 
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pfT5ÍÓ"! d,. o!...,. llr'n..., lnvt>1ucr1 do .. .,., .. ¡ mr!.,buliar .. , 
"'" n!t:-011...,<- d .. t. bact~ri.. Pnc c1,.,-, la<!«. ,. .. ,,.1 .. n oln.,• 
~•cionrs ..... ,., "usl"r-..n In r1<l~!rrH;'~ rlr .--.-<.nn!in-<>~ n<' . 
cl<i-sl..., <;,, .• ~ "'1"11'."I""" h'• nh rlr• ,•,. 1,I l>rnd•H 1'• 

e""""'"~ r,... ,, ..... ,.,,..... l'lto0n•1' rt<: ,.. _,11,,,.,.., ... ,.¡ '"'""" 
t~:> J>l"n!rl,,.• <'<' p'"""'''I"' r¡u,.. rnn•• .,-.., L>• I:""'"' ¡:r.,.., 
. "nl.. )' ~·lnG. e •ñL,... jlfnl. t' x!n(' "" ••b•··....,_" 'F"" 1 • < '"' 
d.ld d~I pro...lucl<> clr rlnl. pn K~ ~!rmp""' ,. .. r,.nror n • 
,.....,Hdadd1tl rroduc1,.. «r Jlfnl. [~,, ~·1 ¡:,,,, ••' ,,. "'"''",¡,. 
pcr ~ m11lladcn obl<'nl~n• d .. un ª"A!U,1• ._:,, !.i11 JH<>l•·•
nal slnletlr.ad.1 .. n 1·n11 n-poo .,,, .. .-on11.-n,. un p! .. sm!o!n 
""' donde tanto 11'/nL romn Jl"lnG ..,. '°'nr.1.-nlrftn h111<> •·1 
<;:<m~rol de un prnmC'llnr muy e!l<:lrnl,. t nmn .-.. P,. ,., 
rro .... ,.,:,.,- d .. rr-cho ,¡ .. • lntn 1 .. mhr.11 ~" .,,. po<l•d" nt. ...... 
•T.~ .-,u,. •n ci"rtaa r=-·. r·-nr~ r-i.1-rr un11 11nb,...l'l"n<lur· 
cien d•l producto <l., .11/nG. lo runl no 11rnrrd .. rT>n rl 
rrt><'!ucto d• Jj"lnL. ... , ... d•lo .. •u11!••1"'f"' 'lu<' .. 1 ¡'""n<lt•<ln 
,· • ~!,..L ••una rrnll."lna aum.,mrnt., in•,..tnhlr r ,,,_,.:,." 
<!..•5•atlad6n ~s--lfu::.. o b.r qu" rJLl~h· .. !¡¡un "" ,,.-,c
mo qu• no p<"nnllr un• ltadun;l<'>n ,.f•r•<"r.tr <ln .,, RNA 
rr-.c;-.~jf'r-. 

E'.i an•lh!I de la -C'\lf'TIC''": d,. la rf'11.on <J,. c·nntrol c .. 
¡.[.A ("J¡ 1:1.'J•alta cnrcc:ern:l!r.a• <¡u" c:nt-:.Ar. r:urclr~. ,., 
Ucn sc!:M'I loa m..:anismo11 invnluc,...rln• •n l11 N•¡¡~!"<.H'>n 
¡!,, e'9i10 Cpo!rór. Alaun1 .. de In• U1raciC'rlJLt!c., .. s.on \11s ~: 
¡:::~ .. nt.,:. líl11 I~ o/ Trr• r,..w1or."' """ pr,...,.n1.::1n l.umnlc.· 
•·ª a.n ¡. .....:;u .. nc!• cnn"'"n"" pn~n un prn.,...o•nr h•r.< "'· 
r.•L cood.o uno d" los c-...i11!.-s podr!n rr~pcnd .. ~ n <l1f,.rrt.1,..,-. 
c..c:nd.lc!c;n.,1 ml"labelu;.1n bj Unll •"ll•(>n Qu•· p,...,s.-n!a h<,• 
n:olot.la c..on le. ~.,ne.Ir. c:on~ .. nJLo dr unlon ni c.--ompl .. Jn 
CRP<AMP. y que ao ¡..,......,,1.,... ªP"'"lmad,.m,.nl., a !>O!"'· 
..,. d• ba•el hacJ.. e.rTl=." d< I p;omolor m41 ]rj11nn "l 
!:1lc!c:· d" s/r•J\. E•r.t ob .... rvacl<'>n ea "'"R"'"'"'" <.'"<lr. 1., 
c.omunla:oón d .. rr-u .. 1n.,;- "). cn:s. (19). "" dond ....... n--
1ulladt;:1 1ugl.,re-n qun l<1r.lo !" 11lu1amin-11n1 .. 1a1., <.runn 
la •lutamato c:.,~idr::":",.,"""'" "" .,-ncurnln1t"I ...oml'lido• " 
c:ontn>I po1lll"o por AMP-cicllc.o. e/ Tr.,-• rr11ian"1 pnhn-

dróm1cn~ ,;,. :,,, Lto,.lrl una cnmp,...,.-.<J,. ri pcn1blf' 11Uo 
.~,.""Ión r. CRI'. o<r" "" ,.,,,.,,.ntrn ~ur,..•P""''" ,.¡pro
,..,"'"• m<>~ !<'¡nnn ni ln1c:r t!•• i•'n1\ \" 1., lrn:rn ~,. nip.-r· 
I''""•" n1 f"'t"t'""T"''º' rTil\I C<'•C·'"" n1 '"'~'" dr r~!,. ¡¡.-n. """ 
n:nn,!<> •'•'"'"""'"'"'._. l,1 func l•mn!.r!..11 <!•• , ... ,,.. r,.¡¡1<>· 
""' , •• r-o>l·~hl,. r:""· <l,• ncurrdn ,.,.,. •11 !'º"""'"· r<>H .. •· 
l><·nd11n" ••Cn" d .. urdón l"'•" "!"""~• r·•<>•,.ln11• rriaiul11· 
.!.,·.~• d' C"unNl'' <'•la •••¡¡1<m dr cnnln>I ..... r:ompnr<> con 
¡ ,~ r••¡:inn•·~ ,.....,,,lncln....,• <Ir oln111 ,.,.n .. 1 1n .. ·alur:rndo .. f'n 
,.¡ mr:.,ho\1•'"" do• 1>1tró11•'""· u.nnu "'1"r. dt•u .. '">. 111Jl- y rl 
mi'<mll ¡.:1r..'"> <!I" So!murrfk1 in•tumurrum. ,.. .... ncnnttn un11 
"'"''ll•'n<!" qur •~· rnn•r<"'"• .. n lodn~ rila• flfl).. 1: ... fo<>•lhl,. 
<1"" ,.,.,,. ""rrt1,.nrl11 ,....,,., r .. lnclnnndn rnn \,.., rr¡a¡L<'>n d,.. n>• 

cnnnc •r-i,,.!\l<> ""' ,,..,,d•1rln d,. ¡,¡/,.,C ) '" 1::~~. y~ <l'-'" am· 
l><.1 '" rro¡c:•crf'n p.<>0<1 n;.~··.u~ l<> lfnn~<.r!pcinn ¿,. r1lol 
i.:•n,. .. (íl¡¡ :::} Rr•ulta .. ,;<1 .. n1 .. <1'"' ¡>nr11 d<'mo•l~nr 1,. 
h:nnr;-,,.11!:t!nd <l" f'llnl rr<;""'""" 11• h.,c;., nrcr1aru1 1•! •••· 
J,,m,.'nl<. do muln.rian,.• •r1r """ t!uu.:an unft nhf'racl(')n 
do• ln ... ,_.u!anón .¡,. ¡,. •·~¡>•• uó·, <'•• ¡.¡!!!.-. 

l.n muli1¡¡••nr11!~ 1n ... ,..,,, "'"""'!'-' mu1a1::•·"'0§ qur rro,·o
<l'-"'· m11tnc1nnc1 punl'Jnh·• a ¡.n~.;r dr. C<'I'""• cun fondo• 
l::<'r.••tir;-n• adrcua<l<>s y l:liltui.:":<'c ¡,,,. m.é>todns d., ..,l<'C· 
r,or. i<!<'.n .. a•. re•'Jlt• """ hrrrnmi .. n1,1 r..uy ul1I p<>rc .,.. 
,,,. ÍI<><'• Ali, a ¡>Atlir .¡,.un• C-<"J>Q c-on unn mulac><'>n pc;r 
inM""rcv:rn d1•I trncp<1s.ón Tn:O. .. n 11!.,c; !MXOOZ}. ..- chiaron 
<••Pt•~ <.u:~ n<tl'·11l<Hi d<' 11111ln"Tim·s>nh•l<:.• .. n cr ••n<.< .. nlró 
n<>lnrlBtn~·nl<' nllrrndn (1:0.~ ¡_.. <.nrn~kru..r1c.ion ¡¡rr.•'"llCll lf 
f1unlo11•c.-. .i .. una d,. •••145 mul11nl<'s l11•vó .ti la <.Undu
slon dr qu" In •<"Cur,-,cl11 1T.od1f1c.ndn s., rncnnlr11¡_,,¡ rn la 
r,.a1ón rc•¡;;dndnr<> dr li"lnl\ t. ... so n<.hvidJO<!"a d" i;!utamin-
1inlnll•11• ohl1•nl<l"s .. n d1f1•,...nlr• <:orn.l1c.lont's d., c....CI• 
ml,.nln dot c .. pns 'l"" <.L.nlf'naan el t1.l1•lo mutado aln-76 
npnynn In h!pót .. st1 r•·~p<·< In 11 la ... ,.1 .. ncia d" mA"' d,. 
u:i pr<>rnolnr para 1;:-0.'\. i;a qu .. p ... r.-c:1• que ¡,. mulacil.n 
J.óln 11fcc:tn uno dr .. 11u~ c .. t qta.- podrui us.nn.c .,,._ condl
r!unr• d" rl<Ce"Ml dl! n1lr<lll<'noj. rn lan!L c¡uf! l'SI<· u olro• 
• ., man11 .. nrn 1nallcrndo1 [uno d .. r•tos parece func:lonal 



i•• pt> 
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10> pt> 
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111 l't> 
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ll• pll> 
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_, 
~:.."'P AC~'::::-: .. -:1o.1o.::cc.c~::,..-:;.,~-:::a-:-:1o.-:c•c::::=· 

.. 
~""" TTl<~Ac•ccoCTc"'c•cc,,~<".C•'"o"TC&c;c::CTo · 

r~:-....... c:::J:.~~ i,"..::;~.~~": ~;~·;:;,~~~¡~= ... ~~ .. -d~~"':;..o._ co,;:1_"::~"1:::~~;:,'~,!.;',':. ·..:.":1';.,~~:,~~~:.:~-=
~~~-f,!;~ r.!',;~:ir:•:•:..r,:.11i'.1:":0'-::: ;;,~:;,,"~~:·,,;~:-!'n'7.'"~::::..e-:1 :,,t.o;..~~·~:,• ;;:.'~!~,".'~",;:'~:!'~':o~~:'~"~: 
ha. VUo CS."""°"'•~-'""' 1n<11~ come> 5D ;::.t.1...., 0.11•,..,...,l •:J CT><!on d. U'<Jd..._.<"><> A. T1 '"'""":->n•l- • I• prtm.e-,.. rn.U<>rUn.a C. 
La~ El•lt..,<l•U>-•=-<1••,..,.n9Cr"<.,._...,..,,.,._-.d,oo~• 1 "'""a.Q""'!l""'ª_...,., i....~.,.,,.,,,..,.-., lo:p J:..:..t--!la~•R.m.. 

ML..u>o1 .. ",..,,.._.¡,1rt,._,.So1...,......r .. ,,n.n.:nu,.,..m:b::.F....-,.,._...._,...,,,nlL 

"'" c;ondicJon .. ,. d .. l1m11ac1ón ,1,. n11r6w.-,..n} Lo .. r.-~ul~11-
doa ob1 .. nid•n •u>1lrr.,n '1'-'., ?a mu!,.c;i<,n 11/n.~'1 nn •(,1n 
•fec::I• uno dC' los ¡>n:Jcr.otnr.-c. ~m11 <7""' ,.¡mul:•n.-,.mrnlr 
•lt.,.r• la ~pu.,.•I• r ... :,,.,.v:r., {D¡'~rn<1or) .-:;u.- ~H;d,.-r,. ,.. 
l•r &Uf>"'1'pl.J••I• •I p=molo~ •f<'C'ladn C..t- m .. ncinn•r 
qi;;e •I ml!'t<>do d ... ,.¡.,='"" p.oor• .. ,,., mutan••· ,_...,,.,,,,,., 
•upon"'r qu., l• .:1, . .-.,.,.Jen nr.t.rrlr1• "" f'"<>mr•r- ~~ "'"' 
I• clPl'pla d" donrl ..... r,,.rt"'> (~.fX<>01) <-nr.-ci" t•n•" dr "~". 
,...dnr cumo <!,. ,..P,.._,.,,r f:I .,nfr>r¡ur dr n!•!"r:•·c l""I fT't; 

l•nt..-. d.-,..,,.,i,. .. " 1"'1"1'• <J,. """ rnu!a.lll-ri"•" '"" ',1,.,,, ,.,.. ••di• rn<!¡1 dlr....-•o ""'"" .-n ,.¡ r""' r!,. ~..,, .. ,...,. !n ~""< u.-n. 
e•• nudrc!!d•L" ,!,. la rr1;i<">n 'l"" h•v 'I"'" .-~•,,,1•nr yn 
<JU" of....-.::., cl .. rl"s v .. nt•I~• ~· l''"rmtl" .. .-Jrcrion .. r In r.-
llllón QU• 1t...t- f"l'.:IA,;¡.--,!:nr~,. ! ,., ¡,. '" • .• ,.!,dnd .-~•a:.1,1• 

11....-ando a r.abo ""'f-nm ..... 10 .. d,. m11!11,;¡•nr1•• d1••11•d" 
ullll:r.endo ol1.11onucl...OHrlo• •ln!,.llm• '"" ¡,.,,,-.nJn.::1" " 
las .-...11lon.,. m .. ,,._,,,,.,,11., • .,,,,,.,,,,,m .. n!,. 

Lo1 d•lo'I "P"~trc'.o~ rlur;ant .. ¡,., u:!Jrnn• ,,,..,, .. f!,.,,.,~,.•
tr•n c¡u .. la .-•;>: .. ~i0'1 d .. ¡¡Ir.:'\ 'i !"• d" t<.>« lí..., .. ,. 1n\-o!u
c,..dos fin el m .. 1,.boll•mn nllrn.11,.nado bar.t .. r! .. nn •'" ,.,,. 
cu•nlr•n ..,m .. l!do• 11 un c-ontrol C'Omun. lo C-U•I ,. ... .,,,,. 
IO¡¡¡lco •i •• enn•ld.,.t11 qur lo• "n:tJlT'n• r"'Qurrld<>• .,...,.. 1 .. 
con ....... u~n d .. un11 fu,.n1" pc!,.ncl•I d,. ni1••' ¡:.-nn n 11m<>
nlo aólo pod.-.n ll•~·•r" Dlbo •u funC!(:n ,., .... ¡,.,,. •uÍ1· 
Cl•nt• alu1•mln .. 1n1 .. 1 .. se d.~p:onitil .. '"'~" ••lmilnr rl 
•rncnlo qu• •<;tu.,.11•• propor-clon11n.. s!n "'mbnr)lo ... un ... 
requler. m•}"or .,•po-r1m .. ntocu.'.m qu., r><>rml!a drf1n1t 
con d.arided '""'º la1 func.lonr• d .. c;oda uno d,. !01 '"'"11"
t.dor.s como el potlron d<" "'"Pt"••On d.,. cao!a uno d.- .. ,. 
loa IJ"'" .. •n d1fen.n1 ... o:ind1clonf'• de Cr<><::1m1rr.1r 

t...a da.l~l<:m,... •_,<>Hf'lc•• •lnF. •in!. y •'"C u!.h...,<!es .. n 
E C>Dl1 f!I.. IZ. 11. IS. llJ; - har. dt"t1<...,lnadn. ,...~.,....,.,..m.,.nl~ 

,.UJ\. nt."8 y ,.ttC- S..ln><>n•lk> !1• lt) 

l. a..a. .... n. k_ O.en.. Y. V M•••••n<lo. li (llMllt Ph)'1UC.I •nd 
.-.CI<: clio•l".c1•n&a1oon <>f ,,.._ 11:n.\.¡¡lnG r•s""' cf 1h"' U 
~e;:;':,. colJ ch..,,mosomr Prne. !".:•11 AcaJ Sc1 l:SA. 71!. 

Z. Back .... n. k. C; Chen.. Y~ U.no-N18hlo. S. y i'-1••••.,..,I<. Il 

~~!!..~:11i:::!::."~.·;~,;::~.~,~-.. "í'',,::,;;,•~l. ~~~ ~:~:~ .... .., 
3 C..ovur-.t '"'"'-A A- y O••••rr<o'h'"•· J' jl<Mllt Sudeoli<1• --

i;_';"'.;~~:.i~~~'.~;l~t~"·: ,._.,.,,n u( L«:h.....,eh'<J coa Mnl 
.e r .. , ... ,..,.,,b,••· A A..'.,,.,.,¡_,.~ P.-..-.o<io• R _ O...f"\o.. A.~ eo11 ...... 

1·.y 11.o••••,..d>-.f· fl<>n.': ( ... ,·:.; h)hrtdPl•a:nld•O<>fO...,n• 
lf"A t.- .. ~-C"~oc C'<':. ~_.,_, ,-., >.-d in lh°' ~><-vnth.et• of •.. ,,.~.,-a-.,•-~-··-"'" l' •-o•!. l. P•>-Mt 

• Ch..,., Y 11<1<"~"'ª" ._. r ._ln•~•~"·lo.. n [ID<O:~ Cl'ut.--:t.-r: ... 
'""' or • •'"'"·'" "'~L u ... """'"'' .-• .. ~.,el'>•• ,.,....,1"-<:'. ,., '"• 
~~1 ·,J;~~,.~~! ~;~:·&..,., '"·· ,_.,,,.-,-. ,., < u/"-,...,d • .,, <"<>J. J ti.et"'"" 

" ~:~·:,, .. ~. ::,.:,,~ :~~·:.·LI·,:"..:.:.,.,l\"'~;'~:.,t41!~l"',':'~~~~·::;:; ... "~ . .'~ 
........... ' n..-. .. ""' ,., ., • ~··· 

' ,,.,..,,., 1 !\;or .. ·r· 1" 1 '--'··V ;,_.alu.!> ¡¡g7>} Th•P"'" 
dud ol • .,.,,...¡~ ><l'""'''•r•1 •'"n'" ,,·~r. 1• .-:¡w.- far•ynth-

~,:.~ ';'.t~~·; .. ..,.,;';;i"~;::·'"'H" '"' .'•''"'',-r/"1 l'rnc.. N•fl A.cad 

~ r;,nst."'• "" ~· · .• ,. .. ,.,_,. ! H (!"~'~ R.-.ul•tlori or •lula· 
m•n" •\n!!°>"'~"'° •- f"" ~,.- r .• , ro•i E" !'"'"""'"'·S. 1 :,ladt-
;:'_:; ~c.~ .. ~:~~;...1,";.~;:~ '~~:, ~· ~·,.•n..- . .,,, m.-taboh•m. 

g c..,,,.,,,..,.,,_~..:.. ""t"""ª·{;., .,:.-r n (l;¡.r¡,:~ roll•lly In 
!!;;:,~,';,.:~.ºj,7;~, .. ·,:·,:¡.,..:!_;;'~ ;/. ',\-~,>t.·r rh...,,·•n••• l>Y rlor> 

• •-u•'-' G '-!<fe•.n-.J ,. r. l' •, I' 1· • .,.,, D .• Ar.>••. 
G r nw-<;. '·'"'"r- ~.,,.,..,.' ,., .'~':..,.,,_-~_·,, tn-'-ur.unu:::n- ce
,... ... ..,:.•"·""'•;"'"·'"''" rf i: .,.,.,,., .. •·,nt~r·~- •nd amino 
•u<! lt•n•o<·" ,,,, .. .,,, • I~ c:rt,o!. J.UL J111·l3• 

11 k.u•lu.SC ll."""'·U (; • ..-c,..._t:. !1.kCan"•.L.yM~•rtv.d. 
~ 11~· .. 7 ~.Ir<.>,;~-. '-""'"l '" ~/r.><>nrJi,, ,..¡¡,.!ohcn by lb., 
:;.i¿..:~~11!nf" •'""'" l"'"><lu••• l"tnc- :'>Oar! Jl.c•d Xt USA.. 111.. 

ll. MU-.:,..>l. T_ Rrbr"o r~ l'. ·, , , ,., U fl""H n... l>f"'O(luct• of 

~ ~.n~~.~·~;;,. ~;;,.~~~,- • · ~I ,...,.,.la!<>ty pn:i•••n..._ Mal 

11 M•1•••'>1i<. n 110~• G .. c.r«c=-"'"'1 nfnllrn11 ..., ... 1rru1a. 
!ion In bou.,.r1a """"Pre ¡;,.,.,.,_ HI ll!>·IM 

1• McFat!•nd. N . • 0..1,c.-r <"t L ,..,,,._:<..y ~tntu. S ~.'Wll~ N•• 
tro11...,,.,.. • .,:ato!'yl0<.us•;Yr.ll•of•nt.,r.ct.•c!.,r!•1•o..n~ 

~cl~fp~";_';,~t ".!.'2,,j'~~' n:~A ·~;.nj'/l~~·1r~ of lhoMr P""" 
15 0.01"1o. A. V- S..-,...,n.r.nri•-•"•<-L L.. Rocha. M: Cav•rn.obl•-. 

A A- V D.a•••tr<><.h"-~. f f!< ..lotcunat>I. •lul•,,.ln••l"nlh• .... 
const!lu"~"" mu•~• '"'" ot L<e1'rrtc/>M'.1 <:J>.t. lndfOfMn>.d..nl cf ..:• 
~::~~':.." lsy eh" ¡¡¡inC:: •n<l ¡;lnF p..-..tu,·t• Mol t'.k>n ~-•- ... 

111 ~_..,i¿;:--~: ~r[~;";;,:.,',:,; .. ~ .. n:.h~;·;i..?~l; ~1;:;-:;;J,,.~.:c_r, 



... ~ nr'J'. C= prt::"~l!::tJ: t"tci ... IO hr;o-~:: ...... -,<. CC!Uf"n•U• ....-
~ ... .., .. -1!1 n-::~- fr-J"C !"&-' "-=·· :S..• c.r...r~ n..-: 

u·. :='f~':s1~J~~ ~:~.: .. "!,.~~~!"~~ r!.~ªr-~?' 
Acad. S<.. l:SA. 7111. -_,¡)&O. 

1a r.Ml. e_ Rct~•tn. L.., M_,. ~w.n-"- r.1:=~ c..-:.pJ.a:i 
~=1'i·-•-•"- o_.:ro ·e! L=z>W'd""" e":~ 1 )J._,~'"""·- 1:.~. 

u1.. r .... •trw:- s: ,_:,:t... 1' c. , \".,i.n""'"'· R. e 111rn Adn-. .-;. 
- :r::.·c-.-:.:1.;; -~><1p.boo.pt...,:r CC."lln:I o! t!>• ~•yn-.- .. ~ 
~""'tZ:::·'.-_"r~-~~;l::o~~ "' ~M .. c.'\.c aM.. 1·,.~ :-.~u ,. .. .....! 

m_ ~,!, ;J;~;. ~:,S,:'.!j~u~::;~,"::i~':í~ :...~ 
nuousc .. ::i..:,.... 1..-cJ.r.·..,.,._ ¡ !!.&cu.,.,¡. 1;~ ..a;_.,., 

z:. ~ ....... ~.u.i..._ t.. y u ... :.,rr .. <-1--. t- _ N•:..,......,., ,,...,1a,._. 
ol •Ynl:U-.••uf U... h•c!> cl(:"l••· .-. .. hv!Am=c"''""' 1 ... nsrun 
•r•I...., DI ~a.., cui. 1 e--~ ""''"n;ol,,.,, .. ,. ca.o~ .... 
p.o1"' ..... °""-

Z:!. !>,.,<!........._ t:.. R_ ,....,,._ u. e:.,,_.__. 1• u... " "''""'· i.. e ¡1w.c~ 
Th• mi.n:un-nlbl ... ,,.~~,., .. '-4..._..d• th..1 ...... 1a1- .,,.,.,. 
m•,.. •ynlhela- acuvlly LZ\ Mo<._ 1- y 1'•1-....._ R ¡4,,,. ~ 

~~~ .. ~~.!:.,':!"t.,~!.Y"'°;.,IY end ....... 1.11-.. 41-:i.v. 
:t.:;, s.....J-......._ V_ O-. O \V_ 7 Auaut..·l. f M. !1""31 Act .. '•• 

,....., of l(w-..,¡J,, poeun><>n1<1e and ffJ,u.o<l.,uno ,,_¡,lo(J nUtu

~~~-:.!.'i~~b!,'!!;'_.!~'! ~ulalu•y lJ«>l<11n• l't<>C- N .. 1¡ 

H ~~~j~fl~'!,l',._JlR"'!:i..u'.':1.:'n~!~~.•,•t~~,1~!~"' .,f n11 ...... _, 
Zl.. t.Wno-N•ahlo. S. ti.cio.m.•n. ~ l... y ¡..t.•-..n•I.. ll [1...,3} R

Jl'Ulal~ el lh• •',.J.....,1-ralor-p...,rn<>tr .. <>I l'- cxnpl.o• 
~~~~:lol"."'91'<>1' t·I l.:M.1--!dt;a L"<>lL 1 P.,-i .. <W>I, !'lo3, 

:no_ \V•f,l•n&l.l P. -,T)l .. •. ll [!IP:} Ji:r•uL..t>u<>of 111 •,...\ "'.......,. 
::~~:~~~ ~~"'"'''~ on '-/o•l.>wojly "'L.,_..,..,,,.._ 1 lt.M" 

• • Wrl C. R_ y)!:;.,.,.._ S lillfllt CJ,.1•mln• •u•""ro¡.ha wllh 
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Actualm•nt• ten comos visiOn m&• compl•ta d•l 

~uncionamtrnto d•I si~t•mn regulador Ntr, d•bido vario• 

estudio5 g•n•ttcO$ y mol•cular•~· 

habia ••tabl•cido, 

don 

prornotor•c f'uncional•s er. •1 op•r-On ~. uno al inicio d• 

sa.!...n.e. y otro al 1nic io dl!' ~ <Pahel ~. 1982>, si b:l•n 

la. s•cuer.cia. nu-=::ec~1dJ.Cil de la reigiOn d& contr-ol de 5ll..nB 
inicio d•l 

opierOn <Covoa.rrub1-.s. y S•st•rra.chea,. 1983>. El primer·o de los 

prorr.otor•s idvntif'1cado ~1sica y f'unc ;.on,;¡i¡Jmente 

corr•spondv al promotor local izado 41 inicio del gene 9..1..n.k, 

para. el cual 

m•diada por NR., vl producto del gene 9..!...n.Q CPahel ~. 

19821 Ueno-Nish10 ~. 19031 Reitzer y Haga~a.ntk, 1983). 

Est• promotor, conoc1do in 1c La.lmentv 

local izado •n un f'raomentc d& 270 pareo• de base~, ol cual 

contenia tambien la regió~ operadora <U•no-Nishio ~. 

1?83>. Este ?r&Qm•nto ~u• posteriorment• secuenciado, y el 

sitio precis.o de inicio del.a. trans.cripciOn ~ue localizado, 

lo que permitiO definir al promotor <Ueno-N1shio ~. 

1904>. El operador tamb1~n pudo ser id~nt1?icado, al observar 

qua NRz, el producto de Sll..!:!.§: pr........,iamente puri~icado <Re1tz•r 

y H&QA!lan~k, 1983>, protegia do Ja .a.cciOn de la DN.;asa l 

Tragmento que se sobreponi,;a al promotor; ad~más, una ~utaciOn 

puntu.;al quv pro-oc&ba insensibilid.a.d a la represiOn ejercida 

por NRz se local iz~ba precisa.mente en esta secu•ncia. Estos 

autor•s ta.mbiOn observaron en la s•cuenc1a intercistrOnica 

terminador localiz&do 

post•rior a 9..l..D...6. pero anterior a sa..!...n.1...2· L& secuencia Tu• 

comparada con la de Salmonclla tvphimyrium, encontrAndose lo• 

mis.mos el E1'nen tos estructural es. E~tos. resul t.ados fuvron 

posteriormente confirma.do~ por Rocha~ (1985>; tambitfon 

ha ~ido descrita la secuencia de •sta regiOn intercistrOnica 
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•n KJ•b•iell• porumoot&e <MacFarlan• y M•rrick, 

cual conserva lo• mismo• •l.rnentos estructural•s. 

1985) • la 

Si bien la secuencia de nucleOtidos reportada por 

regiones promotoras para ~. sabemos actualmente qu• 

ninguno de estos tres posibles promotores es ~unc1onal. Con 

ba•• en una ~ecuencla corregida y en experimentos de mapeo 

por nucleasa si. Reitzer y Magasanik <1985> de-mostraron que 

&1 gene 9..l...n.e. transcr 1be 

<funcionales. El promotor ma-s alejado <~> reprimido 

por NRa • requiere de .ilcttvac ión por el complejo CAP-ciAHP. 

produciendo un transcrito con un lider de 107 nucleOtidos, y 

no es a~ectado por la carencia del producto del gene .s.l..D..E· Cl 

promotor cercano ~ requiere, por el centrar io, del 

producto de .Q.l..n.f. y de NR. para ser funcional y produce 

transcrito menor, con un lider de 73 nucleOtidos. El promotor 

~presenta una homologia del 50% 0 tanto en la regiOn de 

-35 como en la de - 10, la secuencia consenso, y 

ene u entra sitio de un ion al compleJo CAP-cAHP 

aproximada.mente 30 pares d@ bases hacia arriba del promotor; 

adefT'l.6.S, sobrepuestas al promotor ex is ten do~ 

se-cuencias con homologia a la región de üt'1A que es protegida 

d• l& digestión con Df'..lasa I por NR1 ~ <Ueno-Ni~hio 

~' 1984) • lo que explica la repre~ ión que- sobre •st:e 

promotor ejerce NR•. El proniotor ~. por &-1 cont:rar io, no 

presenta ninguna secuencia parecida al con~enso. Est:os dos 

promotores se expresan de manera di~erencial. En condiciones 

d• de carbono y 1 imitación de nitrógeno, 1 .. 

transcripción del operón proviene de ~. generándose 

conc•nt:raciones int:racelulares de NR. su f te ien tes para 

activar a los •istetnas Ntr y para reprimir tanto 

como a 9.1..!l.J,...J2. En condiciones de exceso de carbono y nitrógeno 

se observa menor t:ranscripciOn partir de ~ y 

expresiOn muy débil a part:ir de .9...!...n.Bl;U. En condiciones de 



- 3 

1 imitaciOn d• carbono y de nitr-Ogeno 

aOlam•nt• ~. asi como •n C•P•• qu• car•C•n de NRz y/o 

d•l producto d• Sl.LD.E.1 •.:.ta expr•..,iOn cornpletament:o 

d•P•ndi•nt• de la pr•sencia d•l compl•Jo CAP-cAMP. 

La funcionalidad del pro:no~or 9..l....n..€!.R tambi•n ha ~ido 

d.-rnostrada genéticamonto mediante mutacion•& qu• lo 4fectan. 

Osorto ~ (1904 0 apOnd1c• 1~ hab1an descrito prev~Atn~nte 

una mutaciOn ~-dcwninant• que aum•ntaba la •xpr•~iOn de Sl1...!l.!i 
•n condiciones de exceso de carbono y nitrOgeno. p•ro qu~ 

cons•rvaba una regulaciOn normal. En aus•ncia d• NRz eGt• 

mutactOn permitia nivele~ el.......,ados d~ expr•siOn de gJ__n8, aón 

ca.paz d• 

5uprimit la auxotrof1a por gluta.mina provocada por 

indicaban qu• la. mutacton probable-rn•ntllP modif te.aba 

promotor ya existente, haci&ndolo m4s •Tici•nt•. L•ón ~ 

( 198:5) con~ irmaron dicho planteamiento .;al mostrar quv la 

~utación se debe al cambio de una sola base en l& regiOn de 

consenso y generando 

Mutaciones Simllarvs han sido descritas por HcCarter ~ 

< 198.:;). 

El estudie d•l ~&cani$mO de activaciOn dep&ndiente de 

NR,. y del producto de .Q..!..n..E ha ev ideonc iado al 0;unas de 1 &5 

caracterist ica!! m.a.s interesantes de la r•c;;aula.c ion de la 

•XpresiOn del operón ~y de lo5 sistemas Ntr. Hirschman 

~ (1985) obtuvieron evidencias de que el producto del 

gen• s.J...nE es un Tactor ad• la RNA pol imerasa. el cual 

con~iere a ••ta una especiTicidad d1Terente. Este le permit• 

•l reconocimiento de los promotores regulados por el 5istema 

condiciones d• limitación d• 

nitrógeno; é~tos. como se menciono .;anteriormente, carecen de 

homol og1.a prornotor•s. 

r•conocidos por la RNA polimerasa .;asociada a la subunidAd a 



normal ca~º> • 

denoat:rado qu• 
Hunt: y Magas.anik C19B:S> 

el producto de Jil.l..n.E 

- ... 
tambi6n han 

una •ubun id•d 

<o•º>• y que •n un~ •up•r•nrollado la RNA polimeraaa 
&•ociada a o• 0 •• capaz d• iniciar la tran•cripción 

~. adn en aua•nci• d• NR •• En 

9mbargo. •• requi•r• d• NRa. aai 

Dt..&A lin•&la •in 

del producto d• 

alelo mutante d• Sll...!!.l... <~•r rnAs ad•lant•>. Merrick y Gibbins 

<19B:S> det•rminaron la aecuencia nucJeotidica d•l g•n• gJ__nf: 

de K. pnpumonia•, • id•nti~icaron do• •ecuenci&5 con••rvadaa 

otro'I> -lactar•• d• E. col i y 

Bacilly• •ybtil is que. aparentement•, consituy•n dominios d• 

uniOn a ONA. Los dato• anterior•• no •xplican complet&m•nt• 

qu• d•termina quv •O condicion•• d• limitaciOn de nitrOgeno 

•• uttlic• pr•~•r•ncialmente ~· Podr1a pensarse que solo 

estas condicion•s. es.ta 

••constitutiva (Castaño y Bastarrachea, 1994>. Por lo 

qu•, 

cond ic ion•s de limtt.aciOn de nitrógeno. utilice 

pr•*•rencialrnente &l promotor activ.ado por a- 0 • 

<198~> 

Ob•ervaron qu• la tranacripciOn in -itro de .Q.1..!!..9 a partir de 

~no aolament• requer1a. d• a- 0 y NR1, sino también del 

producto d• ~ <NR•1> proveniente de una cepa con un alelo 

mutante particular CqlnL2302>. Este alelo provoca un ~•notipo 

d• constitutividad alta; ea decir,~ permanece activado 

in vivo acln condiciones d• de ni t rooeno .. 

NR11 capa:z de ca.tal i:zar la transferenciil. d .. 1 orupo 

T-foafato del ATP il. NR ... Esta foaforilaciOn de NR 1 l• 

proporciona la capacidad de activar la transcripciOn a partir 

d• ~ .. El mismo NRa1 catali:za la remoción d•l grupo 

~oafato d• NRa, con lo que ae pierde la capacidad dP Q~te d• 

&cttvar ta transcripciOn a partir de ~; para esto 
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.forma 

tnac t iva <no fo•f"or i l •dA>.. La 

int•rconv•r•iOn •stA d•terminad• por la disponibilidad d• 

nitrOQ•no¡ esta información fisiolOQica la r•Cibe NRrr d• los 

productos d• QJ...n_Q y .9.!..nJ2 a trav•s de la prote1na P,,, lo cual 

apoyado por datos Q•n•ticos <Bueno ~. 

moleculares. <Reitzer y Maga-aan1k. 196:5>. 

1985> y 

La activación de la expresiOn del operón .9...l...oBbQ a partir 

de~ muestra otro •l•mento interesant~. El sitio d• 

uniOn de NRa qu• funciona como operador para la repr•s.iOn de 

9..l..nB.2...l •& •l mismo que funciona como sitio para la activación 

<>.l.n.aJ2..1., 

100 pares de bases hacia 

arriba) de~- Este sitio puede alejarse cie-ntos. 

d• parea de bases hacia arriba y siQu• siendo funcional, 

indep•ndientemente de su orientación <Reitzer y Hagasanik. 

1986). Por lo tanto par•ce ~uncionar de manera similar & los 

enhancers de organismos eucariotes. Un arreglo parecido se ha 

oncontrado vn la regiOn rvgulatoria 9.h..!.te.• r~sponsable de la 

activación del operOn hisJQMP <transporte de histidina) de 

S typhimurium (Ames y Nikaido, 198::5) y las region•• 

regulatortas do algunos g•n•s !l...i..:f.. de K pneumoniae 1 Rhizobium 

y Azotgbact«r CBuck ~. 1986). 

Las enzimas r•sponsabl•s de la asimilaciOn de NH~ han 

recibido much~l atención, ya que constituy•n el primer paso en 

el metabolismo de este compuesto. Por •1 contrario, poca5 

veces S• tiene en cuenta, o se hace ~n~asis su~iciente, en un 

paso •senctal ~e dicha asimilaciOn: el transporte de NH• 

trav•s do l& membrana citopl&s.rnica. La existencia de sist~as 

muchos 

microorgani'E-l'Tlos, t.anto eucariotes CBr°""'n• 1980: Kletneor • 

1991) como procariot•s <Kleiner, 1985>. El 
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d• tranapcrt• do NHa, comparac iOn las •nzimaa d• 

las caract•risticas 

fistcoqu1micas d• dicha mol~cula. El NHm •• base d4obil, 

capaz d• protonar~• •n solución acuosa para dar luoar al ion 

NHa1 

NHa + H-~NH~ K--1 a--·•• 
D•bido a 
capaz d• atravesar 1 ibrem•nte 1•5 membranas biolOgtcas por 

difusión in•§P•c1fica. Asumiendo qu• una c~lula car•ciera d• 

cualqui•r ~iatema ••pecifico de transport• de NH~, las 

conc•ntracion•s interna y externa qu•d•rian d•t•rminadas por 

la dif•r•ncia en la concentracion de tones hidronio 

lados de la membrana COpH>. 

CNHal 1 CH- l 11 

K- -------------
CNH~l, CNH2iolm:: 

&mbos 

como el NH. equilibra •ntr• los compartimentos int•rno y 

ex terno, o soa 

CNH::al a CNH::al• 

CH•l, [H•JK 
K- -------- --------

CNH2iol a CNH~l-

A•1• una di~•r•nci& de pH a ambos lados d• la m.mbrana dari& 

lugar a una mayor &cumul&ciOn d• NH~ •n •1 lado m•s •e ido. O• 
h•cho, esta~ propiod&d•s han sido utilizadas para det•rmin&r 

el OpH estudiando la distribuciOn de un anAlogo del amonio 

con propi•dades ~i•icoqu1micas muy similar••• •1 

m• t 11 amon Jo • 

Debido 

presentan las m~branas biolOgicas hacia el NH_, durantw 

mucho t ien-ípo se p@ns.O que era inneces ... r :la 1 a ex i~tenc ia d• 

sist~a• d• transporte e~pec1~icos para •1 NH$. Sin duda 

s•r1a un g&sto inót:ll para las c&lulas el transportar NH~ 

expensas de •n@rg~a metabólica si este compuesto siempre 

~U•r& abundant• en el m•dio extracelular, de 
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pudi•ra soat•n•r un buen cr•ctmiento a •xp•nsa~ d• aqu•lla 

proporciOn quo at:rav•Tcr& la ~embrana como NH=• Si •ste fuera 

•1 c&SDy ser1a muy dificil el crecimi•nto celular 

condicton•a de limitac10n de amonio 

capa.ce~ de pres ene 1 a dC' conc:entrac1one-s:. 

•xtracelular•$ b~J6~ de NH~. En dichas condiciones existe 

gradiente de concentrac~On de NH~. siendc ·~~a de 10~ 10-

mayor el citopla~m~ ~ue ~l medio. Esta 

acumulaciOn intracelular no puede SPr c~ipl icada por la ~imple 

difuaiOn de NH~. 

La primera sugerencia de la e~istencia de un sist.ma d• 

transporte de NH~ cualquier procariote 

obtuvieron c•pas 

mutantes de Al cal iggn•s eutropha <prPViament:e conocida 

Hvdroqftnº!7"~na~ ~utropha>. alterada~ ~n la a~im1laciOn de NH•. 

Estas mutnntes exhib1an cree imientc. muy pobre-

utilizarlo corno Tueonte de nitrOgeno y solamente aumentando la 

concentraciOn de NH~ el pH del med10 recup•r&b& 

parcialmente el crecimiento; este efecto fue int•rpret&do por 

los .a.utcres como p.v1denc ia de que las mutantes. a di.fer•nc i& 

de la cepa silvestre, carec1an de un acarreador de NH~. No •• 

posible corsid~rar e! hallazgo de estos &u tor-es 

totalmente val ido, puesto que la. única enzima involucrada 

la a~imilaciOn de NH~ investigada por ellos Tue la Qlutamato 

d•shidrooer.~~a, l~ cual se encontraba normal, por lG que 

muy po~ible que mu t<1.n tes 

glutamina sintetasa o de Qlutamato sint&5a, 

El pr ime-r procar iote para el que demostró ... 
existencia de un •istema de tran~porte de .monio fue E. col i 

<St9"Venson y Sil-er, 1977>. A partir d• •ntonc•5, han •ido 

d•scritos sistemas de transporte de &monio en alrededor de 30 
especies bacteri.a.nas, Los si~temas de transport• d• amonio 
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son bastant• ubicuos d•ntro d• lo• procarlot••• Y• qu• 

pr•••nci.a •ncu•nt:ra r•stringida nf.ngOn orupo 

taxonómico •n particular. 

d•t•rminada *i•iolog1a. 

organi'51ftOS 

Organismos tan 

qu• t•ngan una 
div•rsos. ccxno 

•nterobact•r tas <St.....,•n•on y Sil ver, 19771 Kleiner, 1902>, 

••Pirtl.a.c•A• <Hartmann y Kleiner, 1982>, rhizobi•c:•&• 

<Dilworth y Gleonn, 19821 Wi•g•l y Kl•in•r 1 19821 Gober y 

K••hk•t, 1903>, P••udomonad.11.c•as. <B•l 1 ion y Wayland, 1902¡: 

B•llion •tal., 1983), ci.anobacterlas <K.ashyap y Johar, 19B4J 

Boussiba et al., 1984> y actinomic•tos <Mazzucco y B•n•on, 

1904> pr•s•nt.an sist.mas de transporte d• amonto. 

El ensayo qu• mas comónm•nt• ha sido utilizado para 

••tudtar 1•• caract•rtstic.as d• los sistema• de transport• d• 

amonio consiste ..-npl e.-.r 

marcado con ª 4 C. Inicialm•nt• •st• compu••to par•cta 

ideal pAra estos propOsitos, puesto qu• la mayort& d• los 

microoroan ismos pueden util iz.-.rlo -IU<>n te 

nitrógeno, por lo que durante mucho tiempo se asumiO que 

era m•tAbolisable. El NH~. por el contrario, pu•d• 

•ncontrar marcado con u"n isotopo radioact 1 ...... 0 de 'fácil m•n•Jo 

•n el laboratorio, y ad..-n•s es metabolizado muy r•pidament• 

al entrar .-. las c•lulas. El hecho de que •1 NH4 •l 

inhibiciOn competitiYa d~l NH~ sobre •1 

metil&rnonio, •i•ndo mas a.fin vi sist.ma de transporte por •l 

NH~. D• •sta manvra ha sido posibl• calcular la a-linidad de 

los •isteimas de transporte por su sustrato natural, •l NHa, 

l• a-linidad por Amonio •s mayor aon 

sintetasa <Kleiner, 198~>-

la de l& Qlutamina 
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carbono y nitrOgeno <Colby 1 l!'•t:OS 

organismos no e~ po•tble a•umir qu• el siat9'1Tta d• transport• 

de amonio sea el mt~o qu• •• mid• empl•ando metilamonio. D• 

hecho. han aido d•scritos sistemas de transporte •~P•C~ftcos 

para m•tilamonio en vario~ organisnl05. Como •J...-nplo d• lo 

do la C•P• metiJotrOfica 

~~ona~ MAi cuando •st• organi~mo cree• •n pres&ncia. de 

metilamonio como fu•nte d• carbono y nttrooeno induce 

si~tema de tran~porte d• metil..monio especifico. el cual 

ce.me fuenteo de nttrOg•no Onica.mer1te, utilizando fuent:• 

d• carbono otro compu••to. se induc• un sistema de transport• 

qu• Si •• inhibido por amen io <Bel l ion y Wayl a.nd. 1982>. Al oo 
muy similar ocurre en otra cepa de P•9ydompoas (AMll Bellion 

et al. 1 1983) y paracoccus denitri~ican•, donde 

bajo control de 

carbono y otro baio control nitrogenado <Kleiner, 1985) .. 

nitrógeno, lo cual constituye una desventaJa desde el punto 

d• Vi~ta del empleo del metil&monio para estudiar el 

transporte d~ amonio, Barnes ~ <1983) demostraron que 

este metaboli-:;uno consiste en la incorporación del metilamonio 

e~ un anAlog~ de glutam1na T-~-metilQlutaJnina, conocido 

t&rnbi*n como T-gluta.milm&tilamida o GMAD, reacciOn que 

llevada a cabo por la glut&mina stntetasa, No se encentro ni 

en AzptobactPr vinelandii ni en E, col i otr-o compu19'sto al que 

se hubiera incorporado vl metil&monio, por lo que par•ce 

h.-ber -formac iOn de T-tl-metilglutamato, r•acciOn qu• 

t•Or icamen te podr1.a cabo l& gl u t.amato 

d•~hidrogenasa, Estos autores t&mbi~n demostraron que la Gl""IAD 

es permeable, Y no sufre ninQOn metabolismo po~terior, por 

lo que es acumulada intracelularmente .. 
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E• 9Vldent•. por lo m•nctonado 
qu• •1 NH~ pued• ••r transportado por muchos mlcroorgani.mo• 

en contra de un oradi•nt• d• conc•ntracton. ObVlam•nt• ••to 

no pu•d• ocurrir sin qu• la• c•lulas gast•n •n•ro1a •1 

proc•so. Varios tnv•stigadorQ~ han tratado de r~tablecer cOrno 

•• acopla •l transport• de NH~ al m•tabol i.rno vn•ro•ttco. 
Kl•tn•r (198~) r•sume lo encontrado en esto5 trabajo5. lo• 

cual•• han llegado a la conclusiOn dv quv el transporte d• 

NHa •• guiado por uno de lo~ componentes de la Tuerza protOn 

motriza la diTerer.cia. deo potencial <09'> que •xiste •ntr• 

Ambos lado~ de la m~brana c1toplAsmica. 

negatt-o que el exterior. Esta conclusiOn 

el ef•c to produc•n 

el intvrior m.6.s 

ha.. obten ido 

lnh ibidores 

desacopla.dore• dv , .. r•spiratoria. ª"' 
inhibidore• deo la ATPasa m..mbranal. En cond1cion•s aerOb1ca• 

cade-na. 

r•spiratoria. por lo que los inhibidores o de~acopla.dor•~ de 

ésta •liminan •l tr•n~portv. En condicione• anaerObicas, 

las qu• la di+•r•ncia d• potencial •• generad& por l& ATPas& 

rnernbranal • inh ib idor•s d• 1 & ATPas.a •l im inan eol transporte, 

impl ica qu• 1 a 

d•c ir 

El sistema d• tr&n5porte d• NH~ que m•jor ha sido 

caract•rizado desde •1 punto dv vist.a. de su mecanismo •1 

d• E cqli. Jayakumar ~ <19BS> r•al izaron •ste e5tudio 

utilizando mOtodo de ~iltraciOn rA.pida pr......,iament• 

d•••~rollado por ellos <Jayakumar y Barnes, 1983> , el cual 

elimina la int•r+•rancia provocada por la +ormaciOn d• GHAO. 

Estos autores d•mostraron que se r•quiere de K• intracelular 
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La s1.nt••i• del •i•teoma d• transport• d• NHs d• E. cgl i 

•ncu..ntra b&Jo control Q•n•tico. A p•••r d• qu• St.....,.@n•on 

y Stl-•r <1977> d•!5.cribi•ron ~u• dicho si•t.ma expresaba 

d• manera con•tituti-a. ~u• po•ibl• de-mo•trar po•t•riorm•nt• 

qu• .-n realidad •~t• controlado por •1 •i!5.teoma r•gul~dor Ntr, 

corno h•b1.a 

para wl 

t<l•iner ( 1902>, 

de NH:S d• 

Kl•b•i•lla pneumoniae. Al igual qu• var tos ststent•~• 

•olain•nt• •n condic tone~ d• l imitaciOn di!' n it:r-Og•no, y 

r•pr tme cuando hay un exce-so d• NH:S el m•dio, lo cual 

resulta aparwntement• paradOJico puesto qu• el NH~ •1 

5u•~rato d•l si ... tema d~ tran'Sportel dicha reQulactOn genética 

dep•nd• de la pre~encia '::1• 10!5. g•neto. 9.1.n.E., gJ_nJ._ y Sl.l...D1l 
rserv1.n-Gonz•lez Bastarrach••• 1984; ap•ndic• 2>. 

7c~teriorm•ntw esto~ r•sultado• han sido comprobados por 

c-,t,..015. autor .. <S <Jayakumar ~. 1906) .. 

Los •istet"na de tran~porte de NHS 5e encuentran r•oulados 

solam•nt~ a nivel de ~~nt•sis, ~ino ta.mbi•n a ni-el d• 

actl-ldad <Kle-iner 1 19'3'5) .. Para el acarr•ador d• E:. col i 

glutamina 

sabe si. 

•• la Qlutamin.a intracelular o la extrac•lUl&r la que inhib•. 

~- •xlstencia d• un sitio de unión para oiutamina el 

acarreador ha sido e-videncia.da tambi•n en otros organi~o•• 

••tudiando ya ••• el e+ .. cto d• 1& olutamina directam•nt•. 

•1 •+•e.to d" an4.lOQ:OS d• ••t.a. pr inc ipalmen t• la 

metionina-o.t...-sul.foxtmina. E:n K pne:umoni•e:. •l transport• 

inhibido por 

sul+ona y .... 
6-dlazo-~-oxo-L-norleucina <DON>. Dicha inh lb ic iOn 

parcialmente aliviada si las células preincubada5 
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pr•••ncta d• glutamina. pue~to qu• •ata inhibe la •ntrada d• 

lo• an&logo•- En ••te orQanismo la glutamina provoca ta.mbi•n 

inhibtciOn p•ro mucho mA~ debil que E, coli. 

Posteriormente, ••t• estudio #u• extendido a otra• bacterias 

~iJadoras de nitrógeno, •ncontrAndo•• algo muy similar 

<Kl•iner !LL....LL., 1983>. En A. vjnPl•ndti ••encentro que 

solamente la glutamina y el Oot-1 inhibidor•• 

1984). En estos ••tudtos se ha hecho 9'Vidente que 

niveles intracelu!~res de glutamina o 

tienen un -~•etc sobre el acarreador. El hecho de que los 

niv•l•• intracelulare~ de gJutamina regulen la actividad dv 

metabol ito los que rApidamente respond•n a la~ di~erenci•• en 

la concentraciOn de NH~ en •1 medio. 

aisladas en K. pneumoniae <Ca~torph y Kleiner. 1904>. E~tas 

mutantes fu•ron incapaces dv utilizar concentrac1on•s baJ&s 

d• NH~ como Tuent• de nitrógeno, mientra~ qu• concentracion•s 

altas fueron utilizada~ ca5i normalm~nt•J adem~• fu•ron 

incapaces d• utilizar a.minoac1dos como fu•nte de nitrogeno, 

•ncontr&ndos• que en estas condicion~s. a diferencia de 

c•p& silvestre, excretaban grandes cantidados de NH~ al medio 

d• cultivo. Bas&ndose 

Klein•r <198~> ha propuento qu~ la función principal d•l 

acarreador de NH~ la ''retención c~clica•' de dicha 

mol•cula; 

intracelular•s 

decir que 

adecuados 

para 

d~ 

poder 

NHa, condiciones de 

limitaciOn, •~ n•cesario un acarreador acti-o, ya que de lo 

contrario •1 NHa difundir1a al exterior en Terma de NH., y 

podr~a ser r•c&pturado. 
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Ind•X su99atstiona: 

Meth-¡lt=::onium, ~~ 1nutants. r•elslant. to 

Gluta?:ilna- s.ynthetasa- 1 and sensltlvity to ca,¡.t.hylaa:ionlum ln Eschcrlt;hfa cpJI 

E'2ch1clshlf!. cpll, 9lutaulne synlh•lasa and s~nslllvlty lo met~yl&:D111onlu:oi ln 
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Co11• of Esch•rlcht11 co1l K12 wer-e s•nsiltve to 100 mM caethylaor.ionlui:a 

requ.!r~~ fer e::preossion cf tbP r.iethyla':l~~cnlu:¡-111l'n~ltiv9 phenotype. 11u.tants 

fro~ so~• o~ th~ mutant stratns. Strains carryin9 ~-link•d BUl~tions &s 

sol•ly responstbl~ for the m~thyla~nonlum-resist.ant ph~~otype yi•lded an 

alteored en::yCU!• 1 Hhich was less active- .bio'llynthetlc&J1y 1 with •ithotr am:ionium 

or inethyla'f.~ooniuo as sc.bstr.at.1!'. Sensitivlty to cie-thyl.aeanonlur.l app•.a.rs-to be 

du• to synth•sls of Y-9lutamylmethylamlde by 9lutaglne synth•tase, Hhlch is 

poorty, Sf al al
0

l 1 •ynlh•slz•d by mu.tanta carryin9 an alta-red gluta:nlne 

IUTRODUCTION 

presenc• of •c~oniu• transport syslams tn several prokaryotlc And eukaryotlc 

amaonlum transport systems (se• Brown 1 1990¡ KJelner 1 1991 1 193:ii for 

r•vlews>. In Etcherlchla coll and other bacterl& 1 thls system h&s & hl9h 

aff'lnily -fer .aam.onluni <St•v•nsi;;n "Sllv•r, J.9771 _Kl•lnttr, 19B:S¡ .l&y&kumar 

~ 199:51. Uhttn the ~xtriac•l lu lar anunontum cc,nc•ntr.a.ticn ls lcw, cvl ls 

can 9en&rattt intracttllul.ar concentratlons whlch are l.00-iold hi9her cr more; 
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activ~ hl9h affinlty acmoniu~ tran~port syst~a 1 slnce the a.mount af •~monta 

that •nt•rs th• c•l1 by sicpl• diffu•ion l• suff1ci•nt far C•llular growth 

Xn ~ and cth~r bact•rta, synlhPsis of th• anooniu~ carrl•r is 

und•r 9•n.,.llc control CSEorv(n-Gonz•te-z !.: Bas.t.arrachea, 19S4J Klelnc-r 1 19e:;¡ 

~&'lala.a.::'l~r ~. 1936>. Th• systea thal rD<;•..alat~s a=conlua t.ransport in 

syst•:s lnvolv•~ In the transport and uttlJzatJon of nllrog•nous coapound• 

such as ar9lnln•, proltne, e-te., and s;tnth~sts of 9luta1:1ln• synlh•lhas• (••• 

MethyJaeconi~~ can be used as a substrate by 9lutauine synlh•l•~•• 

In stralns that cannct u•• il a.s nit.rag•n sourc•. In th• pr•s•nc• of 

cet.hylactaoni_um, 9lut3:::11ate and ATP, 9lutanilne synth•tas• c:atalys•s synth•st• 

of t.h• 9lutamine a.naJcgue T-glutacylcutthylacide IGMAD¡ Barne-s & ZJ.mnlak, 

1981; Darn•s ~. 1993¡ Kleiner, 19951. 

Df ~ and· the rol• 9lutar1lno synthetas• plays in J.t.. Thl• 

t.hrough th~ 15ola.ttan •nd chara.ct•rlzation o+ .HA,. SlUt&nts. 

t1ETHODS 

Eact•rial •tralris. All straln& us•d Mere gscherlchla coJI K12 

derlva:it.lv•• ITabl• 1>. 

ine-dh.n:a (Cavarrubl&s ~ 1990) 1 Nith 0.2~ Cw/vJ 9lu.cose ca.rbon 

passlbl• 
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All comp=und• addrd 1 l.•. ca.rbohydrat.•s, .a~inc &cid&, vlta~lns, nitro9en 

sou~c•• and in•lh;tlunuonlu.11"1 1 wer• st.•rlllzird by flltr.atlon. L.lquid cultur•• 

werc groHn a•roblca.1 ly tn & rotary !1.h&l~•r a.l 250 r-.p.m., and "jrCl'1t.h wa.s 

~onltored in a Klelt-~u~mers.on cctcrlmeter wlth a r~d fllter lno. 661. Fer 

grcwt.h en r:i.tr.io&l medtum pl•t~s, 1.5:s. B.acto-A3ar CD1fcoJ wa.s a.d~ed te tl!'I 

broth ltH l l~r 1 197Z). 

accordlng to tlill•r 119721, and plated dir•clly on t1tl mlnt1nal o•diu~l pl.ates. 

with 0.2~ lH/v) 9lucose as a. carbon sourc• 1 0.2~ (H/vl a.r9lnlne as a 

incubal•d fer 49-h 

nltrogQ>n s.ource, and a.fl•r overnl9hl lncuba.t.lon 9ront.h patch•s N~r• as.say•d 

+or 9lul•~in~ synth~tase activtty by a qua.litallve colony test IPahel 

~ 197Bl. ln lhls "ªY• t•n dlffttrenl ~utants H•r• ••lected fron four 

Preparatlcn of pha9~ lysates, and protocols fer transducllons and ~atln9s, 

a.c:cordins to Mili•¡.. '19721. 

by th• blosynthetlc, Y-9lulamythydroxa=al•-formln9 proc•dures ·~ d~scrlb•d 

by B•nder .E.1......AL... C1977J, wlth mlnor modlflcatloñs CCovarrubiaS ~ 

19BO>¡ the avera9e adenylylation state was deturmined as described by Bender 
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ussa.y or purifica.tion o.f gluta~ine- synthetasl!' .. ,ere purch&s•d froo sts=a. Ali 

(pH ::.eBl. AI:l.ino a'=lds wE-re separa.ted ~·dth an A~ir.co amino acld analyse-r and 

qU•nllfi~d In an Ar11nco ratio fJuoroaeter a.ft&r couplin9 wllh 

g-phthaldla.ldehyde. Purtfied 9lutaJ11lne synthetasr frcm tha Hild-type st.raln 

was us•d to obtain O~AD from ~~thyl&mmonium. and 9Juta.Qale in a standard 

biosynthtrtlc reaction mixture. The arnount of G?'IAD synt.hesl.t•d HAS calcala.l•d 

from th• amount.of phosphate lJberated from ATP durin9 the reactlon. Both 

c~:'"D and 9Jul•ainc · C2.5 µ1i10J1Ps mt-"'J were added to a Sigoa amino a.cid 

•t&ndard &olutlon. Usln9 a Perkln-EJmer LCl-100 laboratory computin9 

inte~rator 1 the GNAD respons• factor was calculated by the syst~~ from a 

callbration run. A full s•paratlcn cf 9Jut•mate 1 9lutamln• and GMAD 

obtalned wlth _approxlmate- retentlon times of 34, 36 and '41 mln, 

resp•ctiv•ly. 
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RESUl-TS 

Eff«c\ pf mcthyl•~~onfUM gn E. cqJC gcqwth 

Growth lnhlbltlon by m•thyla~monluo In~ was nltro9•n-d•P•nd•ñt. 

CJh•n c•11• w•r•-provld«d "lth A high <15 oMJ l'lH..Cl conc~ntra.tlon a"S. nltro9en 

saurc•. growth was not affecte~ by th• pr•sence of m•thyla:aontu= ln the 

lnhlblt•d by lh• pr•••nc• of 100 tnH methylam::aonlum. Al l nltro<;J.•n sou.rces 

und•r whlch mpthyJacnonlua tnhlblt•d 9ro~th H•r• llmlling Ci.~· hJgh 

glutamlne synlh•t••• act.lvlty ls requlr•d fer gro"th under suc:h condlt.lonaJ. 

Ev•n though glut.a!lln• is nilrogen ltal.tlng fer growth in~ J. mg 

gtutamlne •1-& &lloH«d 9rowth In lh• presenc• of methylammonlu~I however, 

Nlth lower conc:•ntratlons of 9lutardnt" <7~ µ9 m1-.a.1, CJrowth Has lnhlb.ll•d by 

glutamlne myntheta5P act!vlty and adeny1ylatlon 

Glutamlne synth•tase of E2chP~lchla ccJI can utlllze m•thylammonlum 

a substr .. t• bcith ~ and ~. l•adlng to the formatlon of GMAD 

CBarnes ~ 1983J. u~ measur~d 9lutamlne synthetas• acttvtty and 

ad•nylylatlon to d•lermine ~hether addltlon of m;thylamaonlum 1 und~r 

ccndltlcns where 9r0Hth is lnhtblt~d, had any appar•nt effect on 9lutanln• 

syntheta••· A 2 h exposure to 100 mN melhylanmonlum of a culture 9rONln9 

•xpcnentlalJy wlth ~r9lnln• a9 nllro9en source had no &pparent eff•cl 

•ilh;r 9tuta~ln• synth•tase Jevets or adenylylatlon (data not shcwnl. 

Apparently, 9rowth lnhlbltlon by methy)acmonlu~ cauld nat be attrlbuLed to 
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lnhlbltlcn cf 9luta~ln• aynthetaa~, or lo lnl•rf•r•nce wlth th• glutamln~ 

aynlhotas~ &~enylyJatlon sy•l•~· 

l•plattpn and charpc\•clza\lan 

;-..lt.•r•d gluta::iln• synlh•t&s• act.lvlt.y. PlY..1..1:.A pha9• w.as propagat•d in •&ch 

o+ th• mulant stralns, .o1.nd th~ lysat•s were used to transduc• straln MX734 

ITabl• 1) 'W•lectln9 fer glula.::iln• prot.olrophs. Uhen str&lns HX1210, ttX1211, 

t1Xl212, tlX1213 &nd MX1214 .were us•d .as donors, lh.o1.n 93'S. of 

tranaductants In each cas& were reslstant to 100 mH ~ethylammonlu~ <Tabl• 3J 

indlcatlng that lhe reslstanc•-conferrln9 mutations carrled by lhes• str&lns 

lay withln th• s.l..n.A g•n•, oc v•ry clo•• to lt. Ue lh•r•fore l•ntatlv•ly 

&nd !ll.!!.2Z• rrspect.Jvely. Transductlons wer• also perfcrmed wlt.h lys&tes froa 

~tr&lns c&rr~ln9 the ~-llnked HA#-conferrin9 muta.tions as donors &nd 

et.rain HXS21 as reclplent. Thls slraln is a. ~::Tn~ deriv.-.Uve of the 

~rlmary F-prime straln AB1206. HXS21 ls therefore haploid far th• •ntlre 

5.1..!!..A!..Q. operan ca.rrieC: en it.s F•14 merD<Je>note IOsorlo ~ 19S4J. The 

r•sults Here slmll&r lo those oblalned wlth HX734 as a reclplenl (Table 3J. 

Glut&mln• synlhetase actlvlties of th• transduct~nls In either lhe t1X614 or 

th• ABJ206 background Here the sam• CTable 4)J l.e. the NA~ phenolype 

alMays acccopanled by th• alterad 9lut•mlne synthelase actlvity whlch 
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•ynth•t••• actlvtty from stratn• carryln9 lh• 9..1..n. mut&llons wa• al•o assa7ed 

by th• blosynlh•tlc Y-9lutamythydro~•~•t•-for~ln9 procedure l••• H•lhods). 

Thls actlvlty wa5 strongly dlmtnlsh~d ln the mutants as compar•d to th• 

Uh•n Pl lysat•s froQ stratns NX121~, J1Xl216, HX1217 1 HX1218 and HX1219 

w•r• used to transduc• HX734, all Gln-.re•ulllng transductants that "•r• 

t.•sted wer• t1~ CT&bl• 31. These resu1ts cou.ld h&V• b••n taken 

glu~amln• synth•tas.• activtty, lt H&5 pc5slbl• that they·harbo•.ired more th&n 

ene eutatlon. To dtst.li.,CJUlsh b•t ... e-en th••• opttons, the ~ r•9lon of t.he 

wnutants was replaced by a wild-type ~reglen tn lh~ iollowln9 way. 

stralns HX121~, HX121ó, HX1217, HX121B &nd HX1219 to glutamtne auxotrophy 

phase 9rown on •llh•r HX614 or on each orl9lna.l par•ntal =utant straln 

<HX1215 t.hrou9h HX1219J, selectln9 in 411 cas•s for 9lutamin~ prototrophy. 

All stralns exc•pl ene lHXl215J yiel~ed t1A5 t.ransductants with MX614 pha9e 1 

and HA .. tran5du._cta.nt.s. when t.helr orl"jlnal s..l!!.A chromosoma.l re-'91Dn was. 

r•tntroduc•d (dala not. sho~nJ 1 Th•r•fore 1 lh• HA~· ph~nolype of stra.Jns 

t1Xl216, HX1217, HX1216 and HX1219 seems to be duc to 111cr"' than ene· mutal1cn 1 



- 10 

mu.taliona u.nllnk•d 

t.o .9.1.DA· 

glnA-linkrd HA~-conf9ccin9 muta\lcns 

Slnc• th• 11A•-conf•rrln9 muta.tlons ca.rrl•d by stra.lns HX1210 throu9h 

'roct214 appeared to b• du;e. to rautatlonal evrnts wlthln t.he ~ ope-ron, w• 

carrytng chrD;lcsou&l Tn~ lns•rtion toutztians In eit.her of the three operen 
. . 

g•n••• Hatlngs Nere p~rforued usin9 stratns NX122~ throu9h HX1229 Ccarryln9 

all•l•a sJ..nll throu9h s..1.n.2Z.. resprctlve-lyJ as donors. As a control donar 

US•d •t.r~ln AB1206 1 whlch transfers the wJld-type Fº14 epi•o=•· Ali 

r1t9lon (t1XS9ll 1 or- carrled Tn~ insrrtions in either th• ~ lt1X944>, sJ..o.L... 

Ct1X961J ar .9..1..!!Q. 01X913J ']ene!l Cscte also Table lJ. Ilv- Hts.• exconju9ants 

.. ~a• pur-lfi.ed a.nd assayed i=or 9lutamlne synthetase- actlvlt.y CT.able :01. Th• 

ali recessiv• to wlld-typ•, •tnce slraln HXBSl 

ls.l.nAb.Q.-> carryln9 .a.ny cf the F"14 derlvatlves C9..l...!:lil lhrou9h s.l.!!..YZ.> 

r•tatned lts ~•nsitlvtty to melhytammontum, and had normally re9ulaled 

_the .!1.l.D.k.::Tn~ a.nd .9..1.DQ.::Tn;!. lnsertlons, sine• lhe r•sultin9 mll'rodiplolds had 

noraal 9lutamln• synlhetase aCtlvtty and w•re HAS. W'hen the &ame F•14. 

inlrcduced lnto straln MX944 (c&rryln9 a .9.1.n.!.: :Tn~ 

lnsertionJ 1 alt•red ~lutaMlne synthetase actlvltles, correspondln9 to th• 
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arlgln&t •Utant straln•, wer• obtaln•dl th••• merodlp1old• w•r• HA•, 

cD111lpared ta HX944 carrylng th• wlld-typ• F•14 •plsome, whlch w•• MIR &nd had 

Prpoertte-.. of pur-tfl@'~ ~11.•~ 

conta~l~ant•, as ~vld•nc•d by scdlu~ dod•cylsulphal• polyacrylamld• dlsc gel 

eleetrophoresls. The majar polypeplide obs&rved In all preParaltons 

single band wtth the ••=• Aobl11ty as that Df the.wlld-type en2ym• Cdata not 

9lut&n1ln• synlh•tase polypept.lde. Glutamln• synthelase blosynthellc &ctlvlty 

asi~onlum ar ••thylammonlum as subslrate~ tTabte 61. It Is evld•nl that 

attered 9lutaaln• syntheta~• enzymes, Mhlch were less active 

' trled to deteralne the &,.. values af the wlld-typ• and mutant 9lutanlne 

•ynthelas•s far .ar.unontum. Thls was not posslbl'!' fer the •nz:ym~s frcm s.lraln 

t1X1225 <9.1..r!.A21..>, whteh b~cazne lna.ctlv• durln9 purlflcatton <Table 6J 1 ar 

that ~rom straln ~X1226 l91nA94 &11•1•1 1 whlch yt•ld•d IDH and varlabl• 
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alt•r•d •nzyatts <Tab1• 6) shou that th• enzyme• encoded by &11•1•• ~ 

and s.l.!!.!.!lZ. h•d much hl9her ~ valu•• than the Hlld-typ•, Hhll• that •ncod•d 

G!"!Ap fCCU!!lul11t(on bv 

wlJd-typf and nutant ~train• 

Th• low &fflnlty 4or -~~ontu~ <m•lhyl•~monluaJ found Jn •o~• of th• 

mutant gJutamln• •Ynlh•l3••s could resull ln a poor ablllty to convert 

m•thylammonlum lnto GHAD, whtch In turn could b• th• cause of th• HA~ 

ph•notype. Ue ther•fore =•asur•d lntracell~lar pools of 9Jutaaate 1 glutamln• 

and GMAD In Hlld-type c•lls and In ene of lh• mutanl$ aft•r exposure to 100 

mH ••thylammonlu• tn glucos•-arqlnln• medlum CTable 7J. HX614 cell• 

accumulated Jarg~ amounts of GHADl by contra•l 1 HX1210 cell• synth•slred 

blosynthetlc activlty CTable 41. Under such condltlons 1 9tutamlne paols 

very tnnal1 ln both stralns C<2 nnol <m'3 protelnJ-•. data nol shaMnl.· 

DISCUSSION 

Ue hav• found that under n1tra'3en llnltatlon 1 aerob!c 9r0Nlh of ~ 

1• lohlblt•d by hl9h ClOO mHJ •xtrac•llular conc•nlrattons of 

1nelhylamo:aantu:n .. Our resut ts. su9gest that Gl1AIJ 1 .and not met.hyla111nonlua 1 is 

respÓnslble far 9rawth lnhibttlan. This ls evld•nc•d by t.he fact that 

extrac•llular methylammonlum has a '3ro~th lnhlbitory effect on cetls only 

und•r condlllons of nitrasen ltmJtatJon, when am~onlum I• tlmltin9 and 

9lutamln• &ynth~tas• Is derepressed and blosynthetlcalJy actlv• 

Cd•adenylyJal•dl. Und•r such ccnditions, synth•sls of GHAD fro~ '31uta~•t• 
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ar.au~ts te b• 9rcHlh lnhlbttcry. 

t1utanta r•:1tstant. lo m•thyl&r:n3ontuu und•r condttians cf nltro9wn 

Jtatt•ttcn wer~ lsolat•d. Se~• of th•so shoM•d alt•r~d Y-9lutaayltranaferas• 

c&:-rt•d nut~tlons In ~ th• structul"'al 9•n• ior 9lut.&mlne synth•.tas•. 

G•n•t.lc char&c:t+rl:r:atton of th• mut•nts w.as accom?llshed by Pl lransclucttons 

strain-s turn•d out to carry inore th.an en• mut&tton, al lea.st. en• of th1tm 

beln9 ltnked to~¡ both ~-ltnked and unllnked mutatlons wer& r•qutred 

~or th•s• str&ln~ to displ&y th• MA• phenotypel another strafn CHX12151 

~-arrl•d raut&tlontsJ unllnl'.ed to~- Further mappln9 and char.acl1tri2.a.llon 

flV• nutant straln• ow• th.rlr 11A ... ph•natype to mut.-llcno;; t.hat 11• lnsld• th• 

they s&ea•d qult• dlve-r-se- with r-e9ar-d to thrlr- 'C-gluta•yl tr.a.n9fer&s-• 

actlvlty, lt Is clear that the relevant glutamlne synthet~se blc5ynthetlc 

~~tivlty was reduced in ali of theE. It cannot be rul•d out y•t lf str&lns 

..,tth hlsh tr&nsferase actlvlty carry more th•n ene ~-1 ink•d mut.atlon 1 

wlth ene ~ut&tion reducln9 the blosynthetic activlty and anoth•r allowlng 

hlgh ccnslltutlve lev~ls of the altered enzyme¡ thls 

fer thw sll62.z. &Jh-le, which c:onfers to cells ~-doralnant. constltutlve 

leveJs of a gluta.mlne synthetas& with a. hlgh K,.- fer NH..i. CT.ables ~ and 6J. 

Seo• of tho alt.ered 9Jut.amln• synt.het.ases of t.h~ MA• mut.ants less 
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m•thylammonlua. %t. was lnl•r•allng to flnd 1 how•v•r• that HX1228 1 carryln9 

t.h• s.I.n.4!.A &ll•l•• had &n •n:iyti• wtth t.he s.acut afflnlty as lJ'I• H1Jd-typ• 1 

bUt wlth &lt•r•d calalytfc prop•rtl••J lh•r•for• 1 lnsensltlvlty to 

m•thyta~monlu3 Is not n•=••sarfly du• ta• reduced afflnlty for tt by th• 

alt•r•d 91uta~Jn• synthetas•s, tndlcatln9 a9aln that thfs molecuJe could not 

b• the real tnhlbltcr. ~hethQr th• ~ mutallon carrl•d by HX122S Is 

assaclated Mllh a dlmlnlshed afflntty of tts 9luta~ln• synthetase far 

Sine• a wlld-type straln Is abl• to syntheaiz• 9rcwth lnhlbltory 

melhyl&t:ltnDnfu:11 concentratlons whlch ilt"lt 5 JO-fold 101.,er than lh• 100 ntt 

a st19htly dJmlnlshed r.at• (data. nct •hownJ. lt ••• .. • therefore obvlou.s that-

th• ,•ut&nt str<&lns carryln9 the- blosynthetlc:•lly. ln•fflclent .glut••ln• 

synth•tas•s <&re unable to synthPsJze inhlbltory &mcunts of GHAD. ~h•n W• 

In en• cf th• nutant straJns, we found • c:onslderably hl9her c:onc:entration 

I~ 1~ nateworthy that amon9 tha NA~ mutant5 w• have lsol•ted non• was 

+aund aff&cted Jn aamonlum tmethyla~monlumJ transport. Sine• Methylammonlum 

concentratlons r~quir~d to lnhlblt 9r0Hth a;e h19h, access lnto cell• could 

not be limlt•d to the hl9h aff lnJty transport s~stemi as Jn the CAse of 

aramonlum, su.fflclel'\t methyla?:1ine could •Isa dl-ffuse thr-ough the 

me•brane. 



- ¡:;,¡_ 

Our resutt.• <J.ba:iot t.hat. Cit1AD a.ccuau1at.lan ls reaponslb1• fer '91"DHth 

lnhlb!tlcn In ~ but furlher exp•rlaentatlon Is raqulr•d to •lucld&l• 

th~ :echanl•• of lnhlblt.lon. ll Hlll a1•c b• lnl•r••lln9 lo expiar• t.he 

prev3.l&nc• cf .a similar phenot.y;:ie In other 1nlcro-or9a.nlsn•1 and ... h•lh•r lt. 

al9ht. provlde a 9eneral Ma)' for t.tie lsolatlon of •u.t.atlons affectln9 

gluta=tne •ynUu·ta.s1¡. 

~. &r• gratefu.l to A.V. Osario and ~.c. Urblna ior thelr 9lft cf 

of- t.he stratn• us•d In t.hl'B work. 
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Tabl« 2, Olutagtnr •ynth•i•11 •prclflc acttvltl•• of wtld-tvor 

C•ll• w•r• grcwn ••roblcally untlll the cuttur•s rrachrd 100:20 Klrtl unlls, 

and ascay•d lar Y-9lula;;,yltr.;11.n5feras• .actlvit.y a.a d•scrlb•d in t1•thcds. 

R•sults are thr C'leans of two rxprrlnients. ON, glucosr-1!5 mM NH .. Cl-NH mrdlu:aJ 

GOln, glucosr-1 mg mt-• 9lulaalnr-NN 1nrdh11nJ GAr9, 9lucos1-o.2~ argtnln•-HH 

••dlum. 

Straln 

11X614 

11>C1210 

- to<J211 

H>C1212 

.t'DCJ213 

t1X1214 

t1Xl21, 

tlX1216 

t1XJ217 

11Xl218 

tlXJ219 

Glutamlnr synthrl••• actlvlly 

Cnc:ol 1ntn-a. (stg protrlnJ-•] 

º" OOJn 01\rg 

2'50 1 770 2 260 

760 890 1 200 

140 100 60 

.'"200 1· 090 1. 2~0 

120 200 280 

480 3 060 2 680 

760 1 140 2 oso 

280 1 930 2 340 

830 1 190 1 700 

2'50 1 960 1 6'50 

960 1 470 1 990 



mu\ttlpnp by PI tr1n2ductlpn 

Af'~•r 9r::n1th 1 lndlvld\!..Jtl colonl•• ... ~,.~ tr•nsf1C-rr•d as pii.tch•s onto 

gluco••-0.~ ar9lnln•-NH et•dhs.~ pla.te-s, ... tth and Hlthaut 100 ml1 

- 21 

o-F incu.b.atlon, whll• t1A"i transductanls wrr• una~I• to 9r"DW pl•t•• wlth 

m•t.hyl&1emonlu.m, &f t•r 48 h of incubatian. 

Hi.uab•r of Oln- Kan~ transductants 

Pl donar: R•ciplent that lnh.u•l t•d ••• f1A• ph•notyp• • 

t1X614 <.9.1..nA- J l'lX734 r sl.nAZ.1.: : Tn~J º'44 

t1X1210 <sl...!!..22.> 24/2S 

11><1211 (~J 49/SO 

HX1212 <9.1...!ln> 21121 

HX1213 <9...l.rl.Yft> 42142 

HX121<1 C.9..1...n.2.Z.> SO/SO 

HXJ21:5 0116 

t1X1216 0122 

t1Xl217 01'21 

t1Xl21B 0/26 

HX1219 O/SO 

HX1210 (~) HXB21 C9.l.nAZ.l.: :Tn~J SO/SO 

1'1Xl211 c.9..1..!?Í.1.> SO/SO 

MX1212 (~J 50/50 

f1Xl213 <s..l...a.2.é.> 50/50 

HXJ214 (~) ~O/SO 



Tablt 4, O!u!11ln• synlhttm sprcll!t ac\lvltl•• o! E. col! 1tr1!ns cmy!ns 

q!n!·llnktd 1ethy!amon!u1 rnlstansr-confm!nq mul!tlon1, 

and ol !ran1ductants derly•d lro1 !hn 

Stralni HXl220 !hrou9h HX1224 m transduc!an!s obhlntd usln9 HX734 as reclplrnt ol PI 

ly!ll!! of straln1 llXl210 throu9h HX1214. Stral'5 HXl225 throu9h HX1229 m 

transduchnts obl!lnrd wlth. th• sa•• lysates, but with llXB21 u mlpltnl ''" tnt for 

a detallrd nplanatlonl. Cfll• ""' 9roHO moblcally as destr!bed In Tibie 2, and 

assayed fer Y..9tut11yl.transftrast aclivlty. Crlls 9rcwn In GGln 1edlu11 wert also 

assayed for blosynthrtlc r·9lut.,ylhydromatHor1ln9 acllvl!y 1 9iven In plrenthesls. 

Results arr th• means of lhr .. erporlHnts. GNi GGln: se• Table 2. 

Glut .. lnt synlhtlast G!utuinr synthrtau Glutulne synlhtlau 

acllvlty [nao! 1in·1 adlvlty ln1ol •in·• actlvlty lnaol 1in·1 

1•9 prolrlnl· 1 1 1•3 protrlnl·•] 1•9 protrlnl·•¡ 

Alhlr Straln GN GG!n Straln GN GGln Straln GN GG!n 

qlnALG' HX614 240 1 960 16901 ... .. ABl206 260 1 670 11 2001 

filill HXl210 520 1 380 11201 llX1220 610 1 110 HXl225 440 1 090 11901 

9.!Mi HX1211 140 140 11001 llX1221 120 160 HX1226 130 160 11501 

~ HX1212 160 1 110 11501 11Xl222 220 950 HX1227 210 1520 12001 

~ HX1213 90 . 170 11001 HX1223 so 140 HXl229 !CO 410 13901 

~ HX1214 490 2 460 12501 HX1224 610 2 150 HX1229 730 1 840 13901 

.,, 
N 

. ~. 



!ablt '· Ccoplemlat!on •ntl11l• wllh wlld-\yp1F'14 tnd derlvallm. pi 1triln1 

carrylng Tn5 fnurt1011s 111 thr qlnA, glnt 1'nd glnG grnu 

Th• HA" phlftolyp1 of 1xtonju9tnh fro• mh 11t!n9 wn ICDrtd u dmrlb1d In Tablt 3, 

One fltonju9anl fro• uch crou wu purlfl1d¡ ctlll ""' 9roMn untlll lh1 coltum 

rmh1d 100!20 Klell unlls 1 tnd uuyed for r·9lul11yllr1nsforue &cllvlly, 

Repmanhltv1 resulh froo sevoral expirl•enh Hf sho,., HA, rnl1lmt IRI or 

msltlvlty 151 to 100 •M n1thyln1enlu1, G.~¡ GGln: su Tablo 2. NG1 no 9ro•th, 

' 
~ MX944 lolnA7t::Tn~I HX96t l~::Tn~I MX913 lolnG74::Tn~I 

Glutaolno synlh1tm 1 Glululno ~ynthetmli Glulnl;, synlh1tm1r Glutalnt synlhttm1 

actlvlly (n1ol siln- 1 ictlvlly [n1ol •in·• actlvlly ln1ol 1ln·1 actlvlty lnlDI 1tn·1 

1119 prol1lni· 1J 119 proltln)·•t f•9 prol1lni· 11 l•9 prot1lnt·11 

Eplso•t MA GN GGln HA GN GGln HA GN GOln HA GN GGln 

Nono s 200 1 190 NG NG (10 NO so llO NG 30 60 

F'14~· S 300 1 oso s 180 2 220 s 380 3 na s 390 3980 

F' 14 9J..ill s 190 1 HO R 780 1 030 s 400 1 080 s 370 2 060 

F' 14 .9lill s 370 1 410 R 160 260 s 430 1 230 s 470 1 980 

F'l4~ s 210 1 330 R 400 1 300 s 240 2 600 s llO 22SO 

F' 14 .!!lili s 270 1 790 R lSO 70 s 200 1 770 s 260 1 380 

F' 14 slill s llO 2ll0 R 1m 1 370 s 1 040 2 220 s 620 2 400 
N 
w 
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Tablt é. Sp•clflc rctlylty pf pyrlfftd 9Jul1mln• pynlbtta1r 

Gluta•ln• synth•tas• was purlfJ•d frorri c•l Js 9rown on 9luco••-ar9inln•-t-lN. 

mlnlmal ~•dlum. Blosynth•tfc actfvlty M&S &ssay•d as d•scrlb•d Jn "•thods. 

St.a~dard l"•actlon mlxturErs 1P1er• prepar•d wlth etther NH.Cl cr CH~lH:a•HCI. 

Far l{... d•t•rmln~tlons reactlon mixtures wer• prep~r•d in crd&r to assay NH~ 

&V•~•9• of two •xp•rl~•nts. ND, Not d•t•rmfn•d 

Glut~mfne synth•l•s• ~ctlvlty 

rµmoJ nin- .. lag prot•inJ-&.] 

Straln NH.t CH:a"lH; 

AB1206 f!ll.n.A•, 67.32 3.06 

11X122~ (~J (0,0.1 <0.01 

P1X1226 (~) 0.33 o.os 
t1X1227 (~) 4.53 0 • .14 

· 11X122B (~) .1.54 0.16 

t1Xl229 fslnA9?'J .1.15 <0.0.1 

K... fer HH.a; 

1 .... 
ND 

ND 

83 ..,. 
1 ... 

100 .... 



-· 2S 

To!>l• 7 [:r1A!) ,a;u-.•Jt.atia'I by C•ll> c_f--2.!.LA.ln.1 

HX614 rc¡tnA•! .p1d t!Yl6'10 f9lnA731 

In th• ••:t• 111•d1u: witl'I and wlthou.t 100 1:1t1 r:i,.,th}'IOQOO!'\IUUI CMAJ. S.a::apt ... wer• 

MX614 IP1AS J 

+!"'.A 100 •M -MA 100 non 

~---~~ ,.-----A.----. 
TI•• Glutaaal• OMAD Olutanat., GMAD Olut•~•l• GMAD 

Cmlnl tnccl lin9 prot•lnJ-"'l ln1101 Csi9 prot•JnJ-•] lnaol f919 prct.•tnJ-•l [nmo1 (n9 prot•inl-"' 

o 

30 

60_ 

120 

130 

90 

130 

ND • 

ND 

ND 

130 

., 
76 

.99 

390 

39:5 

84 ND 

90 ND 

130 ND 

84 

97 

129 

1:50 

ND 

•. .. 
<l 
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Ad41fftaa d• loa r••ultadoa cont•nido• •n •l articulo, 

incluyen •n ••ta t••i• otros r••ultados adicional••· Algunos 
d• ••toa reaultMdO$ 4crman parte d• laa t••i• d• Jic•nciatura 

•n Biologta d• Olivta Santana Estrada y d• Timot•o C•l•o 

Olam•ndt Portugal. 

L~ t••1• realizada por 01 ivta Santana conststto 

caracteriz~~ion mas d•tallada d•l +•notipo d• s•nsibilidad al 

m•tilamontc en ~. y d• di+•r•nt•s par.A.metros que la 

a4•ctan, corno son diT•r•ntes concentr•ciones de metilamonio 

nitrOQ•no ast como el •+•cto de mutaciones 

r•oulador Ntr ... 

el sist-.na 

Primeramente. s• estudió la sensibilidad de 

silvestre a diTer•nt•• concentracton•• de metilamonio, 

observar •n las +!guras 1 y 2 existe una marcada d1Terencia 

entre lo que ocurre en m•dio m1nimo y en m•dio rico. En medio 

rico, ya ••a LB o LB adicionado con gluco•& 0.2%. •xi s t&o 

ninQdn •~•cto del metila.monio sobre el crecimiento celular, 

aón a conc•ntraciones tan elevadas 100 mHJ m•dio 

m~nirno con Qluco•• cocno ~uente d• carbono y arginina 

inhibición total del crecimi•nto aón despu•s d• 24 horas de 

incubación. Al di.r.minuir la concentraciOn de metil~onio 

adicionado al medio de cultivo. observa 

<:SO rnH> -.igue 

que 

inhibittndo 

totalm•nt• •I crecimt•nto. pero concentracione~ menores <20, 
10 y 5 mH) pare i.al .. 

•clivid~dos de glutamina ~inteta~a correspondttn al ~enotipo 

µmol es./m in/mc;i LB 

muy bajas (,.09 y .13 

y LB+gl ucos& 

arginina 
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como ~u•nt• d• nttrOg•no <la cual llmitant• par• el 
crectmiento> la actividad •levada <1.44 µmole.....,..mln/mg_ 

pt"ote1.na>. 

Cerno•• m•nctona •n •1 articulo. •• habia observado qu• 

•l ~•notipo d• ••nsibilidad qu• mant~i•ata una c•P• •ilv•str• 

de~ a una concentraciOn el.....,&da d• metil&monio 

~•nottpo d•p•ndt•nte d• la ~u•nt9 d• nitrOgeno. •ncontrAndO•• 

qu• •xist• ••n•ibilidad condicton•s d• limitaciOn d• 

Ad9fn6•• dos ~uent•• d• nttrOo•no permit1an la •xpreatOn d• 

ambos ~•nottpos <••n•ibilidad o r•sistencta>, d•P•ndtendo da 

la conc•ntraciOn a 1& qu• •• •ncontraran •n •l medio. Tal 

•l 

articulo• una cepa ~ilv•str• •• ~vnsibl• a m•til&monio & 

conc•ntraciOn de NH~ d• 0.5 m""I, mi•ntras qu• •• r••i•tente •i 

•ncontr•ndose la GS inducida y no adenilada y reprimida y 

ad•nilada, r••pectivam•nt•>· Corno wstas conc•ntracion•• de 

NHa repr•••ntan condicione~ extr1Hnas, decidimo• investigar lo 

qu• ocurr1a utilizando concentracione~ de NH~ intermedias. 

Nos par•c1a particularment• int•resa.ntw estudiar aqu•llas 

dond• ocurr• la transiciOn de OS inducida a GS rwprimida. ~a 

•ilvestr• •n m•dio m1nimo con glucosa como ~uent• de carbono 

y di~erentes concentracion•• de NH~ como ~u•nte de nitrOQ•no, 

la• cual•s -•n d••d• 0.1 rTl-1 ha•ta 1~ mH, •n pre~encia y 

ausencia d• m•tilamonio 100 rnM •n •I m•dio. Las actividades 

de cr&cimiento 

inh1biciOn 

total del cr•cimiento en pres•ncia de metilamonio, mientras 

qu• cuando la concentraciOn de amonio es. S rr.r-1 o mayor no h&y 



actividad•• ••P•C1~icas d• GS obs•rvada•, 

conc•ntracion•• d• NH~ d• 1 mM o m•nor•• la GS 

ya 
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totalm•nt• inducida, mi•ntras que •n conc•ntracion•• d• ~.,.,..., 

o mayores•• •ncu•ntra reprimid&. Es inter•sant• obs•rvar lo 

qu~ ocurr• en las concentracion•s lnt•rmedi••• que 

1 mH a 5 mH d• NHS. En •sta~ concentracion•• 

d• 

•4ectivamente Ja transiciOn d• induccton a represiOn de la 

os, la tabla 1. Las de 

cr•cimi•nto ti•nen un comportam1•nto muy particular. ya que 

en presencia d• metilamonio con~ist•n d• dos ~•••• bi•n 

d•4inidass al principio el crecimi•nto no es inhibido y •1 

cultivo cr•c• hasta una cierta turbid•z. llegando un momento 

en que el crecimientos• inhibe y permanece inhibido adn 

d•spu•s d• todo un d1a de incubaciOn. A medida qu• aum•nta la 

concentractOn d• NH~ •st& inhibición se pr•senta en una ~••• 

mayor- lnicialm•nt• P•nsamos que este crecimiento inicial 

previo a la inhibiciOn se deb1a a que las células hubieran 

acumulado NH~ intracelula.rmente en el precultivo, de 

qu• pa•aba un cierto tiempo ante~ de que pudiOramos oba•r-•r 

la tnhtbiciOn. Sin embargo. observo el 

inhtbtci6n cuando. antes de inocular los cultivos, 

scxn•ti•ron loa precultivos a un lavado de las celulas y a 

d•pl•C iOn del 

intracelularm•nte, 

NH>; que pudieran haber 

incub~ndolas sin ~uent• de 

acumula.do 

n it rOgeno 

la inoculaciOn. Es muy 

probable que el tipo particular de curvad• crecimiento qu• 

•• pr•s•nta no• este re~lejando algo d•l mecanismo por m•dio 

d•l cual ocurre la inhibLciOn. E• ~actibl• p•nsar que 

concentrac ton&s de NHa menores a 1 mt1, ••ta molecula no 

•-f ic Len ttHTUtn t• d• 

pu•dan alcanzar 

concentraciones inhib1doras de GNAD, •specialm•nt• si tenemos 

abundante y muy activa ..... t ... 



NH~. podr1.a 

manera 

•1 cr•c imi•nto. En 

- l? 

comp•t ir 

que 

cantidad 

•qu•l l&• 

concentracion•• intPrmedia• qu• no pod..mo• consider&r 

totalmente limitantes. pero tampoco como 6ptim•s, ••probable 

deba que exi5t& todav1& 

•l metilamonio; 

ut1lizado y 

diMninuy• la conc•ntraciOn del mismo, por Jo quv se ~a.vorece 

la s1nt••i• d• ~O, de manera que el cr•cim1•nto •• inhibido 

lo ant•rtor •• congruente con •l hecho d• qu• la inhibiciOn 

•• da m•• tempran•m•nte mi•ntras m&nor •• la concentrac10n de 

amonto. R••ultar1.• sin duda int•r•••nte el determinar la 

desaparte ton d• amonio d•l medio en •~tas condiciones, ••i 
como la• pozas intracelular•s d• este compuesto, para ver si 

•~ectivamente la hipótesis anterior explica lo• re-.ultados. 

obtenidos .. 

Cuando ~· utiliza glutamina 

y s.•nw.ibil idad al m•t ila.monio.. Es. decir-. s.i ernpl•an 

d• una cepa silvestr-e no es inhibido por concentra.e iOn 

•l......,ada < 100 mH> d• metilamonio en el medio, mientr-as que si 

••utilizan conc•ntraciones baJ&S de glutamin& <O .. l mQ/ml) el 

cr-ecimiento si es inhibido <Figur-a 4> .. Sin embargo. •l 

ambas provocan 

condiciOn d• limitaciOn de nitrOgeno, como lo evid•ncia •l 

hecho d• que la GS •• encu•ntra inducida <Tabla 2> .. Por lo 

tanto •s. n•ce~ario buscar otra explicación para estos d&tos. 

Una pos.tbilidad interesante es que la olutamina sea capaz d• 

comp•tir con el an~logo inhibidor <GHAD> qu• s• sintetiza 
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de 

qu• • 

..., un m•dio con concentraclon•• b•J•• d• glutamtna, ••t& 
alca.nzarta niv•l•• intrac•lular•• su4icl•nt•• para. comp•tir 

con •1 anAlogo' •n un m•dio con 

glut:amina, por el contrario, ••ta •• alcanzar1.a 

conc•nt:ractOn intracelular •u~tci•nt• para ccwnpettr 

inhibtdor GMAO ... Estos niv•l••• •in 9mbargo, 

... 
tan 

la glutamtna •int•t•~•. como cuando ut tl iza 

stlves.t:reo inhibido por metila.monio cuando 

proporciona pretina CCWT10 fuente de nitrOg•no. La uttlizaciOn 

d• ••t• aminOactdo •~ta controlada por el sistema regulador 

Ntr, al igua.l que la ut:ili:ac::iOn de la arotntna. Al igual qu• 

otras 

glutamina>, 

100 mt"I ... Sin 

l tm t tan te5 

el cr•c imi•nto 

vrnbargo, 

de 

tnh tb ido met t l .amen to 

argtntna. como ~ueonte d• nttrOgeno, el crucimi•nto •• inhibido 

tambi6n a concentraciones menores de metila.monio en •1 m•dio. 

Por lo tanto pod.mos de~inir que &n estas condiciones exi~te 

hipers•nsibilidad al metila.monio. Una posible explicación 

qu• la prolina sea aon m4s limitante para •l crecimiento que 

la arginina. Esto es ev-idencia.do por la di~•r•ncia que existe 

•n la velocidad de crecimiento 

nitr6Q•no <ti..npo~ de gen•ración de 2.29 hora~ para arginina 

-•· 4.?6 horas para prolina>. y por &1 hecho de que la v~a 

d•grad&tiva d• arginina produc~ dos mol•cula5 de glutamato 

por mol6cula de arginina, ad9'f1'14s de contribuir 

mol•cula d• s.uccinato <Shaibe ~. J9B'5>, mientras qu• la 

prolina produce sol&rn@nte molG-cula. glutamato 

<D•ndinger y Brill, 1970J Wood, 1981>. 
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fuent• de carbono sobr• la ••nsibilidad al metilamonio. Los 

•xP•rim•ntos descritos anteriorm•nte fueron todos llevados 

cabo cr•Ci•ndo a las células •n m•dios con Qlucosa 0.2"/. 

fu•nt• d• carbono. Decidimos probar QI ic•rol y succinato como 

1 .a figura 6. 

d• 

hay 

ntnouna diferencia marcada •n la sensibilidad que presenta 

una cepa silvestre al metilamonio cuando 

dtferent•s fuentes de carbono con arginina fuente de 

nitrógeno. La s.ensibil 1dad sigue siendo muy 11-1mtlar a l.c... que 

Ql UCO'S.& • inc 1 uso 

conc•ntractones menores de 100 mH. Las actividades de GS 

tres cond ic tontil's. 

<tabla 1>. Al utilizar las mismas fue-ntes de carbono, 

dif•rentes. concentraciones de NH~ como fuente dv n1trOgeno s1 

es posible observar una d1ferencia. Como se puede v~r en las 

~iguras 7 y e. existe una menor sensibilidad met 11omon10 

100 mM en las fuentes l imitante~ de carbono e comparar con la 

<f.iQura 3). Al a.n0t.l 1za.r la.s activ1dad9s que presenta la. cepa 

silvestre en estas condiciones. es posibl• observar que la GS 

••reprime a concentr0t.ciones menores, lo cual 

la mayor resistencia observada CTabla 1). 

congruente 

D•bido a la correlación qu• •n Q•neral se observo entre 

los nivele~ de GS y la senslbil ida.d al metila.monio 

cepa sivestre. decid irnos investigar mutacione• 

regula.tortas que afectan la expresión del t,ene 9.l.l!.8• y por lo 

tanto los ni-•les intracelulares de la enzima. 

efecto sobre la sensibilidad. La cepa 

primeramente <f.ue la HX902. la cual lleva 

que 

tenia.n algdn 

•nal 1za.mo11. 

1nserc 1on del 

transposon Tn~ en el gene .9.l.!l.Q., y por lo tanto es inc0t.paz d• 

r•Qular la expresión de 9..l..nB• lo que da lugar • una s1.ntesi$ 

de escape y al fenotipo de constitutiv1dad baja. de GS. Sin 

embargo, al presentar esta cepa el fenotipo Ntr-, es incapaz 

d• utilizar arginina como fuente d• nitrOgeno, si•ndo e•t• la 
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condicton qu• ruttn•rta.mente heme• uttl1zado para determinar 

e-1 4enottpo d• ••n~ibllldad o rest~t•nc1a al metilamonto. Por 

lo tanto d•cid1mos d•terminar Pl comporta.mi•nto que ti•nv 

NH~~ las mi~m~~ que const1tuyen Ja de trans1ciOn de 

senstb1l1dad re~1stenc1a al met1lamonto 

deo anteorn¿nc:. 1.-•na ma'..--:.r r~s1•tencta al met1lamon10 en 

GS. Como 

observar en la figur~ 9, 

ceopa. 

la. cepa. 

puede 

en las que una cepa silvestre es sensible; la Tabla 3 

s1ntettzO 

cantidad•~ muy baJ&• de GS cualquiera 

concentraciones de NH~. E• decir, a diferencia de la C•pa 

silvestre no hubo una transtc10n de GS reprimida a inducida.• 

por lo qu• ta.mpoco -se ob~eorvO uroa tran~t.ciOn de resiste-neta a 

sc-nstbil idad. Esto~ re-s.u l t ados apoyan fuer temen te l .. 

hipCt•si~ planteada en el articulo, en el sentido de qu• la 

resist•nCi• a metilamonio de las mutantes ahi descritas 

d•be a su baja actividad biosintetica de GS. Si bien la C•P& 

MX902 posee OS silve"tS.tre, é-s.ta puede inducir••• 

cond ic 1onos d• 

limit&ciOn de NH~J para la c~lula ~sto equivaldr1a 

m•yor cantidad de enzima mutante-

bio5int.t.·tic& r•ducida. por lo que en ambos cas.os. la sint•s.i• 

d•l &n~loQo GMAD se ver1a afectada de~+avorablemente, y 

&lcanzarian niveles intracelulares suficientes p.a.ra 

lograr la inhibicion de-1 cr•cimiento. Debido a que esta c•p& 

es capaz de crec•r con QlutAmina como fuente d• nitrOgeno. 

analiz&mo .. también ~u capacidad para crecer en presencia de 

metilL~onio 100 mM cuando la Qlutaznina la proporcionaba 

como fuent~ deo nitrógeno a las mismas concentraciones. que 

provocan una transic10n de s•nsibilidad a resistencia la 

c•pA 5ilvestre~ La figura 10 nos muestra qu• la cepa HX902 



también +u• resi•t•nt• 
metil.monio cuando 

conc•ntrac ion•s. 

actividades d• OS son tambi&n siempre bajas. 

condiciones. <Tabla 2>. 
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dif•r•ntes 

••t.•• 

Una C1tpa con caracteri~t1cas. s.1m1lar1ts a la HX902 •S la 

c•pa HX960. la cual t1ene una ins~rc10n del transposOn Tn~ 

•l oen• SLl.!l.J.... Debido a la polaridad d• la ins.erciOn s.obr• •1 

o•n• ~. ••ta c•pa es incapaz de inducir compl•t.~ent• 

ni-eles. de GS. •~i ccmo l~ expresión de lo• si&t.ema~ Ntr. 

Ta.mbi•n anal izamos el e-fec to do e-s.t.a muta.e iOn s.obr• la 

••n•ibil idad al m•t 11 amonio. utilizando ..... 
concentraciones d• NH• y de glutamina qu• para la cepa 

•ilves.tr• y para la Cll!'p.a MX902. Como s• pued• obser ....... ar •n l.as. 

-fiouras 11 y 12. esta cepa. taunbiOn fu• re"S-ist•nt• 

ccmparaciOn de la cepa silv•stre, p•ro no tan clara.mente como 

la C•P• MX902. 51 analizamo~ las act1v1dad•s d• GS de ••ta 

cepa •n dichas condiciones es claro que exi~t• c 1er ta 

inducciOn de la GS en la-s. condiciones mAs. limitantes <Tablas 

2 y 3) • lo cual qut•re d•c ir qu• la inw.•rc ton d• Tn~ en ,SOL.1..nJ,.. 

no •• completament• polar sobre .Q..1..n..Q, o bien que el promotor 

d•l g•ne stl..!l.Q, cuya existencia ha 5ido demostrada <J.C. 

Urbina. cotnun ic&c 10n pe-rsona.l > • 
condiciones para p•rmit i.r la expr•5i0n de 

independientemente del promotor d• stl...aJ... Sin IH'hbaroo. ••ta 

induce ton d• la GS no e5 igual a la de la cepa silve•tre, Jo 

HX960. 

La tesis realizada por Timoteo Olamendi consistiO •n la 

obtenci6n y c&racterizaciOn parcial de c•pas mutantes d• 

menciono 

lo• pArrafos anteriores. la sensibilidad no•• igual •n todas 

las fu•ntes de carbono ni en todas las fuente5 de nltrOgeno. 

Por ejemplo, cuando utiliza arginina fuente d• 
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nitrOgeno y glucosa Tu•nte do carbono, cepa. 

silves.t:re sensible me t: i l amen i o 1 O O mM • 

( 10 mH' 
man•ra parcial, permitiendo el crecimi•nto de9pu•~ d~ varia~ 

horas d• incubacton. En el articulo•• de-mostrO que se pued• 

r•duco la. 

activiCad bio~tnt~tica de 1~ G~. de manera que dl~Minuya Ja 

cantidad de GMAD que pued~ sinteti:~r partir de 

m•tilarnonic. Por lo t~nto d~cidimos buscar mutante~ que 

pretu~nt:aran el fenotipo opue>'!S-to. decir mu t•n te5 

hiper~ensibles cuyo crec1miento fuera inhibido totalmentv aon 

en presenciad• concentracion•S bajas <10 mH> de mvttlamonto, 

qu• no son totalmente inhibidor~s para 

estas mutantes, te6ricamvnte, deber1an capa.ce,;. d .. 

9lnt1rt:tzar el tnhibidor ~O de manera m~<S e+ic1ente. 

La estrateQia que ~eg•JimO$ para aislar las mut~nte• 

~u•5tra en la 4igt1ra 13. A partir d~ vario~ lote~ de c~lulas 

~utageni:ada~ 9e lograron Obtener colonias ~l ~enotipo 

esperado. Solamente se describe la caracterización parcial de 

do ... de •lla5, que re5ultaron ser las m&s estables y las que 

dieron re5ultad06 reproduc1ble5. E~tas do~ cepas mutantes, 

HX1251 y H'.<1252 son incap•ces de 

metilamonio 10 mH cuando utilizan arginina 

presencia de 

<fu en te de 

nitrógeno <Fi9ura 14>, mientra~ que en glutamina o NH~ 15 mH 
mo'!:trados>. 

la Tabla 4. 

Comos• pu•de ob•ervar. pre5entan actividades ma~ elevadas 

qu• la c•pa. '5ilv•stre, per On icamente condiciones de 

limita.ctOn de nitrOgeno. El ~enotipo de estas mutantes 

concu•rda con la hipOte5is de que ~a.e i l alcanzar 

conc•ntraciones intracelulares inhibidoras de GMAD y que para 

obtener la inhibición del crecimiento r equ i s i tos 1 a 

presencia de concentraciones extra.celulares elevadas de 

met i 1 amonio < 100 ITIM> GS intjucida. Para poder .alcanzar 
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concentracton•• tnhibidora~ del an•logo con canttdad•G 

la os. por 

•obr• lo• niv•l•• normal•• de una c•pa stl-•str• cr•cida 
condiciones d• limitaciOn d• nitrOgeno. tal y como ocurre 

••ta~ mutantes htpersen~ible~. 

Para iniciar la caractertxactOn de ••tas mut~cton••• 

r•altzamos prtmoramente exp~rim•ntos simil~res a los qu• 

lA 

caracteri:acton de las mutante$ r•sistent•• al metilamonto. 

Se obtuvieron 11,ado~ del bactertOfago Pl~ a partir de las 

mutantes. y ésto~ •e util txaron para transducir a tas C•p~5 

t1X734 y MX021. s•leccionando el ~enottpo Gln- Cprototrofia d• 

gluta.mtna>; las transductantes ~u•ron anal txadas para ver si 

•1 f•nottpo HAM• (hiper~ensibilidad al mettlaJnonto> y las 

actividades htp~rinducidas de GS cotransducian 

a.l..!!e. observAndo•e e+ectivam•nt• que casi el 

transductantes hipersensibles. Al 

el o•ne 

10~/. de las 

purificar las 

tran•ductantes y determinarles acti-idad espec1~ica de GS 

encontramo~ que seguian presentando niveles superiores la 

cepa silv••tre progenitora en condiciones de limitaciOn de 

nttrogeno (dato• mostrados)I por lo tanto, decidimos 

nombrar a las mutaciones de estas cepas Sl.l.!L!...Q.!. y ~

Ad9m•s utilizamos los derivados del F'14 obtenidos de las 

tran•ductantes de la cepa MX821 para real ixar experimentos de 

cornp19'fTt•ntaciOn de inserciones en lo• gen•s .sü..n.a. • .9.l..nJ,.. y 

.Ql.nQ. a•1 como de una cepa ~ilvestre. 

En est• caso, @1 an&l isis por complementación resultó 

tan dir•cto como para las mutantes r••istente <Tabla 5 

d•l art~culo>, debido a al~unas caracteristicas peculiares de 

las cepas compl~entadas. Los r•sultados •e puede observar en 

la Tabla 5. Al complementar a la cepa MX944 <.9..l..n.eZ..!.::Tn~) con 

los di~•r@nt•s plasmidos, observamos que es capaz de 

en presencia de metilamonio 10 mM Si le introduce el F'14 
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5ilv•str•. p•ro e• hip•r'San•ibl• si el F'l4 porta los •l•lo• 

~ O q}Jl..LQ..2. Esto indica qu• •~ta~ mutacion•• son 

r•c:••iv~'!:;. zi lo~ geno~~ y QJ..n.Q. c:romo-somalc-E.. Al tntf'oduc:ir 

los mi~o• p16.midos a una c•pa •ilvest"•• observ.unos qu• las 

mutacion•• tampoco son recesivas al Q•n• 9..1.nB cromosomal¡ la 

mu tac tOr. s.1~ ... 1Ql. parece .. er Cor.lpl eta.mt!'nt.e don-1 inan te, miwn tras 

qU• la 9.l...n..1.Q2 lo solo parcialmente. Las cwpas MX961 

<~=:Tn~> y KY91:? <.s..l..n.s:l.Z!:tTn~> port:a.r1do cualquiera d• 

'º" inclusive .... F'" 14 s..ilves.tre, 

hiper~ensibles. E"StO pudiera explicarse por el e4ecto de ... 
F 1 14 silv•stre no presenta dicho 4enotipo: •~capaz de cr•c:•r 

•n pr•~encia de met.ilarnonio 10 rrM, a pesar de pres•ntar la 

mi~& dosi~ g•ntca. 

Un dato a.die ion al interesante que las mutacion•s 

9.ln.J..Q..L y~~ ~on incapaces de suprimlr la auxotro41a por 

glut&mina provocada por una ins•rci6n de Tn~ •n el gene sU.D.E· 
Al introducir el alfflo .QJ...n.E.Z.2::Tn~ por tran~ducciOn las 

cepa5 HX12~3 <gj_nJ_QJ_> y HX1254 <sJ...n.!...Q6>, m~s del 95X d• las 

~ran•ductantes resistente5 a kanamicina resulta.ron ser Gln-. 

Lo anterior indica qu• la expresión del ~enot1po MA-• d•p•nde 

dtr la transcripc10n originada a partir del promot:or ~. 

m•diada por los elementos reguladores NR~ y a• 0 • 

Tornando eon cue-nta. los resulta.dos a.nt•rior•·S •Xist•n 

varia• posibilidades para explicar el fenotipo provocado por 

las mutacione~ 5tl.!l...LQJ.. y~- Una posibilidad qu• 

trate- de mutacion•• estructurales en s.l..na, que d•n lugar 

@nzim• capaz de e-fici•nte-mente 

met l l a.mon io sust:ra.to; implica.ria 

actividades m•s altas observadas en las cep~s portadora• d• 

los •lelo~~ y~ no necesaria.mente se deb•n 

hlperinducci6n de Sl..!.nB· Sin embargo, la po•ibilid~d d• qu• 

-fueran mutaciones e~tructurales explica porqu• las 

acti-ldade• en condiciones de de nitrog~no 
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•1Qn14icatlvamente di~•r•ntes a las d• Ja c•pa sllv•str•· 

Actuatment• no• •ncontramos en proc••o d• puri4lcar la •nzima 

d• ••tas mutant•• 
posibilidad. 

Otra posibilidad 

para con4lrmar 

mu tac ion•• 
actlvacl6n mayor de la 

partir de !.ll.!!.aeZ· 
cualquiera de los el.mento~ 

involucrados en la •xprusiOn a partir de est• promotor: 

a> mutacion•s •n el sitio de uniOn a NR. • qu• pr°"'ocaran 

una uniOn mAs e~iciente de ~ste al DNA 1 las cuales podrian 

local izarse en alguno de lo~ dos sitios d• unión ~uerte 1 o •n 

alguno d• los tres sitios d• uniOn dObil <Hirschman ~. 

190~1 Reitzer y H&Qasanik, 1986). 

b) mutacione~ en el promotor~. que generaran 

mejor reconocimiento por part• de o'ª• 
e> mutaciones en .9.1.!lQ qu• di~ran Jugar mol~cul~~ de 

NR1 alt•radas, capaces d& unirs~ m&s fuertemrnt• a los ~itios 

principales o secundarios en la r•giOn d• control de s.l..!l.a, 

capacrs de ser fosforiladas m•s •fici•nt.n't•nt• por NR 11 • 

Todas estas posibilidades dar1an el fenotipo ~bservados 

dominancia, expr•siOn de .9..1..DE! dependiente de a- 0 , y 

mayor capacidad biosint•tica d•l an•loQo inhibidor GNAD baJo 

condiciones d• limitaciOn de nitrógeno. 
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El an•logo d• amonio, m•tilamonio, ha sido ampliament• 

utilizado •n •l ••tudio d• lo• sist..mas d• transporte d• 

amonio microorg•nismos procariOticos. y 

•ucariOticos <Brown, 19811 Kl•in•r, 19011 Kl•in•"'• 1985>. En 

••t• trab&JO h.mos •Xplorado la posibilidad d• utilizarlo 

'*in•w.. para .. aisJ.ami•nto mutaciones 

r•l•cionada• a la asimilaciOn de nitrOg•no. Para •sto, h.mos 

d••crito un nuevo f•notipo par•~. •l de s•n•ibilidad y 

r••i•t•ncia a ••t• análogo. 

El Tenot ipo de S•nsibil idad ... m•t il .amen io 

eje-re• 

acciOn dir•ct&mente, Aino que d•b• ••r prim•ro m•tabolisado& 

por lo tanto, la •xpr•siOn d•l *~notipo de ••nsibilid&d 

guarda una estrecha relación con la asimilación de ~onio. El 

metaboli~o d•l m•tilamonio es llr~ado a cabo por la GS y 

con•i•t• ... del analogo de otutamina 

T-otut•milmetila.mida <~D>. Por lo t-..nto, el -fanotipo d• 

••nsibilidad est• sometido a 1• mi~ma regulaciOn 

••ta sometida la s1ntesi~ de GS por el •istema Ntr. 

la qu• 

T•nemos varias evidonctas d& que el verdadero inhibidor 

•l anAlogo OHAO. En primer lugar, las concentraciones d• 

m•tilamonio re-queridas para inhibir el crecimiento 

•J.....,adasc peonsa.mos que estas reflejan t• baja •Tinidad qu• 

manera que para qu• la GS pueda sintetizar concentracion•• 

intracelulares inhibidora5 de GHAD se requiere suministrar al 

metilamonio en cantidades suTicientes para que pu•da 

meta.bolisa.do. Concentraciones extracelulares tan altas 

est•n limitadas por el sist.-ma de transporte de amonio para 

•ntrar a la c•lula, ya que la permeabilidad de la m9'fnbrana 

19S:i> y 

por simple difusion debe capaz de alcanzar niv•l•s 
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36 µM. por lo qu• •• ••t• u•ando un •xc••o d• mAs d• tr•• 

Ord•n•• d• ma9nltud por •nclma d• la K.... Adn con 

conc•ntracton•s no totalment• lnhtbtdora• d• mettlamonlo <por 

•J.-mplo 10 mM> ••t• sistema estaria compl•t&ment• saturado• 

lo qu• indica que •l paso 

la entrada del 

llmttante para obt•n•r sensibilidad 

sino 

trans~ormactOn para la GS al -•rdadero inhibidor1 GHAO. 

La importancia dol motabolt~o del metila.rnonto para 

obt•n•r la tnhiblciOn d•l crectmi•nto •• ....,idenciada por la 

d•pendencia d• niveles inducidos de os. sin 105 cuate• no hay 

s•n~ibilldad hacia concentraciones extrac•lular•• el....,,ada• 

d•l an•logo de amonio. El cr•cimi•nto de c~pas incapaces de 

inducir sus niveles d• GS, bajo condicton•• d• limitaciOn de 

nitrOQ•no. por t•ner mutacion•s r•gulatoria• C9.l.n.1...1:Tn~ 

sü..DQ11Tn~) no@• inhibido por las mismas concentracion•~ qu• 

pro-ocan una inhibiciOn total d•l cr•cimivnto cuando la GS 

pu•d• inducir normalm•nte. Pudiera p•n•ar•• que ~ste 

-~•cto de la mutaciOn regulatoria 

d•cir que el blanco de la inhibiciOn solamentv fuera inducido 

d•scritas •n •ste trabajo son Ntr-. y pr•sentan 

alt•raciOn gen•tica mutacionvs e5tructur&le• 

biosint•tica de la GS. y por lo tanto 

m•t&boli•ar al metila.monio y convertirlo 

incapaces de 

GHAD, lo 

demu••tra la casi nula acumulaciOn de este an&logo. He-mo• 

pr•sentado también evidencias dR que cepas mutant•• 

limitaciOn d• nitrOgeno. y que son superiores a 105 d• 

c•pa silvestre. mani~iestan hiper•en5ibilidad hacia •1 

metilamonto. lo que nuevam•nt• re~uerza •1 papel qu• JU•Q• 

••ta enzima en •l ~enottpo de ••n•ibilidad. 



- 20 

qu• todas las condicton•s ~i•ioJOgicas 

mani-f!i•sta la ••n'tl.ibilidad al metilamonio son c:ondic:iones d• 

activación d• la •int••i• de GS, dond• la. tran•cipciOn 

provi•n• promotor con die ion•s 

fisiolOQicas dond• Ja transcripción proc•d• de ~ 

o•n•ran nivele5 suf1cientementv a.ltos de- GS para 

alcanzar nivvl•• inhibidores de GMAO. La Onica condiciOn que 

hfPmo• encontrado •n que la GS ~•t• inducida y •l m•tilamonio 

inocuo 

olutamina 

preaenc ia de conce-ntrac ione-s a.l ta'S de 

fuente de nit~Ogvno. Est• •f•c to de la 

Qlutamina paree• indicar que •sta es capaz d• comp•tir con el 

an6.logo •intetizado por la GS, aliviando a.si la inhibición. 

E•to pue-d• S.•r interpreta.do. a.de-mAs., Con\O ....,idenci• d• qu• •l 

verd.ade-ro inh ibidor es el anal ego de gl uta.mina, y vl 

m•tilamonio. Actualmente no sabemow. 

inhibidor. Una posibilidad es que inhiba. algOn paw.o varioc. 

meta.bol i-.mo de glutamina. Est• 

m•taboli.mo •• bastant• complejo, y~ que la glutamina actOa 

como donador de su grupo amido en muchas vtas biosintOtica• 

CStadtman, 1973) • por lo que resulta.ria. dema.5'ido ••P•culat ivo 

el tratar de mene tonar un solo paso metabOl ico como el blanco 

de- la inhibición por ~D- Otra posibilidad 

ani-.1 ogo pudiera incorporart;.e prot•inas,. 

reportado para anAlogo~ de arginina <Cel is• 

que e'S.te 

ha sido 

1982> y de 

prol ina <Ra.tzkin y Roth. 19701 Ra.tzkin ~. 1978>. Sin 

su-fr• 

apa.r•ntem•nte ni ngon meta.bol i'&-mo ulterior vario,_ 

procariotes que no pueden utilizar metilamonio como ~uente de 

nitrógeno <Kleiner, 1982; Barne'S ~. 1983>. El ónice 

e-fecto -fisiológico reportado para el anAloQo GMAD el de 

inhibir al acarreador de amen io de A • .._..ingla.ndi i (Jayakuma.r y 

Barnes, 1984) J otros anAlogos de glut..mina. ta.mbién 

capa.ces de inhibir al sistema de tra.n5porte de a.monto de 

K. pn•umoniae CKleiner ~. 1983> y la mism.a glutamina. 



ti•n• un •-f•cto inh ib idor 

Serv~n-Oonz•l•z y Baat•rrachea, 1994). Por lo tanto pudi•ra 

p•naar•• que la inhibiciOn del cr•cimi•nto •• d•b• a qu• al 

an&logo Gt1AD acumulado inhibiera al acarreador d• amonio. 

Suroe la pr•ounta, entone••• d• si •l acarreador d• amonto •• 

•••ncial para el cr•cimiento de ~ condtcion•• d• 

limitaciOn de nitrOQvno • .al igual que para K pneumoni:pe: 

<Ca•torph y Kl e iner • 1904>. El h•cho de que c•pa.. ~- de 

~. incapaces d• inducir la a1nt••i• del acarreador de 

crecimiento relativamente bu•no 

concentracione• extr.a.celulare• ba.J•• d• amonio Onica 

mutante Aimt-

K. pneympnla.• no crece> sugiere que ••t• no•• •l caso. Esto 

pudiera r•~l•J•r el hecho d• que~•• m•• e~ictente que 

K pn1tym9nia• en la utiltzaciOn de conc•ntracion•s baJas d• 

amonio, por lo que pudiera 

•stricta de la presencia d•l acarreador. Es e-vident• qu• 

requiere de mAs exp•rimentacion para de~inir •l m•canismo 

•><acto d• tnhibicion, •i bi•n re .. ulta. apar•nte que la. 

•~nt•sis de GMAD por GS es. requisito nece•ario. 

an6.logo• la dv poder utilizarlos herramientas para 

r•altzar estudioa ~isiológicoa o gen•ticos. Cremmos qu•, para 

•l estudio de la. as.tmilaciOn de r.itrOQeno, •1 m•tilamonio 

pu•d• r•sultar un candidato inter•sante. Por ·~~plo, da.do 

qu• la. sensibilidad al metilamonio depende d• los mismos 

~actores de los que depende la asimilaciOn <la. disponibilidad 

de esqueletos de carbono, la disponibilidad de nitrOgeno y la 

posibl• que 

utilizar el ~•notipo de sensibilidad para conocer el grado de 

limitación al que se encuentra sometida una cepa. Creemos que 

e-ntr• m.11.s la 1 im i tac i On , mayor la 

s•nsibil tdad, ya que habrA una GS mas activa, menos amonto y 

por ende meno$ glutamlna intracelular. 
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Este trabajo demuestra que•• pu•d• utilizar •1 <f•nottpo 

d• sensibilidad con <fines g•n~ticos: ha permitido el 

aislamiento de cepas con mutaciones ya estructur.a.les 

reQulatorias. Ad~ma~. 91 tipo de mutaciones que pueden 

aisladas depende de una de las caractertsticas particulares 

de-1 ~enot ipo: dependencia de 1 a d1sponibil 1dad 

nitrógeno. Es interesante hacer cornpar.ac ión otro 

análogo de glutamina qu~ ha sido tamb1~n ut1l izado con fines 

gené>t ices y que tarnbie!>n inhibe el cr-ec imiento dependiendo deo 

la di<Sponibil idad de nitrogeno: la. met ion ina su l fox im ina 

<HS>. Est• analogo dP glutam1na capaz de inhibir 

irr.....,ersiblemente a Ja GS y ha sido utilizado para aislar 

cepas mutantes resistentes tas cuales poseen una GS alterada. 

1 A CU&l ahora inseons ibl e la acciOn inhibidora del 

an•logo corno consecuencia de mutaciones estructurales (Mllle~ 

y Brt!'nchley• 1981). La senslbil 1dad al metilamonio y la 

-..ensibil idad a la t1S se presentan en condiciones opuestas de 

di•ponibil idad de nitrógeno. Mientras que el fenotipo de 

sensibilidad al metiJamonio se manifiesta en condiciones de 

limitación. cuando la GS se encuentr~ inducida. la MS 

estas condiciones es bastante menos eficiente como inhibidor 

que en condiciones de exceso, ya que aparentemente tiene que 

titular una mayor cantidad de moleculas de GS (Qsorio ~. 

1994). Como consecuencia de lo anterior, cepas .9.1...n.Q- que 

sintetizan niveles anormalmente bajos de GS mani~iestan 

hipersensibilidad a Ja MS, Jo que ha permitido el aisla.miento 

el promotor .9...l..n.a..e. ( osor io de mutacione~ regulatorias 

~. 1984; León ~. 1985>. Nuevamente esto 

contraposiciOn al fenotipo de sensibilidad al metila.monio. 

para el cual cepas .9.l..n.Q- con niv~les bajos constitutivos d• 

GS son resistentes, y para el cual la hipersensibilidad 

obtiene por niveles de GS superiores 1 os normal es 

condiciones de l imitaci0n 1 y que muy probablemente a~ect•n ~l 

promotor~-
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Una d• la• razon•• por la• qu• hemos •studlado •1 

~•nottpo d• ••nsibilidad y r••i•t•ncta al m•tila.monio 

E, cglt ••con •l obJ•to d• tnv•stlgar si pudiera .mple•r•• 

est• an~looo para aislar mutacion•• ••tructural•• •l 

sistema d• transporte de amonio- Originalmente pensamos qu~ 

transpote. Desde los primeros experimentos, nos dimos cu•nta 

que la sensibilidad era un f•notipo m~s compl•jo de lo que 

este planteamiento inicial. relativamente simple, implicaba. 

Por lo tanto, decidimos primeramente estudiar el fenotipo de 

sensibilidad como tal. SurQe ahora Ja preounta de si contamos 

y& con las bases para diseRar un m•todo de selvcciOn de 

mutantes afectadas en el sistema de transporte de amonto 

lo que $&be-mos de la sensibilidad al metilamonio. Creemos qu@ 

ser~a n•c•sario •ncontrar aquellas condiciones donde •1 

cr•cimiento sea inhibido por concentracion•s sumamente bajas 

d• m•tilamonio, que ~u•ran dependientes del sistema d• 

transporte para entrar la celula. El h•cho de hab•r 

•ncontrado que en ciertas condicione~ de crecimiento <por 

•Jemplo con prol ina como fuente de nitrógeno> existe mayor 

al de que esta hip•r~ensibilidad, 

hipersensibilidad 

aunado 

tambi&n puede alcanzada por 

diriQ•n 

•sTu•rzos espec1~ico• hacia tal Tin, se podri& disegar 

método par~ el aislami•nto de mutaciones estructurales que 

&Tecten al transport• de amonio. 
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CRECIMIENTO EN LB 

(CEPA SILVESTRE MX614) 

¡ 
MUTAGENESIS CON 

ETILMETANO SULFONATO 

(Según Miller, 1972) 

¡ 
RECUPERACION EN LB 

Y LAVADO DE CELULAS 

i 
DILUCION Y CRECIMIENTO 

EN MEDIO MINIMO (GLUCOSA-ARGININA) 

+ METILAMONIO lOmM HASTA FASE 
EXPONENCIAL TEMPRANA 

~ 
2600 U/mi DE ~"' PENICILINA G 

¡ 
LISIS DE CELULAS 
NO HIPERSENSIBLES 

DILUCION 
(CAJAS CON 

LAVADO DE CELULAS Y 
RECUPERACION 
EN MEDIO MINIMO 

( GLUCOSA-ARGININA) 

---------- e 2> 
Y PLAQUEO 
EL MISMO MEDIO) 

i 
IDENTIFICACION DE HIPERSENSIBLES 

Y PURI FICACION 

~(GLUCQ!'O.A 
~ ARGININA) 

Con MAlOmM Sin MA 



~
 

......... _ 
\ 

N
 

----
~
 

--z...-. __ 
o r:: 

--...,, 
~
 

<
b

 

'~ 
·
~
 

u 
:::: 

o 
r:: 

N
 

o 
'° 

.e
 

~
 

N
 

\\ 
<

(
 

>< 
:E

 
~
 

:E
 

:E
 

:¡¡ 
E

 
2 

~
 

T
 

o 

ª 
o 

e: 
~
 

1 
<

\ 
'T' 

~
 

1 
~
 

·-z, { 
.J. 

o 
-
~
 

.r:: 
\,Jo 

~
 

<
(
 

<:;, 
l I 

:E
 

.__ 
o 

<JLi. 
:E

 
<:: 

:1 
o 

E
 

o 
# 

o 
.., 

"' 
iñ

 
.e

 

j 
o 

~
 

:1 
-~ 

>< 
<¡~ 

-~ 
:E

 
\\ 

.i, 
e: 

~
 

~
 

<
(
 

<
b

 

ª 
o 

:E
 

e: 
~
 

"' 

----
~
 

éñ 
<:: 
<

b
 

--z_ 
----z

._
 

I 
~ 

---
--

---------...____ --
.. \ .. 

~
 

.§
 

"' <
b

 
~
 

.__ 
--

\ 
o 

"' 
~
 

-..... 
1 

o 
~
 

--
\ 

.e
 

<O 
~--'\ 

§; 
>< 
:E

 
...... 

.... 
d ~
 

ª 
o ~
 

~
 

H
ª
l>

I 
s

e
p

o
p

1
u

n
 



--=3 =
 

ª 
~
 
~
 

~
 

<
 

:: 

~
 

--·
~
 

>= 
-,¡ 

~
 

-
-

-
~
 

"" 
~
 

%
 

=
 

=
 

-~ 
~
 

~
 

G
 

~ 
:: 

;;¡ 
-

~
 

=
 

=
 
~
 

~ 
--

: 
-

~
 

1 
-

~
 

=
 

2 
·'"' 

....: 
~ 

=
 

~
 

~
 

=
 

=
 

=
 
~
 

~ 
~
 

~
 

G
 

" ~ 
-

=
 

~ 
~
 

=
 

~
 

.. 
~
 

~
 

>1 
.., 1 

~
 
~
 
~ 

.,; 
º 

"' 
~
 

-= 
""" 

º 
~
 

~ 
=

 
"¡i 

~ 
- -

~
 

~ 
~
 

o 
~
 

o 
o 

o 
~
 

-:. 
G

 
=

 
~
 

o
· 

.§ 
=.. 

~
 

=
 

;: 
¿ 

~
 

-· 
~
 

'"-
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Tabla 2. 

Actividad especifica de glutamina sintetasa de las cepas 

HX614, MX902 y HX960, con diferentes concentraciones de gluta~ina 

como fuente de nitrógeno. 

(nanomoles de (-glutam1lhidroxamato/min/mg de protelna) 

Concentración de glutamina en el medio (mg/ml) 

Cepa 0.1 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 
--

MX614 (glnALG
1

) 1 070 n.d. n.d. n.d. n.d. 940 

HX902 (~: :Tn~) 40 50 40 40 40 40 

MX960 (9.)1::Tn~) 1 580 910 750 440 310 330 

n.d.: no determinado 
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~ 
f!.ctlvldad•$ ••o•c1ftca5 de glutantlna 2lnt•t••• dt ••• ccpa1 MX614 SglnALG•), 

M>S12:SI <gJnlOI) y MXJ252 <gtnl02> .. 

C•pa Al•lo Glucosa-~ "' ..... Glucosa-NH.a. o.:s n'l'1 Olucosa-Arginlna 

H><614 .5ll.!!J'll.li• 140 ( IOCJX> 1 OBO ( 100"/.) 700 < tom:> 
t1)(12Sl slnJJl.L 200 ( 143':) 2 410 ( 223Y.> 2 200 <314X) 

H>C12Sl !llJL1.2Z. 130 (93X> 2 120 ( 196Y.) 2 420 <346:>!> 

Actividad .-p•c1~1ca d• T-glutaralltransf•rasa <nanc:noles./min/mg prot•tna> 

~ 
Cgmplm•ntactón dr stp•J: >ilvt1:tr•1: y mut&otts con d«r lvadot. del 

pt~1.mtdo f'14 llrvando la rtgl6n glnALQ >ilv•1tr• o con 

la• mut1clonts gtntOI y glnl02 

Epi soma 

F'l4~· 

F' 14 9.l.!!...U!.1. 
F'1'4~ +/-

e r o lft o 
H>C'.944 

S&.!..nellt tTn~ 
t1X961 

Sll.n.l..ll• 1Tn~ 

crtcimiento en pr•stncia d• metilaaonio 10 11111 

argtnina corno fuente d• nltr6gtno. 

HX913 

~11Tn~ 

medio •1ntcno con 

- - crtcimitnto Inhibido por mttll&nonio 10 mt1 el mismo ,.•dio. 



cis-dominant .. glutaminc synthctasc constituth·c rnutations 
of Eschcrichia co/i indcpcndcnt of acti\·ation 
by thc glnG and ¡:lnF products 

Aurcr11 V.()<,,.,,., .. l.ui" ~r•1n-(;on1.il..-1. 'l11rtn Noch•'"• Alrj•ndr• .\. ( ,,.11rrub1a.,•. and F..-rn.andü tJa.,larrarht.·.a 
< <,. •• ,. Je 1 n • ._-,, . .,.,~,.,r, ,.,.,,: 1ri·~mcr1 .. ( ,. . .,, '•< .• ' Ji,.,,,..~ r., ,¡,.,,,_, 1 ."no•<"''"~'"'! ....__.," •n.11 J\"'"'" •m"' ,:.- "'h·• ''' • 
Ar .. n.tdo [>,,,. ii 1(•-!::•.IM'll '1''-"' ."••. !>' '1•·•ou• 

!'.urnrn•ll')· ~h.1.ir.h rc·•••!.1nt '" H 11'1 1 nH !)""'""'" 111 "" 
Í<l'<IOHne f"l,f<,¡ .... ere l'•<ll.He<~ "r l(IUu••c• ttll1lltl1.d I~ Tll'l 
~11; me<.l1un1 pl.11e•, frc•n: /."/., '" '"'', ,,¡, ;_dh ,,.,¡.,,¡, "'"'<' 
11)rc'f'-C'0'11•'"' !u l!u, ._,,.,.._·cnl<--'~"'" ••I !he .1n.1lnrue h' 
Hr!Ue uf lhcor h.irh,,nn¡.: c/n(, 11111!.1!1•"1• "1.f<,·H""''·•nl n>u· 
t.tnh .J<'r"cd Ir""' •Ir.un '1'1.'l!I;! ,·.uricd. "' ,,d,l111.or1 1" 
u .. i.:fn(-_~4. Tn.• .111.:k. 111ut.l\1"n" ll!'hlh hnl..cd Tn cf11A. 
_. .. 'hº"'" ¡,, 1'1-n1cd1.H<"tl lr.tnulu<.lh•ll •·-.rocr1111cfll\ C>n•• 
p.1ru..,ul.1r .dlde. ¡.:In ~t,. v.h1<-h ""í'l"••,,._-.i 11><' "1.1~··••'""'"'1· 
I~ .._.,nf<'rr<"d i-.., c/,,(,-4 :n~ hui n••• 11, S\I ph,·nnl~J"' 

1.n.tl"o•IH) I« tr.1n'P•'" ·"'d ut1!1.rc '""lf'"und• '"'-h . .,., .ir~·1· 

1ur:c <>Ir" ¡-•nhnc "'' the •·nh. n11r"l'"'" "'•HC<"'f ""·'' •h""'º 
h• ,,n., .... "'"\l'!uU<-c "'P'<"'""'"" ,,¡ •·lu!.•nunc ''"'h.:1_..._. 1n 
thr .ih'-C'r .... c ""! .,.,1, PI•' 'urH.ll•H11 • '•.{, l'''"Ju,1 hui""" 
ni .i fun.;llon.o! ~'"' P"'d.i._1 11"' 1 ... -~"''"'' "'·'' !•'11nd tt• 
h..· <••-<l<'mln.anL 11> «>mpl<'UH:n1.111"" «•p<-rnt1cn1, "'llh 1 1.; 
mcr<•¡,?t"n<•lc' In .tn ••tlu·r....,,,, ..... ,1.l t)P<" i.:cncr1, h.1cl.>!r••und 
_., 1n "1.1X'1:•11xi•1--,., .;I" 1 · ~·/•1f • ,.,,.,,, · i.;f,.f · 1 ¡.., ... .._.,.., 
normal .lCll>.t1u1n. n1cd1.a1cJ h~ thc o.:/,.r, .ind ,-/,,/ f'"•dud• 
.... _. ... pr.,fcrrcd .,, .... , th.11 n•c•h.11rd "' ,.;,... -,., 

InlrodU<."1iun 

Cilu:.1m1nc '~nthc ... ,.._ 11 rlu:_.1n.1l<' ,1111111"'"·' 11~""'" (/\l ll' 

:nrm1n¡:1. l·C t. ' 1 :1 " "n"' ,,, "'''·r.tl r•<>t«n1-. "' cnl«fl< 
h.u:tcn.i "'hn....: ·~111h._-,,, '" rcizul.11.-J ¡,, 1hc .1•.11l.1t-l111~ "I 
nltroizc-n 1n 01c ~.,,,...,,h me<!"·"' 1V.·,,.,1r,,11< ct • .r l'H't>I 
Undi:r n1lro¡:t>n i,..,,.;,,:,cn, .1-. 111 th<" P'•"•<"ll<-< • .,1 ~lu!.111111><·. 
izlul.lmalc. <lfi!ln1nc. pr .. llnc <>r hn" .:un<.cntr.1\HH1' .,¡ .11n
mon11..om 'º"" .... 1t·i: o:>I:. nitrn)(<'O "hH.:c-., ~lUl.lm1nc "'\n· 
th<'l.l..., '"' dcrc-pr.,,-.cd Th<.· ... :,~11.<"• <>I lu¡:t; .1nun.,n1un> '"" 
<.·nn<.cn1r:.iu"""' '" 1hc mcd1um '-•'""<." •<'P'<""-'·'n h·. _,.,,,u\ 
10 10 :'.D·f••IJ l:'<pcnmcn1.1l <'•l<kll<<' •>ht.11nt•d 111 •l1llt•1cnt 
lal1or:.i1unc-. 1nd1<-.&lc\ 111.al 111..- pr<>dui..1-. uf ....:•ct.d ¡:en.·•. 
> lnF. 1:1•1/ •. xf,..(,_ .and ~ln/I. JJ'f"'•U lo n1cd1.11c t<.•¡.:u 1.11"'" 
nf >:lnA. lh., ~HU<.\ur.il ¡:~·1,c lor th., ~lut.•m1nc '}nthcl.t-.c 
monomcr. ptc\u1n.1hl~ .u lhc 1t.an...:rirn1un k~cl 4 Rutl1 ... 1c1n 
et .11. 191'0. f>.1hcl <'l .11 19~C:~. C"iuld1c .1nd ~1.a¡:.1 .. o1mk 1911.:'. 
C..ulC'rm.an el .al 1<.lk.:'I 1 h<'-.c g.,nc" .ahu rc1"ul.11., 111<' "''P'"''" 
.uon uf oth.,r nrocrnn-.. ur izcn""' "'hn-..c: pr<><..iu;_·t, .1r<' 1n-.ol\<'d 
1n lh<' tr<lfl\IX'rl .&nJ uultr.ataon uf .a numhcr uf uq;:.1n1c 
n11to1l'ellL1U'i> «omrounJ,. "uc.:h ;.i-. hl\lld•nc. aqun1nc nr pro 

º""''"''"'"'""'"'" 1 11 ..... 1 ...... ..i..,. .. 
• p,, . .,.,.., ,..,J.J,,., C.;:ntro Je ln•.;: ... l<t!-''"'"" ,..,hrc 1 •J .. •••>n Je 

~11ro~cno lJn,...C'n•<l-'d N"<."IOn->l "uhlll<>md <k 'lcu'-"· Ap.,r 
1.aJ" r .... 1 .. 1 5t>)-A c .. .,, ..... , • .:: .... !'.t .... ,..,., .. .._., 

1''"'· 1h1 ,,,,.,,..,,.]~ n.Hnc<l H<"J." í'bcn•>l'l"-•Jf'.1la·I ·• ·! l"lcr 
1'17'1. (Íut<.·rtn.an <"I .. r l'P•:'. "1.1"'- ..._.,,1 .-1 .d l'J"',J. l.11._•1 1, 
n.unc•I 111<· ~I• pt;,·nonf'<'." 1"1.t.1~·.1 .... ir.a 1'11':'1 v¡, I tnul.1 
U""" lirq d,._.,,e1cd in .-. ... tna.,.,, lf,_, l\/>lu,.•unun• t'>~ (•.HU_. 

el ..11 11'177J .. r., ¡,...__,1cd .al nlln kf. "" \IH: 1 ... 1,.r,,hi,1 ,,.{· 
rn.op 1ll.a.hn1.1nu .tn<I I •"'" 1'1!-111• t._.¡¡,'""'"''"" .• t1\ul.an1 
&!In/-,.,., ~·lul.1r111nc n·quor"'''· e iz. 1tu:·, ''n1h.-.1_,._. ¡.:lu1 .. m1nc 
-.•nthc1 ..... ._. '" .&m"""'' ...... .,., ¡.,...,..,,.- lh.111 11,.,_, h>und u1hkr 
c\T1cm<'. rq·•rc .. ""t! ._.,,,.1111nn" .:fr•I n>u:.anh ,.._,._·rl 1u the 
e.in· pll<"f"''~P<" -<I lr<'qucn'-'"'" ,,f ,,h.,.11 1•1 ~ ~''''' ul 
th;_• r<'.H"rl-'fl1<- LJlr\ '" ... 1.1111nn !<• !h<" """"' .. 1 <!lnl OH•I-•· 

IL••n. '"'''nd.1r~ mul.111<•1" 111 .1 l'<'fl<' ,¡,,...._1, hnk..,.d l" chr 1 
"""'"'d ¡.:fnt, "' I , ,.¡, tl'.,l:cl ,,,.,! 1 ~In 1•17•11 .ond cl11H 
,,... ., "l'I"'""'"""' 1 "'"''" <"I .d l"~'l.11 \• ,olfL'J<h n1cn· 
1h>!1Cd. ¡•{•1r, <n .. :.1r.I· .11<· ( o)"l • f he\ °' l'lh·•1.f<" ¡,.,. •""'11· 
n.ti.c k'C"I' "I 11tu1.1r-,,11:<" '"'thc!.1-...• .1n.J ... ._ .• ,i .. _. :"-.ir on 
,·nh<."r .1 .-lnl · "' i:!•·I h.,.l..¡.tr• .. 1!ld l~,;.cttl "'"k11cc· 
1 '\l .. I ,ul.1nd ._., .11 1-.;o..J J 1nd1<..'1C• 11,.11 .:'"" 1<•r i.:f,,HI ,. 
,,,.¡ """ hut 1..,,, ¡1c·11e• l l•c t.-1..tt•'" "''cn1.&!1<>n ,,( thc;.;_· 
f""""' m 1l1c I ,.,¡ . ._¡-,,"""""""'<" i.. ,.,.1 f .:/,,f. ._.¡,,/ 
,_:/,...f ,¡,,,_ 1hc- ,¡,.,.,¡,.,., •11 u_..,...._,1p11"" ,.¡ th .. · thr .. -c ~·<'n<"' 
•"-<-uro m lhe '·'"'" ~'"'"H-r<-1,,,i......,,...._. d11n1<<ln 1ll.ul..111.1n 
t"I .•I 1'Hd l'.1hrl el .ll l'•x.:"1 

tJn thc h""" ,,¡ •hcu ,., ... .,1i- ,,.1 .ul.rnd , , . .i 11•10.¡, 
)!.Hcpr,,p<•ocd .1 nh•dd ,., "l11;_h lb<-·.;.•/ .11.d ,.¡,.,, r''"dLhl" 
fUll<.11<•11 ·'' .1 f<'P'<""''' prt•ic·1n ._,,.,•pk< l<•r o.:I» ~ .1nd ,,,¡,._., 
n1trn¡:en- .... n11.,llcd ~·"""' 111<' '-r'•"'"'' '""'l'I"' "'-'' ti..· 
... z.-d "P"" t>, 11,. i:f.,/ rr ... !u.1. ·i.,, d'""!. "' 1ln<'ufl• 
.< <. • .t.11~11<. or'1.ol! "'"!c-'-ul.ir "'<"1>•!,t ¡ I• .\.,.i l~ll" .... n~ctlllll> 

~' •• ~~:;• f,,rn• ••1:n I'""''"" r.·.:.11.11"'. ,l. .•. ,_,,., , " ·"' ... 11. 

-.in<.c tl>t> lr,.,•,._·,hi11 ttlu1.111on~ "' '\hl .1rl.11Hi .-1 .al 
¡1'>'>11111 ,-,lh<"r ~·'•rl ': ~/.rf, .111<'<.l•"d <'!lh !h<'. '-'"í''•"-''"" 
,.,t nnc pr.,11:1n Pl•'<lud hui n•H lb • ., ••I 1hc• olh;_·r .• H><l "''"'" 
....,,. lo.no""" 111.11 tr.1n1e,l11ll znut""""~ _,.,. '"1-'hh p<>l.ir. 11 '" 
protwhle tb.H >:In/ .1nd r.:111<• ho..·1<·11¡: ''' .htkrent tt.1n...:np· 
t•nn.il un11-. In_.._.._,,,.¡_..,,._. ""h th<'·••: "h""''·"'""'· 1t.1 .. l..-
1n.&n c1.1t cl''"ll h.n., .i., .... ,,t>.;.J "<kt..:11 .. n "'"'"' .,¡,.¡ 
"'hu;h l" n"np<>l.1r '";:/ne. 111 o1 f'l·""".J '"''"'·""'">' 11<, .... h .. k 
¡.;:In -f rc~1<>n !'.c\erlh«I<-·'>•. Ji:fnl nlut.1lu•ri.. p<1l.1r '" ¡.:/,,(i 
h.&•t> "''"' hc'cn "'"L.11ed h:-. (i l'.1hd l<-1u"t•·d 1n c·h.,n .. ·1.11 
1<.l~;"t A.-..:ord1n¡::: \<• P.1hcl r1.1I ll'Jl<~I o.:fo-f .tn<l 0:/11<. .tre 
~·1'prc~...,d undC'r m1r•~g.-n-\1m111n¡::: ¡?t<•"'lh <:•HHhlllll''" -'" oa 
"nl'le lr.1n._rirlh>nal un11. ''"" 1h..- 1111,·c ¡•t•nc·•. 1:1" -f./:!¡,,¡ 
.and 11:/nC, ...,.,,n lo ._,,,1~111u1c- .111 .. pc:rnn !'.1,,..1 .. 1 11,.._. L'H· 
<len'-'<! 1n '"PJ><.>rl ni tlic ••fX"'"" .. ,.,.J .. ·l ._.,.,,.._., 1 '""' •ludtC"lo 
''" /l·¡:::.11.l<"I"""'"'-<" "'"í't"'""" .,f ,,.,,IJ ¡(,,, 1 111-...·r11""" on 
¡,:lnA. 11:fnl. nr c/,rf1 cR01h .. 1r:1n .:t .&I l'>XO. ln11._·1n1.1n el o1I 



t..-is;'.!. J'.1hd et ,al. 1•1,..~11.1n<l Ir""' '"PI"'"" .. "'" ••f tllc :-.;ir 
~hJ~~~:~ ~~-~;:~ . .¡ p<>1n1 1uul.inl' h~ •Is• n~ut .. 11or .... I< nol<.'r· 

Th.: rr .. ......:cncc ••f .1 r""""1~·r ,1 .. n111¡i. tr.•n....:rtphnn lrom 
itln/ • .an<l bc:ir'I}! n.:~·;tU\d)' cunltnllc-<.I h\ !he J:l't<i rr•><ltM:I 
ha .. h.;ocn .. u~'t!""'"'""'l U'.th,·1 e• JI l'l!'o:!, Chen c1 .• 1 1·1~~¡ 
L,1<lcnc'C' ¡,. ,,¡.,., ;n.11!.1t-lc '"' 11,.· r••-..en«· ,,1 ,. 1un,·unn.,1 
fH••mu1,·r tn1r•.,,_nh1n¡• unl• 1h._ ,-In(, 1'<'" < '''·'º"'"''·1• 
_., .. , • '" prt•p.••.&l••>-1 ..... t..-..·d 11 ''""'""'''" ,,, 1h ..... - """"'"" 
'" .tt·hu;u:•l "" .• """~ ní .. ~crlo1rr•nl' mH :"- ., lr.•n ... rir"' 
Jcrcn<l1n~ u:-..•n 11•.- qu.il1!' .1.,,• 1 he-""·"'''' ··i t!,.· '"tr"c""' 
...-.un;c .a•:u!,,t-!c t.u f:'""''h 11 "''U t>..· •.• '''l"'-"<lc-d 1111~" 
1n JJ!'lt"CM1cn1 , .• rth <·~cn .• i1u•n-. 1n.J1< .. (1n}! th.1! ~<>rnc <'"pre ... 
..... ., •• r -.:'"'' i .. i.. ... pL··• ,,. """'"' '" ... 1 .. ~n i:l•1 t 1l'.1h.-t 
..ir.:.! T .. kr t••-'>. 1•.,t.t"! c·t .>! l'I"';: (,.,¡.¡,.- .1n<l '-l.1¡:.1'-'''"I.. 
l'l:H..?) ur J.tl"/ j L"rl"'"' .1-~d H.1•!.lfT.IL l.·.¡ "' p!1hl1•l•c·d d.1T.1 ¡ 
h.a .. c he-en 1nu1.11.,..1 h, 1r.-.cf!1"". 

._.,,.e hJ""" ..,~._,r.-ctcrt.l'c·.J .1 """''"-"' "f .-lnf. '"'•1.llll' .1n.I 
hJu_• lound. lfl .o<Jd1l1<>11 1<' 1hc·u f.,,,._ l,·,c-1 '-'"l•llt.1t1'1n f.,r 

)!h.JIJrn1n" ")rtlhcl-<""' .1nd 1hc•1r :"-tr pl1t·1i.•l'P<-'' tl1->I •h·-~ 
,.,., •. 1 ... , larcr...._-.,,11n.- ••• 1h•· 1t!u1.111111"· .111.1!,•i•u._ • r11.:th1<> 
n1nc-u1 ""'11""";'"" i '-1'>1 \\ <" 1i_.,, . ., .... ,¡ '-f'>·rr"''·'"'' .. 1, 
a -.clc.:.11"" rn.ori....-r 1 .. r ~1ld-l'f"'-" ,,_.._,,.,,h1n.111h '" ._,,, ... .._" 
1n .. nh111¡.: ¡.:/••'• 111ul.1l1<•n,, "' "-<:ll ·•· 1"' •••tnpk•!!1l"f1l.1!!•"' 
c,.pcfln1c11t' ""1111 1 14 ,.,,.,,.,:<"1l••1c' '>c·kcl"'" t •• ,''"'<"•'' 
1.1n1 "''' n .. • ' •I 1h.: ;·/11r, ~~ 1 "< .dlc-k kd 1" 1h,· ""!.'""" 
of, 1>·<1••111'. .. 1 na1l->lllHl' l•¡.:hth f1nl.«l 1" .:In l. .,.J,,d1 
<lll<>"'N <<>tl,lllull\ <" ' ' ntll<"''' nt ~·l111.11r1n: '' 11•1>~·•.1·.._· ,,-,,J.: 
1..:n<Jv, . .,¡ ;; ._ .: (, .,.,, ""'' ¡''"""''' "'"!"' .. 1i.,-.,..,,, 
, rr.r.'<>lat.11, tc·t.'0.:'·'"~· ,,.,,.i.u.on~ r 1 .. - ,.·,ull• ""l·L1!C lh.11 
._¡,,.;-,, "'") !L~ "' 1h..- "''11'"! rq· .. .r· '. lhc· ,.¡,, 1 l<.Lfl'•tlP 
11011,d uml 111 •• J..11>¡.!" 11,.k1.,_·.,dn1• ,.1 ... 110.111-H• ,,,..¡ l''"''I' 
rcpr..--.-.,hl.-, •! .it .111. h, th.· 11,>rtH.il rq•11i.11"" ,·l!.-d·•" "''º'" 
•n 1hc ~···•-•'•.! tr.,,,.,,.,..,.,\,. .. i .t.· ''..f Hl.it•d ,• 1' 1'h1' 
modcl 

. '\laCrri~I' and '1<-lhuch 

/! ~· .,,,,, ,\!I · ·'"" "l'fc- .!.·r,,,•l1H'• "I / , ,.¡",l.: 1: 
.on<l .ort.• t ... 1t.•.J "' l.1hk 1 

Cultur<' ·""'"'' ¡¡,,. ' ' U\1111111.d .1nd lhc '""'l'k• l uro .. 
mc:J1.1 u"'<'d hJ'• · -''-'" ,k-...r1t ... -..! ~( ·,,,.1rruh1.1' c•1 •• 1 1'1"111 
AJJ1t1c>th I" rn1n111..1I 1n~·<J1utn. 11> 1111.11 u .,,,,.u1r.1l1•"''· ..,,.,,. 
,., lulln"' (1. () :· .. ..-lu._:u....:. L/\ .oflt! ¡¡,,, 11~111'1 "n.J 
1"' m~f .a111mnn1um ~·hl<>n<k. rc-.pc-<;ll'd). µln. 1 -j.!lu1.un1nc 
el mp mll ·111 .. - ul1h.1',1l1on ,,( 1, :?.ª .. 1-,1r¡.:1n1nc· ·'"!he·.,.,¡~ 
nllro¡:cn ••ourcc IAut · 1 ...,.,~ u-...·d "" "" "'d"·'''" ••t llH" 
~Ir flhell•>l)pc <hl1.:1 'upplcn>c:n1~ ••I "''"''''-'I m.-,t1um lt• 
'"'""!} nulnl1<.1n.1! rct¡u11cm.:n1' ''ere ... hk·d .11 p1t·d<"l<"r 
m1ncJ •>fllun.11 "'"'"fllr.1t1<>n~ r.1nµ1n¡.: Ir""' "', 10 .. --1 t<> 

~ >< IU 'l'-1 (1lul.1n1111" .n••••lr<>ph .. "'"'" ni.unt.111,.•d '" 
.. 1.1nh 1>1 Lun~ n1C"tl1u111 -.uppk·rnc·ntcd "'''h 1 ·j.!lu1Jm111.: 
( 1 mg nlll '\fc1<><l1pluuJ '"·""' .... ere m.un1.11n<."l "" -.1.onh 
,,f m1n1mJi med1u1n "'•llu1u1 '"'l"'"'"C .. 11.i ,,1l1n•· 

ludun .. n "' ,\lutant• "In.~ 111-..crlH>U~ "'<.·re ,..,1.u,·d l<1ll••"' 1n~ 
1nf,;,·tu1t1 ul !\1Xt115 1í.1hkl1 ... uh ,,K.u1:: IHc"r~· ~·1 .11 1'17<;1 
1•1 l) .... ,1i:-. """''" thcn P•<"P-'rctl 11.un fl<><1k,I "''nrl"' ,,¡ ,1 
loor~c rHHnt ... ·r ••I l.tri.uu~•"' •c~,..1.1111tK111·111Hl••1du.tl ~,,¡,,. 
ni"'"' f·ull<>""'"'"' 1r.1n .... lu<:l>••n ••I '-1'1\~~ .. ,..,,,, f,/ "fn~I ...._._ 
lc.;11.,n "'•'' n1o1..Jc l1>r c,1n ¡¡.;,,.,· !\ut 1 ,-,,Jnn1~ ""hK·h 
1urncd ou1 lo c.ury ·111.~ '"""rlu>n .. """ c1tl•.:r f.!/"fi ,,, :!¡.,¡ 

<,.•...-11< l'r"""'""·•. l'rcp .. r:t!U'I' ,,:· f'I h-....uc-. "n<l I)·,.- rrul<>• 
cnl fur lr:Jn...J....:I"'"" "en· •••«•~1bn:· I~> l'f1~k· 11..-il~I 
"'-tcrud1plo1<l .. 1r.a1n" ~ere cnn\.ltt ... 1c-1J ... ) tt.H''-Í<"r uf 1··14 
n•cr<>i!'C"nol<:" funn /\ 111 :!flf> "r ,, .. d •. .,,·'"',...... "' ""l"rror.nJ!c 
rc:c.:1ptcn1 .... nd ...._,lc.:11on f<>r 11• • c<'n1pkn1cnl.1l11>n ~lnC<." 

1 ·1-i rncruJrplu1J" <.un,;ru.:1c<.! 1•• " r, . . .<f ' '' b .. ,i..~rnund 
""ere hovhl\ urht.1hk. '11' '"" h-..•¡•1cr•:·. """"'"" "' f' "I hc1t 
rn<1<>tl1p!n1<I ~1.11<· """' .. <ett!i. ~ !·'.· cur11'~ '"ti .1~r:..!" ,· ,J1· 

ª"!-'"" IB.t-.l,·trJ•f1<"·' .&n<I \\dlc•lh l'Jt•9J -Th~· r"IA VClh•l~f'C 
""•''" ''-"'-"¡:"'.l'C"d h:- •·~ ....-'"'!"''' !<• r:l':lh,ln1e1h:.nc-.u!í1>n.ac" 
•lle 1 "'-'·' ,,.,,¡ 1 -'''"' 1•••·''' .ir-.: 1hc 1 "' 1r.1"'i'""1'"' h) 
ol'- r .. ·..,,1,1n<c I•• J.,111.onn<. 111.11 \11 11 1' .,,! ( unr~· <>f '1:-.,;•1z7 
1rln<1-~ 1 r' 1 '"''" n' '"""f' """ "'·'" ,,.._i. ... ,.,.,¡ h~ ....-1 ...... 
11' r. .. 1 /\.t.:'. 1"-n• ¡ 'P""'·'"~'''" f<'H"J[.Lnt~ 

1 ''"""""" <, • "''" '''" 1, 111 '" 1 hc· . -¡.:lu!"'"~ 1 lr.11,..fcr.t...._, .on.,. .,....,,J. th•· pti:p .. r.il11•n <'I cdl 1r • ..._. c•lf·•~h .1nd !lo<' 
.¡,-1c·ruH1\.1l1••11 ••I 111<: ·'''-"·'l'c -.t..11<.- <>I .1.l<:n~l\l.1!"'" "''-·re 
.. ~ r .. ,. ....... ,h f<;"('<>ncd 11 "'·"'"h'"' ,., .• 1 '""º' '>f>cY..llic 
"-"''"e-. ..... _.~''"""., .. t>.1n<•l1H•k>, .¡.:!tn.un~I h),Jro .. um.1tc 
'"""'-·d r<·r nun pt.-r 111¡.o prt>l<'ll' ,O[ ,..,.. ( l't<>tc1r1 """" dctcr
nHn•·d h~ 1h..- ""''"'"I ,,¡ 1 ''"'" t.·1 .,¡ 11•1~1 J """!! h<"1nc 
...._.,.,.,, .tlh'"'"" ,,, ·' ''""'.! .. 1.! lhc- .._,.-,•nt1l•' ••f 1n<Je-1du..I 
,,,¡,,,,,.-, 1,., t.1~·h ''""'''"!"'-" lc-.d ""the"''" .,._., .:.srnC<J 
""I '"'"I' •h.- qu.1111.,11,,· ·''"'·" .1,·-....rohc.J '" l'.ohcl et .. 1 
•l'li•q 

\,.,,,,,, .,, 11,1., ,/ · "-•·11•!•.11 J1·,l,rod.,.1!""'' ""'" <.Jl

r1c·d, "1 u•111r p1u::._d ll'• '\, oJht!.1d1 ..-1 .ol I'•-;,, lt<>n• 
l'l"'"11d p1,,1,,_., r·'·' p;: ,,,.! p'I.< RIO p'\( R:: '-•"".:' ,111 
! .,,'¡ !)">;,, chl••ll\•h•••· ,¡ !<.1¡:tn<"f\\ ••1 ·'í'í''"'"""'ld) 
111" lh 1h.11 t.<>nL11•1, •h<" ::/•1 1 ¡·!ni .1nd ~/,!(, µ:i:nc-. 
' f r¡- ~ 111 p '\( !{ !n" plll~ '~.:'., """"' , J ,- < ,,,.,.f!H'fl .,f 
11nl"""'" 1 • .._.11'"" • i.,,,,,,.,,.,,,,_,1 l>..._A 1rntl' .. ,r.un .. 
'l'cl-1" .111d 't:>,.••o:: "·" punticd '''·'""'" 1"61¡ ;in.J tl1-
1«·,h-.l I•> •••mplct">n ... 1:h cndnnut.lc.1-.,_.~ Jl,u•tlll .tn<l /'•ti 
1 he dr~''-"'1.-.I tn1 •t "''-'' ""''-" ,t1h1n ,..,,! t•• ·•}'·''''"-" i:<·I •·l..-c!ro . 
phntt·'!-. .ttld 1111" ll'>,;.'\'._ 1t.•n~lnrcd I<> lflll<><."Cl!<iln''-' P·lfl'Cr 
,....._,hlc«'ht·r .itu! .._,1,.,..r 11·'1."~' t.-f t,.h,.d1.l'.t!f<'l1 -'!"1 n-.1 
r11t.l..·tr.u"":.11cd p·\.< H: "' p-'1.t H 11' 1>'.'. .,-., .1~ •k-....rihcJ 
h\ ..,,,u1l1crn • ,.,-<;¡ 

J.(,.,.,,.,,, ·'\!, "'""' ·""h .1nt! '''·"""" ,,, ""'' ,,, 1h..- 1 · 
11wth1"'"""·1•< "'\l"'"'""L "'"''-' lr.•111 ..,1''"" ( twtn l 'o. 
.'>t L<>uo-.. '1'" l ..,., l he rt•,tn~t"'" <:nd'"'"'"k-"""'' ""C'" 
punlic.J h• 1h" l"''"-'-"<lut.: ,,¡ <>rt-...nc•t"l .,1 !1'17'-I Thc- rl.i"· 
nu<J 1>:-.,v-. "'""el"' í''"hc' "'"'" l.thc.:1.-.! "''"!" .1 1Hcl.-ir .. n ... 
l.11""' lll 1,-,,,J,• 1'11"1""' 1r.,,,., ·'l.n>~·"h.nn ln1.:rri.o11"n.1L 
llu._i..,, l.nj.!l.tud ,,¡¡ nth<:• rc·.1.i:.:nt' Jnd na·d1.1 u...-<l ... ..-re 
.. r .111.d)11t..1I !''·'.i" 

r., '" '" \.,.,.,,.,,, ¡,,,.,~, In·'' rnud> .. ~ 1h.: ~t.·nc •k"~""''""" 
\'!1.I. ~¡,,¡ ·""I ¡.:/nr. 11.,,.., h<.·.-n .,.._.d ~·.it.•n-.1<Cl~ "'l." ,,.;, 
,,,,.- ''" 1n-.1..in•.: < ·h,·n c·1 ,,1 l'lii:::'. '-l.>c'.'.c1l el .11 19!<~J thc)" 
.11c pri:fctrt.•tl h"'" "'"',.,,A. 11u/l ,snd '1t•C. lhc·1r '-'<Hi111C't

í'·'"' 111 ,<, ''!'"""'"""" t!\1._I Jrl.in,J .:1 .ti 1''"'11 ,\ll <.>lhcr 
1-'<"IU>l}poc. "~ITl~>I' .ore lh,>....: ,._-,.,m)lllcn.Jcd b~ H.1d11n .. ru1 
.ond l-"" • l"MIJ 1 he ;:<"n"l}pt< <J.:'"'l""-'l1<•n .,,.,,., h>r thc 
1nul.1l•"r1 ·"""'-""""I "1111 1hc '1'> ,, . ._,~1.111<-•· •'Í -.ir.un 
1'!X•J!'<I 11 • .t•k· I• " l<.'IH.Oll\l" ,\11.:k'" 0:/11-t•o .1nJ 
~-1,, 1-1 Ir:<·'"-" 111.,..,_. pt~"'I"~''¡~ \..nu, .. n "' .:/" l.'U ,u1J 
"'" l.'! . Tn5 t< .. ~.orrut'>1.1' .:t .,1 l'.ii;o_ H.1 .. 1.att.1._:h•·J el JI 
l'J!<O. ,, .... ~.-.1 l'l:0.1. l'.thcl el .i! 1-,:-.::1. rc-.f"'"<:ll•cl~. 
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l'tn<>c ""''""'" .>! Tn• '" '-'"'"~º 

,1.,. •r•'"'"""'"" rnut~nt "' ,,'l.•>11.;' 
•\U!• [J..: •1'"\ ~f"'"'~"''"'"' •kf .... tl'C <>I '''"'=-:' 
\'1 ''\'!\"'"I • '1'".:"" \o.:on'\Aul J >.c\n.Clon 

'l .. hn11 \lJl:'<'l'o • "''''"l:!. I!•' 1111.,.· ! ...-!.-.a1<•n 

''~'"'" 'l.1Xi..:1 •''''XI.:". ll•· 111"·1•.dc..uun 

\1.uon~ "itl :!ti<>• ' ' '":7. lh · [lh"' • 1 .ele..•"'" 
,,,,,,.,.., '-l'":t 0 '1.1"1.••.:'?. 11,· ¡11,..·1 .. c:1,,...,. .. n 

,,.,, ~pon1.,.ncou• ,,, ... ,~nt .,¡ '1.l,•ll\ 

11,,...,.~rnut11 "' '" L· \lrtl11""""'"'" .<.,ulto,1nunc 
oí1tlnG .\futunh 

111 1he p1c-.cn~·c ,,f ~\."l P ! Ron;,.., .. nJ '.'.1c"lcr l'lhtl, R.on.i-10 
el .al 19h'I. Ru"c et .. 1 1•>69. ?'o.1 .. nrun~Cl .11 1'1t>9J .... e rc .. -
""º"'J 1h.u .. c:n.,. ")nlhc .. 1T1n¡i \m.&11 .. muun1 .. (1f1h1.,, cnz)mC 
.. houl.J ~ h)J>C't"cn ... t1>.e 1" !'-l~ lndccJ. '°'C' h .. ,C' k>und 
th.11 .1JI 1hc o!¡,,,; mu1.1nu of 1: , ,.¡, ""' h .. ""' 1c-.1ed ure 
h}f'Cr"C'n .. 111H· to !'l.lS Al 811 µ:>.l ?\1S 111 GllA med1un1. ¡c/11G 
.:di .. f.t1I 10 ~rov. "hale¡.:/.,<,;· .:cu .. do ¡;n'" tF•lE· 1). In 
1hc p1c..,,.u~·c of ¡,:lulam1nc ª"' 1hc onl) n11ro~cn "•~uro;e. !l.tS 
11tluh11<un ,,r~r.,nth ,,rc1tht.•r i.:l11(i· ur i::ln<; .. c11 .. "ª"" not 
"h....:r.cd. 1Hcth1on1nc al..o prc>.cnlc.J thc lEH·"•lh 1nh1h1toq. 
clfc..:1 .. ol :0..1-. un !'l.IXW1 ..:C'lh .&flcr .. pr.•km~i::.J l..1¡,-: \F1ll 1. 
,,)1111~ .. nJ Und¡;cl .. nd 1911. lkltcnJ~c .ln•I A~ lm~ 197~1. 

Th .. Glnl-l phcnut)pc ol :i.:l,.<i mut.inl• 10 cn1cn.: .111d ulhc:r 
Nctena '"' c:h.ir.u:tcr11cd b) ''º 1n.itul11" 10 tr.tr.\p<.'rt .tnJ 
ul1l11c compound• .. u.;:h "" .1r¡,11111nc. prohnc ur h1'Udmc "" 
the onl)' nnroycn .... un.e" 11 e thc ~Ir phcnot.,,pcl .. n..i h) 
11. low k"el CUt\.,,llluUu; c .. prc'"ºº •'' ¡;!u1.1m1t\C '} nthcl.•>•· 
li.;.u.,lu <:I al t•J7•J ... P.1hcl .. nJ l}kr 1•1-•>1 B.i•cd ••n thc 
klll)Wll ll'tC ... Cr .. >hle 1nh1b1ti<)O nf VIUl .. rn1nc ._~ t\\hct .. -.C h~ 
thc ¡;lutamtnc .1n.1lu¡,;uc. 1 ·1111:1h1un1nc·<.,-,ullo,1m1m: 1'.'.l~t 



H&- l-111. c,,,,..,,h ".'f"'"'-<°" .. r '''"'"' -.1,•<1-' , .. .id "T'<'' .. ,,.¡ 
'-IX'lll;;! 1~1 .. c.-4 '"'' '" """'"'"I me.:'""' ,, ,--~ "'"" ••1 "' 
'""houl 1 .... 1 111J µ'-l 'l.l ...... , ;o !un'-"''" "I 1h<e '"" "I'"" '"'"'''" •-d 
'-IXM-'. r-tl. '-1X'Ml] • "h.J <'. <,JA ,-,, .. ,¡,.,.,, I> ""•I f < •11' 
•nnJourn. e .1n,1 lt <•¡!In me,! um 4 ·""!to t.11' ...,,,.,,,,.,,, !''"' 
~O¡.o'-1 1 ·nu:-lh'<•ninc 

(¡,..,,.,,. . .,.,.1 l'h• '" "' < ''"~'" 1··~1.-.u, .... 
"'''""f::f.•(;-4 ,,,1 ''"''"''"" 
¡.:/,.(", nn1l.1l1<•n" '-"'"he ,_,d.•i<:-.J c1tl.~·1 ·'' '"!''"'·'''' ,,1 '-'·"' 

mut<.1Uon ... nr ,u )'."Ir n1u1 .. 11<!fh 11!-lhlh lon\..1,_•.I '" c/" -t 1 h.:
f'olrl•cul;.or n1ut.111.,., c/n(,-.¡ 'la.<""·'" ,..,\.•t<·cl In 1hc 1.111c-r 
pr<••:cJurc hlll ~et. ,,., ..... ,.hk '" •Uf'f'I<'•" thc· c/,,¡ - t 1 n < 
1nu1at1.-n In,, '-""1"1'·•l '-'''"' 1n.1d.:- hc1._.._..,,, th.; .,Jll:'O>t. 
dcn"·'h"c. 'l,.tX''ºº· .:.1rr~11>¡.: c/.,(,-4 In'"' lhe 1 ·lllC"I"· 
¡¡enolc ...... dunor .1nd "'l'.'..'ll~. •• .:1.,¡·1 In' d1,_·11• .. ll'C 
of thc ,_1Xk~O .ldeuun •tr.un 1T.d·ic I ) ...... r.: ... 1p1e111. "'" 
uhl.a•ncd t;7•. c,1n• ¡-..;tt 1 prn~en\ .1m<'l1i.' lh<" lh · ,._ . .,.. 
t.lu.;1.an1 .. 

ALI th<: pbc1H>l~í'''"- l'"'f'<·r11, . ._ ,,J t!H:- .-fnf, -.J T n • .111.-k 
1 c .• ''" ¡.,,... lc"cl ._ . .,n.,tllull"ll) l<>r ¡.:!ut.unuic .,,.,,1h,•1.,....., 
ar1d u .. ~tr .ind !'ri.t~· rhen•.•l)rc ... "'"''" "h""'" 11• h.· rc,·c, . 
.,¡u;: to thc ""'l<l·l)pc .1lldc _,, "h"""" h~ '-•••npl.:-rn,·nt.•\H>n 
of .'l..tXQO:! .:cll" h) thc I· 1..& mctn¡.!cn.,tc L.llr'Hn¡..> th~· cnua· 
"''ld·l)pc ¡:/n.-t rc¡.:1<>n 1 .. 1r.un "1''11:'. T.,hl" l1 1·e1i.. .,¡ 
~u.un ,_tX9J \ c .. rn 1n¡¡: ¡:¡.,c, 7-1 T n.~ .:In -t • "" 1he ._ tu<>11H•· 
.. orne .and i:l11G· t:f,.-'471 Tn~ un thC" l·ITlCtt•¡.:cn"tc el.a 
ble ~ 1 ")nlhc.,,,ed nunn..11. rc¡¡:ul.1\C"d lc'cl' <>I .,1u1.1n11n..._· ') n· 
lhcta......, ;.ond ,,.C"TC" i'l.t~· In .1¡.:rccmcn1 ,,.,1h 11": •>h-....·n.1t1nn 
->f P.ahcl and T)lct 4197'>1. no <.:on1pkme11t.1l1on f,.r /\ul · 
"'""' ob....:r,,cd 1n th"~ ,...,11 .... P.ahcl et .11 11'•1':!1 h.•'" e,. 
ril.uncd lhc..c r.,..,u\t., 1n tcrrn' of \he f'<>l.1nl~ ._.,.,rtc<I h) 
thc 1:1'1..f71 _. Tn.~ n1u1alt<>n on c-..rrc"""'" ,,f 0.:/11(, ' '' I<> •I 
and In thc hm11c-J 1r.an...:nr11un ol !lu' ~"'"" lr.>11' .o c/,. -t 
dl'l>l.11 rrumoler an .. uflí.:1cnt 10 .1.:11'-.llC 'Ir ""í"""'"'"" hut 
'l>Ufli~u;•n\ 10 _,..,,,.,.,., ¡:/11 j "'f'rc"'"'" 111 "''"' 

'll!l•r<J7.6 Tn.1 "'ª' luun<J \u h.: •iv•., 1111\...:J h• i.:I•• 1 .1n,t 
;o•. hnlo.cü to ¡• .. /.-t 1n l'I tr.1n-1u~l•·"' ..._·,p..•ntn .. ·ni-, T.1 
blo: :::!J Th.,.....,, rC'<oulu """''"' ,;un ... o•IC"nl .-oth 111, • ...., phl.uned 

"'l•W.-"1.Mi0rt""llUÍ/l/'9C.-4 fn<t>,11 .. ,.,..1, ... ,,.,., 

PI donn~ Rn;-0p•c-n1 --·-·-~ :.~ ... ~ .. :',~""
~-
ln:t...J 

..,, ... ,: 
<p.,/.fll 1e1 .. <,•4 Jn<¡ 

'1''" '-1cth)1 mc•h•n..-.u1phun .. lc. ,,.., 1 . ....,.,¡,,. . .,.,._ .. ,., ·-uu,.., • 
..,,.,., Jhc ~"í""''4''f'"' 1n,1.~ .. 1c ., .. ..,.,,,..,, ,,, no..1•. '1'-l' "' ,., 
,.., ..... , M .. 

'" .._.,.,.,.....,., v.11h nu1l.>nl' .... Hr)•"I' '-'clJ . ..Jet'u>c-J •h·lc-11""" c-n• 
,cnn¡.: thc- ¡:/n.f rel"'"" In 1ran .... 1u~11on.1l ._,,,.,,...,.., u ... ontr 
'IX'*O:! (¡,::/11(1·.1 ·Tn.•1 ,,._ ·• 1c-,;1p•cn1 .•nd l'I pr.•p;.a~.alcd 

"" c1ther "t"'":'-0 .llx/n(i ¡,::/,./. i:/11 -t '""' "' !'ri.tXM~:: 
.1!¡.:/., . ..f ~''"'· """' ut>ta1nc.t <ilu<• •<-"'-•"nhon.ull ... nnl) "''th 
'1"'-1'1"':! hut ""' .... 11h !'ri.tX"~IJ ,. .. thc- d"""' 

--¡., ¡,-..._,.¡., lhc ,.:ln<i-<# in~ 1nu1.H1<>n "'"'" p"-...1""1) 
~>ulh .. -.n l•pc h'hndl.f.lll<>n e~['Crim.:-nt .. ...,ere .... 1rf1,·d ''"' 
'""1¡1 thc ¡...,., r>t ..... m,J .... r'\<-H.:. ..... h, ... h ... 1111.: ... 1h~- i:f., .. 

~¡,.¡ ~¡.,,, tt:"¡..>1<>1111 •f! ::Hi '""' p '-t H.IO. ,, •kn•.•"'" 
.,f pli!-1. l:':' .:.Ht"'lnl'" •' l n' 111....,n"'" ·" '""'"'''' 1 h.,..., pi.a~. 
11nd ...... ere n1 ... l.-1r.1n'l.it<'"<I .u,.! l"hr1..J1 . .-c-.I ·'~·'"''¡ ,¡,,.,,., ... 
'""'-ol 11'-A l«•n\ 'lf"'ll'' "-1'.'..r>I~ ,,,.,,¡d 1'pt:I .in,t "1X'NI;: 
!L'l•1t;-4 1., • 1 í'""'""'h dn•c-.,nl "Olh ,·11d,,tn1, k.•••:·-. 
11 ..... 111 ""d '"ti ''.h ...... .,'" 1 ,_. ~' "". u ..... 111.1"11 
l l"..; ., 1 r ·'~"'' "t' ¡ ,,.,,, '-! ,.,, ' "'' ,,. l'"'"d 1.' I" ht Hh,...._· "1lh 
l'''CH.:' ll'.°'o "\ 1 hrn· "1 1h,·n• ..... ,.,,,.,,!"¡' '""'"'P•"'dc-d \., 
1h~· 1n1<:1n.d pA("IC~ I>'."- '- '"i.'''"' ,,,,,,. ,,,,,,1.., !'"'"h """: 
,,¡, ..... ""<11n :he p,\( I<:' "" 1''-' H~ h•hnd1;.11HH11I ·~· :-,,, 
J l.,· 1e·"'"'·' , . .,. '"" 1r.q.,.,..,,, .. ".¡,.,-,, ... 1c.,1 noc· 11"'''"'"" h..:-
1 ...... ,-11 e.1d1 "' lhc- e11d .. "I 1h,· 1..hfl'"'"'"'"·,! ll-...,, 1r,.,z1ncn1 
'-·"""'! h,, r·'-<·1-t:: In !he· ~·''" ••1 lh.- l"""•l1l'.i1t"n "I 
"1"''•0:' ·'!'·"""\ p\l }(:'. '-'<' tH>ll,,·d ,¡,_. ,¡,._,,l'í""'·"""''' ••\ 
1h« •" ;..¡, H,,.11)11-1"1! l•.zpn.-i" lti-1,· ... ! '"'" !f.,._.,,,_.,.,, 
.,, ::: -- lh .n>d :_ << ~h ,,.._.,,. "'"·,¡,~,,\ 1 !\, ... ,_. ,, .... .,11. ,.,.i.. 
,.11'· lh.11 1ht:" ._.¡,,c,--1 l n.• .,,..,..r,,,,11 .... ,urr.-.! '"'"-k ih.: 
l 'I \..h //,,,.,,,,., .. ,. t•.•¡.:Tl1Cfll. ·•f'T'"''"'"'·'td•:::. ~, l.h l1n•n 
ti"· 1/,,..,111 "''" lhC" d.>t,. .... ..,,..._ .... 11111110.:d "' h" .. ult-. ,,h. 
\,11nc·d "'"""' p·'( lllll [)..,_,, ·''" pr.,1·.,,: 111,: ::!r"\1 11t11 Jn. 
hr1<!il'.1tt• •n ~.-~ulh !hc'fel""" .ir.-' .,,.,, .. 1,-n! "'1111 lh.: u•n~ lu
-.h>O Th.H lhc· >:/ir1.·.i In'- .. , ...... 1 .. ,,. 1 ... ·.o<lil• """""l'h lhc 
o:/,,(, j!<""ne "'"lllC"ncc· 11'11". :::(-1 

/,.,/"r"'""'c .. ,"''"''"" "''''"""'" , ..... 1 .. 1.,..,,,,, .. ,.,:1 .. , ...... ,, .... 1"1"•""'' 
"fi.:/n(;7'<# 7,,< 

1 """ '1"-t•I-' ... e!l .... v.c , ..... 1 .. 1~·,\ ""d ,-h ..... ,,._ • .,,...._ . ..i 17 1ndc
rcn.J,·n1 l\lUl.<111• \.".Ut)•n~ 1 n_< 11\....,f!U•lh 11¡."ht!~ \.nl.c-.J \..._, 
i:/11.t 111 1'1 1r.1n'<ludu•n c,pcr11n,·ni-. ''""¡ "' lhC"111 """re 
"""""" I<> ho.· 111...-rU••n., '" ._.¡,.(; h,.1 ·' ''"' "'"" 1n-..:rll<>n., 
'" ~lnf_ lh.at "'"'" rul.ar In e'"'• 'i ..,, .111 ....... ,., !'ri.t~· _.nd 
'"' ~ .. ., ...... r 1h.: i:/11(; 1 n.< •n ..... ·nu•r,.. ,..._ ..... , 1c-J h• Atl1 · 

u1 thc prc- .. cnc" uf !..1n.u11~~-.n. hul 11,...,. dt.I ro; .. ,·r1. h• 1hc
'-t~· phc'""'f"C' -.helhcr "T 11"1 \...u>.1""'-'11 .... , .. pto;:...,;n1 1n 
1hc ._.,¡..,,,·11nn 1nc-d1u•n !-.tr.1111 '-t:...•111:_ '"' "'"I·"''""'· rc,crt .. ...J 

:~ .. ~~1~n~'~ r: .!~~·~:~·:;~~ ,~·~·~1~' "''~:~. ~ ~~~.:~~!'I~~"~11:::~.,~:.~ 
•)MllH.·t.1..._· .u.-11,,,11~ .tltc-r il'""''h "" ._,I\·"\ ,.,,·,1tun1 ~l"''·'"'li•.-
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., •• :!A-(.". ll!.--.tllnl' h-.hnJ" .. """ of 11.•,..!l I o- /'"I .J•VC"'' "' ,,,.,,., ¡on..I 'fX ........ .:: l . .ru/1 <.hrott••-·nwl U~"-. "'"h "l'·f>,,CR.:' 11•~ 
1-]J ,..,, "r·l"ACRIO tl..&U<"" 4 ••I 1)"-1'"-. "' í''"t-e" 1<'r ~·/.,(, ..1.n•I 1 .. 1. IC"'f"C'C1'""'"" A l.anc l. rACR.:' "" f"A("R.:'. 1..&nc :. M:"<f>I~ 
"" rAt.."R:. 1.an<" '· !\.tx .... : ,, r'' p::_ l.&nc"' P'' u:'' r-'' Hit• 1 .. nc ... 'fXt·l" .... r""CRIO. J..nc ... ''"'"'': .... rA< MIO n l)i ... 
rr.•m ••I r!.o''" ..! !"ACR: (' ll'"l''·•·n "t th·· J,.< ,,.....,.,,,.,n "' ''''•o.:'.1hc n....,111 ''""' ol ln• .ar<" n<>I U.ou•n "'"'" 1h .,,,, . .,,.,,,..,., 1n 
?t.fX•)(•.:',. "'' ¡.,_ .... ,.. , .. " tol..c•· "' 1 .. ,,.-" t··"'•'- \ •· ''"''"' '"t> '" ho•tt••ml '"n<"r<>nJ "' ff,.1,..111-ln• 1ntCTn11\ 1, .... .,...,""'' ..,.,,.._. 
hund<. 1 1tt•J : ~"; :' 7~ li• .,.,J : '" 1.h ''"'i"'"''"d' 1 ,.,., '"'"""'' t>c-1"'<."e"I' in~ .. n.I 1hc •hr<•m•"'"m" lhc hJ.uk !'>.u. '"""""l"''nd '" 
rlUt.J~7 D'.'-1\. thc: •h"' !m.-.. '" "-'"'"'""'"r·.,, !J..._' .ir"J 1h,· d.,, ... h.ot.hc-..1 h .. "'" ¡,,• ll><.· .. ,,,,,...., 1nd1< ..... u,- lh.: .Jite>.lo<>n ,.r !""~ 
Ulin...::nr1""' 

"'"'''"'''"' ran~C"'d h<l\\cc:n '70 and 141M.l ·¡ h,- ,,~ ... a.un 
""•lh lhc luf:hc .. t ~lut.anlln•· ·~nlhc1..i..., •f'<--...111 .. •''-'" 11~ uo.k-1 
otln:rv.1..c rcrrc .. ,.¡n¡: ._.1nd1tu•n .. ,., .. , .,..,i.,,t.,J '''' 1kt.11kd 
.. tud:i.. 

Th1' ~I'>' rc .. en.0111 •tr.a1n. <-lc..,~n.atcd 'l:.,,•1~-:-.• ,_nthc 
..,u·C'd h1¡.:h '-""'l1tul••c k•d-. <>Í w!ut-"'""'" ••nth.,1.1 .... - h111 
fa1lcJ to u11L1.re .1rjotnunc .... .a n1tru¡.:..:n ""'h·•· 1 J .1hl.., '' 
1"hu-... 1n .adJ1Uon h1 thc nr1,:1n.al ¡::/111,-.¡ In< 1nu1.111 .. n. 
?t.1X<,J:?7 .:.:..irncd :.t -.c°'-•>nd.or,_ mu1.ot1un th;11 •Uf'JHC•••·.! ""!' 
!he 1(1,.G fl1m;;tuJn,.. rcl.t1<.....! to ~In f c .. pre'''"" .an.I fl<'I 11;.,,., 
rcl;at~ to e'<pn:· ...... 1<>n ot lhc Au1 · phcnnt:-¡.., 

.\tarr•"'f. "' l:'f.,.-,., 
PI J)..,..tc-. 111 .. tJc on ~1X'J~7 ~0:1.,c;~.¡ y,._, i:ln-~f>) '"-"'''-' u..c:.t 
lo lran....Ju.:c '""º 111Jc:pcnJcnt glut.•rn1nc ·''-''-••ll••rh-.. 
f>.1X727 and !l.tXM::::. 1., pfutotrurh' >:fn( 1 --1 111.~ ,,,. .. , 
fuund tu ... u\r.tn-..du.:....:- 1'::" .. .anJ ')(,' - v.1th 1tw .,.,¡,1.1,r•: 
chrom .... umJ.1 rc¡¡::u1n• '"'""""'l"'"<-1''"''º '" 1he ,_.¡,._.-, In_\ 
nnd ._.¡,. _.-11 mu1.auon". rc..rcc11 ... cl) 1 t .1bk -l¡ 1 h1" •• ... -.. n-.1•· 
len! .... 11h an OTderono; .,¡ lhc nn.il.tlhll1' .a-. i:/11(, 7".J Tu.~· 

,.1 ... 1-,, ..... 1,,.1-1 In' lhc: 1.1,1 1h.1l .di 1h.; t.:lnt 
.:1•1(,-.¡ 1111 1r.tn ... d11~·1.uu ... h"n' ,·uh,·r ..:r"'' .• 1 .... ''""'hcr-
1tcd .:In--,.,""·" •nJ,._,¡¡,,.e <>Í thc 11~h1 hnlo..a)!c ol th•" 1nut.a
l1<>n '"-llh )!/" .f A tlurú Lll'" "·" pcrl••ttn•-...l lo !.x·.,1c ~¡.,.-,. 
un.amh1~ou.ly l'h.•~C l'I ...... , p«•P·•~·.tlctl "" ~1X1'~~- •' 
•Ir.un c.1rr)1n¡.: .fl.l!l"..f ri1.J\ ,..,,¡, .,,..,,. ddcth•t> •·nJ cutt1n1" 
!he,;/" 1 \UUdUT.d ¡!ene n..:.lt lhL· n:,.ldlc ""'hd._- k.1'1fl~ !he 
i:/,,(, · .orh.1 ~/ni.· ~ene.., 1111.0, t 1 h1• \~-..ole'."'""' u-....·J \" tr.an .. -
J.,<.e ~1X4.:'7 n:-.. ·1p1cn1 <.cll-. ·\11 \111 • re .. •111h111.1ni-. \C""\tcd 
"ere Km" ¡T .. hk -ti f<t.c._.,1nh11\.•ni. ......... ,,.,-,f'"'.~\,·<I 1" 1;..:..._,1..t
l)f'C" i.1r .a11 ..,1., l,"<.'I\.,...,_ .and h• h.1"1.C'. r .. ·.,u!.11..:,I \.:":!-. "' ~lut.a
•n1ne •\ n1hct.1-.c un\c-. ... th..:\ <.:•'•l"lh<.·111,.._l th.: ._.,., ... 7r, 111ul.allnn 
S1n .. c Íhe <lll\) .!111.;r..:11<.:c hc:t"'<..,_,n <.<.""!!• <.oiH\H')! ,:f.,.~,., h "'·· 
~1X'1:<1 . ..ce h..·h"~' .an.l .... ,1J-1~r·: .;di• 11.: 'tXt.1..i1 ..... 
'"'"·lold Jct<'"f'<c-.-.o<'fl .-f ¡.:lul.•n•uu.- -.)tllh<.·t.1-..c h) .'-tX4~'>. 

.alter ¡,:ru,,,.tt1 ••n h1¡.:h ... llnhH\Lun• ""' •·on.:<--•Hr.at1on ... tT .t• 
hle .'\1. 1-' •nd1<-1du .. 1 tran....Ju .. t.1nl• lt<llTl 1h • .- .. o.,...,. <:To-. .. 
"'et .. • punf1.,.d .1n.J r.,.,.,.,,J ftlr f"lu1.\tn1nc .. -.n1hct""" .a.;H>.11) 
.<11cr lo!•O"lh '"' (.;JtA n1e<.\Lun1 All ,,¡ lh.: ,.,,\.tic .. -.hu ..... ,-J 
;...,.,.¡.,¡._! d"hT'l<-""'--d 1.- .. ci~ .. 1 1h.- ,.,.,,.,,n~· thu-. .111 .. n.l1np 

1h.- "'""-'"'"'" th.1! 1),._• '""'"'"'""''"·'! 1.:µ"''' ,,,n~--.p.•n•hnp 
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In 1hc e"'""• •lhcrc thc; ¡d.,l.onnl ""'"~"'"•""' """''' '"'<·1r '"" """h ""'I ... .,h, . .,, '"'''· '.1 '-1~' . U>c _.,.,., .. ·r ''·"" ,,¡ .o'-'cn~l~I"'"""· 
rl. •• 1nJ.,.a1N m p.orcnthc~•~. n J • 1101 <Jclcrnt¡n.-.i 

"l •W. .f. . ._l•rron~ ol 1h" xf,.. ~ ... ,,,.,, .. ,,,,,. .,,, •••n-...lu,-1 .. on 

!'>. • ,Yl~ 
< ~·"";J-1 1 n• 111 ... -,.,, 
"IV1:'1 
•.1-..:11•.:: 
. 11.1,,.,,_1 .... , 

¡ •• , .... -, 

".!' ~~: ... ,,,.:7 
• Afltt p:ruwth ,.r,.,._,,,,.1, .. ,11 •.•. ,...,1,,.,_,,,,, '" < ill \ ,. 
> l !J¡:h IC>cl '-"'"'"U"'''' H¡ .. Jhl.••1•' ··--~· 1 

~ fold Jn<."rn:..,...,..f ,., '-'""!"'"'·.! '"""''''re-''!"·'"'''""" '"" J 

lu 1he l(f.,.;"~ mu1.111<•!T ... h .i..,1 .. ·tc<I on ~1Xi<'~ (Ju.._- h• 11• 
·i··ht hPl..Jl!C "''" c/<1-I, o:ln--'I. 11., .... ,., ...... ,. .. , ¡,,. ,,., .... 1 ...... 
t. 1h" !'-.:H:-1.:rnun.il .oud ,•r ~-·., ·I 

H,·t::"lurion o/"'"'''""",.·''""""'''"' 
'" .... -,,'""' c~rr•mi.· ,¡,,. ~1 .. ~ -~. 1/1.1, 

Th..- mu .. 1 · -,-,i..ml' fc·.uurr <>f 11,.._. o.:/11· ·~, .1i!c-k '"" :h.t1 11 
mcd1:11c:..J .. )TI!h••,.,. "' l'!ul.1n11n<." "'!lh..,1.,...._ .. 11 ho~-h k,..,J, 
ITI th.: •• t,,.oC"n.~- of •• tum.:11.,n.11 1:/nt, pn,.Jud In l.L<.1- <clh 
o..:arnm¡; 1hc ¡:;,,.-,, 111u1o111<>n n1 .... .i. "º""'"lcr . .!11\ m .. n· c-11-
')m" •hcn lh< •dh :.1 .. lnJ" n<>rm.d ..... 11,.ot•nl' ':• ,1.,-1n th.111 
•n 11~ pre....,.nce \\¡,.._ • ., '-'""P·or.,-d .... 11:1 ¡¡¡.., ..,,¡..i.c~rx·. •tr.>111 
:\.1X1>14. 1h.,- [l(ln-':"r. .,¡r .. 111 h.!d d.•uhlc th..- .. .._·t1Ht~ ...,¡,,.,, h.•1h 

'>lroun'< "cr..- Jl.'r<'"'" ••fl m<'d1a L••n1.un1n¡..: l•n• ·""""'"'""' 
1nn .:unc;i:nlra1u1n,. 1! h.1d .. h.>ul 1 f,.¡,,¡._J lu~h.:~ .1ctn1t\. 
""'""" ¡;ilu1 .. m1n..- "'·'' th" mtr.>¡..:<-n .,,,,,,._ ... _,nd 7-l••ld h•!'h.,-r 
Ol<:lnll} .... hcn h<1th .. tr.1111• ""'" ~'''"''" "" 111¡.ih .1n1n"''"""' 
1<•n L<>n<.clllr.1!1<>fh tTJhk '1 

U'<lllt; lhe <.tlílll!' J>í<>c"dlU\· <>UthllcJ U1 \.1 .. h•ro,1)' .md 
J\fclh<>d ... "'e ohl.ooncd 1.:/nf• · d,·t1•.it1•c .. Ir'"" '1X'1~7 th.tt 
".:re f.::m• du.: lu pn-.:o~L- .,.,..._"'"'' "' !1,.- l 11~ ir""'f'"'"'I 
(Jn..- of thc""C C1ln" K111· dcti•.lll'c;,. 1.,-rnwd \1X'l~•I. "'·" 
"hº"'" '" he /\ul · .._,._, .1nd · ·. nfl,,·,1.1 .. ·d nu1 m.d le·, c·h .,¡ 
~lu1 .. nunc '> nlt1.,-1_..,..,, c~ .. .._·pl "hcn J.'"'"' 11 "" l tl IA n-.c,tiwu 
""her" lhc JLll\.11} ''"" H•U-l<>ld .. ! .. ·a·prc,....-d •" .... n,p.unJ 
lo .... 1ld·l>I""" J\1Xf,l.l c·.olJ.. t~rt'"'" un.kr .. nn1! •• r <.•>1>d1t1ua .. 
Thn 1mph..-J lh.Jt J.:/"-'"'· thL· 1nul.1'hlll .,;""fr<rrn¡! ch.,- \.!"' 
ph..-nul)'p.:' tn 'l.t-..:•1:!". """' .. ,,¡¡ pr<:•""' '" th<: f 1._<-.. un·il 

.... , 
¡..,,, • 

Íotf.trh 

d .. d.•'" 

1 , · n• • ll "'' ,.- ~ .1. > -"" ~ 
'·""'''""""(t.i1-1,· 

'''·'"'· '-1 X'>~•I l h.-..._· '<"•ulr .. ,,.,.¡.:,-,¡ th.n thc pul.JI"<." 
,;:bit. e/.,¡. .od,..11,•t '"'"f'I<-, •!1!1 h""'"' .ond uu•oarc,j tran
"'-'*I'''•'" .11 tll<" ,.¡,, 1 ••¡'<'ft>n "'"H•••l •c¡"l<"f\ ,,¡ \1'.'J:'.'' ._clh 
cl.-·p11c' lhc• 1.,.1 !h.11 11 •~ ""t ll<'c'>k<t 

'"" "' ,; : .. ,,. ... d '1'-"'I' "'·'' '" 1111r,,du,c ·' "1<"··"' o:/,,/ 
.i!kk ""'' 1h.,; .-In -,., h.1<.Í..i.:I"""'' 111 ""IL-r I" 'luch lh<."' d
f""-1• .,1 !he· .-In·.,., nuJl.LIJoHl nn VJ.,t,1"'"'" '\!llhc•(J"<-' 111 
"'"''-' ck!.1d A, .. ,nd1n~·h "" tr4n....Ju • .-d ti;,· ~.¡.,¡-3 Tn~ 
u1u1.11""' 1r .. 1n \.!.'-"-'" rrtt" 'l'\•1:'_•' '"!h h.1drro.1ph.1~·c PI. 
.,.dc·~t•nt' 1,.r Kn>' tr.1n...Jt..._·1.1n!• ( )r .._. K111' 11.1n .... l11.tJnt "'•" 
purl"i.,-t.! .1nd dC••f'"·''"d '-1.\.'lll Jh._- o.:_;.,,.-1 "In-~ i:f.,.-,., 
~···""''f'C' .. 1 '"" ,...,z.11o:- "·., .... ,r"·cl h• "'ª·"·'du.._·11on ""''" 
,,~.t:I• "' thc· e·.,,~·,,, .,-.'ni-< In~ ,,.,,J """" i:!Jt t 111 lhe <!-''"' 
,,1 i:/11- ·,, '-l.'\'111 '~-'' t•!ut.1ni1n .. - l!hkf"""d""' dLJ<" I•> ll' 
.1h1ht\ I•• ,,n1h..--.1.1c· .. ,.11, .. ,..,,1 .Ull••unt' <'f !'lu1.1rn1n..- ·~n
lh'-'1., ... ,_. 1.,, ~ ..... , 11 ( T .thlc 'J r h,- l'IUl.l!fll:l" .. ~ nth..-1 .... ., .......... 
._t/ic "'""11'-"'' .,¡ .. ir.1111 \.l:io,.'HI '"flL".J ~l .... <Ctl l"H dlld 
'"''º 1 f.1hk •1 ~"íl"'""i.!h. tlle» ,¡,.._,.,,·...i thc "".._-r .. ..- rcl.1· 
"'""h'I"' oJ h.nu1¡.- l11¡cl.cr 1.,,.,.¡., .,1 .. a.11~11~ on n~Jh ~r""" 
.,n lu¡:t1 ·'""'""Hun1 ,,,.J ¡.,..,..,, 111 lh•"L" "'""""un In"' o1rn

"'"'"""' ""' '"º"'"""''""""~ ~1X.,lJ ... .1 ... .¡¡ .. ,, ·\ut -1nd 
\.!' . th« ,.\ul phcn .. np..· t>•'"'!! .... k.H u1<!1,-Jtu>n .~f "'" 
.1t-.,<>l111.,- ro.•4u""'"'"'" .,f., lun..c1 .. n.tl .. -l11Fprndthl fPr Aul • 

'-'" 1 .. ~!'"'"'"'' 

\l\•n.•u,,,,,, • "' \f\'·"I 

l'l.11111¡: <>I ~l '\'J_ll h:fnl -_, l n_~ _.r.,.-,... 1 L"Cll• •'ll uumn1Jl
!'!U•••'<.·· I <; '"'I :-...11 .. -"Cl¡,~I ~1.,, 111cd1un1 ••~ 1h,- PIC"'-'11'--r:' 



Uf ... Ul.IUl)"-111. 1.,.-..I I" lh,: 1 .... •l.lll"n ... f't.I'' "f"'olllloll1•º'"' .. 11110• 
1 .. nh .. 1 .1 lr'"I'"•··•,..!'< ,.J \ • 111 "' 1 ..... d,,.,..., . ., "I l'\.I'' nu1-
1.u1h ..,,.,.._. ,.,,.,1) '""'''"''"'-·.! .1lh."I 11...- "''""'"' ... .,..,...,., 
.... ,,...,,..._.._1 ... uh lhL"4u.1h1.11n,-., ..... ,) h•r 1'l111.1111111.· 1r.u1 ... kr.1 .... • 
.1d1u1y 1 •u • .- .. 1.1 ..... 11'"'•) .. uuh .. .,..,., • .¡ ho~h.._,.,,..,,,.,11 .. ..- k••·I .. 
••I 111 .. • ... 1 .... )11 ....... ,,,,,,_,, ,,. 11 ........ ,,,_,.i.: h> ,..,,.,:? 
h:l•~.74· 111' ch•··-,.1-•n•l .on .. 111 .... , .._,_, .... crof•"'•I ... 1,.,h "~" 
llM..,_.,..._-.l1111.-111a,-.l1,11.._•.._,.,, .. lllUll•••k••·l .. f"·"'"·1ll)ool,·n1,...1I 
1 .. 1h .. --·,.,_ .. J.- h~ 1h,· 1'••••·111.01 .. 11.0111 ... !'t.t,•1\1 ,, .. .._,,-...-..1.-.I. 
... r ... ._.,,, .• , ........ ,.1 '"•· 1 .. ._-11 ..._ ... ..,, .. """'''""'' ... 1 ....... ,.,,.,.,r-1•-
1;..-.1 f..• ''''l:ot:" 1 L1hk IJ .• 1p¡1.11,·n1I~ ""'""! 111 .1oht.11 .. n 
1<1 J:.¡,,¡-'l 1 U' .u><I i:f., .-,._ s:;f,.f, UU•t.11""" -h1 .. h '""k'""I 
"" 11 .. -... 1h .... l'l.t~· ,.1i .. -1 .. >l)I'•-' , h1 ...................... 1.-.1 h, ........ 1 ... 
ul to.1u ... h"I""' 1,-..1-. "' "'"'"" l'I l}--..11•"' rn.o.I,· '"' 1111,·,· 
..... 1 ............ 1 ..... '""" .................... 1...- .... ·1 ......... 11 .. lud11•~-
"'''''1'.'.' ........ ,. 11--.11 ............. , ........ "'-f,7\-& '"'" .~, ... ,, h• 

.,1 .............. '"'-kl"-'""·--· ...... """'''''"'·••d-. )t, __ ••• 11 .. - ,,¡,, 
lt..•n·¡ r•"r""" ,,· .. ul1u•t! '"''" .. -... h "' lht.· 1111 .. -..- .. , ........... ,.._.,.._. 
Aut 1\1!'.' ..... 11u~h 1...-.. d ........ 1 .......... 1 .. r ¡!IUl.•11111••· ..... 111 ... . 
1.1.....: Jh .. --· ,._ ..... 11 ...... ~., ......... lh.11 ,,,.,,, .. di .......... 11.111 .. ··"''J~ 
.._.,.._.rt '""'"'' .11 ·' '''"I'"'"') ••I 1 1n 111' ,.,,,._¡, , .. ,h.11.1._1..-r-
,..,,._ ... 1 1ht.• ~ht/71 ,.,, mul.llh•n 1 """· "'·'"''"" ul ''"' 
._._-11 .. 1 ...... n1h .. -..1.-._- rlu1.1111111.·.i...._ ... '"'' ........ ,,. 1<• l .. .-·'"""''''""" 
,.,,, .... , ""'"'-" 11 ... • "'l'I'''...,"'"" .. r o:f,,I '""'·"'"" ..... ,11 ,,.,_. 
.... , ...... 1.1 ..... pi ....... •1• ,..,,.,,1 ..... , ................................... , ...... 1 .. 
, .... ,., -1""'""'" .,¡ tlw ,.,.,.._,.,._.to• '"f'P.•n ._.-JluL.11 "'''"''" 

'"" ........ , .. 1 ...... "' ,,, .......................... ''""' ,,,.,,. 
... , .. .,¡,., .. ,. ""I I•• .111,-..1 i:/111. l'I P'''l'"l'·'''-''l 111 lh1,-,· .,1 
lh•· 11nt1.1n1 ... ,,.._., .. 1,.,~. "'-1:'>..'ll"I. 1h,· '''""'""': .. 11 .. 111 ,.¡ 1111 .. 
d.1 .... "·'" ., .... .,1 ... lr.111 ... 111 • .- 11 ... • ... 1,71-& '•"'l''•'llt t.• loln 
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......... ...... . ,,., 1 ¡,, .•. 11•11·· .1 ... 1 1 .......... ,, ••• 11 .... "'"'"'""'" 
"'Utl••1nt1' lh,-....· 111ul.1nl" !\l ..... h,1' lh•I l·•,:,·n "''''"''•".11..-,\ ltH· 
11 .. -. 

1 111 •• 11 ... 1h .. · p.111..-111 ...... 1 .. · .. ,1,1..1 ....... 1 ¡¡,.._. ~1 .. 1 .......... . 

.. , ..... ._.1.1-· ...... 1...- ......... 1<1-••f"-" ''"'"'-' .. di~ ..... 1 .... 11 ... "'""' 
""" .,J 1h .. - •111.oln• "'"' ..... .,,,.1.11..._.,_. "' 1h,· '"""1'nl .,.,..,._._. 
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r:lo•' ··~"'"· ..... 1 110..· .. 111 .. · ... ""''''~7 ................ , .• "'""'·" 1 
1111 .. .,.,.~·1101 .. • hui .._·.1n)U•!' 1h • .- ~/., 1-:'I rn, ,.,_.,,.,.,, t l.1-
hk• 11 

11.t:"l.'l.\l, ....... .,...._._. .. h l\u1' ""'"l•r '" !\l:">.,•1l: In h.11h 
..ir .. tn" lh•." 1 1-& 11 ... 'fo'J''-..,U>I.._• \.'.lrl')UIJ.'! llo..· ... t.J-1\f"." 1!/" 1 
r•T'"""'"'"r'•..,,.._.,u .. -..111 ... - o:ht<i74 1 n..\ .. ·h"""" ... ""·•l •11•U-•· 
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'\Ul.!tllt•. l.al"-· .\J '" .. "' ,._l,•ll1 .... , ... '\ul ·'" ,.,,,..,-,,-.1, 
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In 11"· h.or1 ..... 1 .,,.,, ..... '" .,01~rn. 1h .... ,i.i ,,,.,. 1 1-& 
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,,,,,.,.,, .... , .. ,,,¡.,¡,,,.,,,,, ...... ,,,,,., •. '''""' ,., ,,, 
1 ''"" ._.,,.,,.,,,,. p1,·-.·111,·,\ ¡,.,.,.,. ,,...._. P"'I""• 1h.tt 11,.- ,,.,,,, •• 1 
"'""'" •• 1 ...... ,., .. 1 .. , ... , •• ,, ... ¡h,· ...... 1 ....... 11> .. · .._., .. ,, 
llH11.1l"'" n1u .. 1 h•· llW I"''"'"'''''' •h.11 ,_,.,. t •. .,.i.11,.·u11h 
"' 11 .. - ,.,,, ......... , , .. _11 ~-.-..... 111 ............. 1 ""' 'h. 1·1 .. 1 ........ · 
"'"lh..-1.1-· .._.,,,.,,.,... ,..,,.1.nn i.• ' '' '"h1h111 .. 1· ,, ,,.,.,,,.,¡ 
1 ... , ..... ,,,1 ...... ,, "'' """·""" ... ,,,11,, ..... 1 ....... i.1 .. -, '"'"'' 
"""''"'""1•·1,-.I uulll..-1, r-... .. n.:11"''"" ,, ....... ,,.,,.-.,,., ,., tuk 
1•u1 1111 .. l"'""•h•lll• ,...,,.. '"""-"ro.•"•·n \., ,, 1.,·,i.·d ,di 1 .. -.
"'11 ... 1 .. ph·r.u••' 1, .. .., .. 11.111• ... ,_.,,,1,,,· '" -,, ... ¡,,. .. ._.1 rlu 
'·"""'" .................. - .... 1 ........... , .. 1 ... 111, ....... 1 ... ,,,,, !•''''·' .. 
1h .. -.· ¡uq•.11 .. · .. L """' u1l.t-l\1": '\l,t·I-& "' ... 1,•111: 
10:/,,c,·-1 lu"1,..-11 .. 11-1_t-k '• 
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l. ,,.J, ,,r.1111 !\l,•111: """h ,.., ln¡,.._.,...._,..11"" to• !\I' '" 
•11111..- ••I h.ut ... Hl1tj.! lh•• O:lnfo-./ 111• Ht11t.01 .. •n. n.1 .. 11..,.-.I 
i.• 1 .... 1.u..- ..... 1 .. 11.u.o .. 1.·11.- ... · "1"'•111.1"'""' ,,,. '·"'·""' e,,. ... 
"' 11>._-....·. '1'":7 . ..,,..,,.,1 '" ,.,1.1,r, .. u :.• .¡.,,. 1 111• ·' 
--. ..... t.u\ '"'"·'''"'' cJ.1-·.-, ... 1,., h _,:¡ ... ,,.i 110.· , •• ., ... 1.11111•·· 
... ,,.,,...,....,,,,. ••I J•lul.111u1w .. ,.,,h,_.1, 1 .... 



Th1,. \:"tln.,1iun1"e hc:h.i"'1or <•f 1>:1n-7r. ""º'' "h"""" lu he 
rl•-Jom1nanl when cnmplc:Tncn!C'l! \0.1lh l' 1.i.,1cr.•¡~ct"!•>lc., 
C>lff)ln¡¡: lhc c:tlin: woh.!-l)pe itlnA f<"¡:?!c>n l"l.11-tlc 11 ,._,,,,~. 

('IOfZ C'"pcnmcnl .. U"ln¡t lrllll ... JULlh'tl "'"'" b.,.1Cftl1f'h.it>C 
PI dc-mun .. 1r .. 1cd th.il thc l(ln-7r. J!Jcl.,. ..,.,., n1·.uh ltlOnu 
linl.C'd to thc f.!:/,. 4 ... trU<.tural ~ene !'.1••rCt>,er, .111 /\ul · 
triln~uctpnl' th.11 "'"'..: ,..,,,._.,, fr•·•n .t .._,,,,., 1 ..... 1 .... 1-cn 
P..IXk!IZ xlnc,' ¡::/111. · .ll;.:/u-a.,¡,., ,,, "'''"'' .. , .. 1 ''''':'7 
O:.lnCi--l··Tn.~ o:/•1-::-,,1 .h ro • .._.,r''"'"1 .. 11.01 1:.1.t th1· ,.;., -,, "·'"··· 
uon t"f ¡il-!c •H. 1hc1ch>r1·. 0:!11 ~'' nn1-.1 he "" 1!. · ,.,., l 'do 
oppo.,..nc: '" ¡:/,.¡ .u1J ,:.fnC.i lly .,,.,,.,,ti ,1.!d1t"•n . .i '-'''"''·' 
""..: h.t,e h,.,·n .•t">k I<> '"""' 1!1.11 1!.c ,,¡,,. ·,., .dkk d"'-", 'l"t 
afíc.;:t thc ¡:_/ni ¡¡:ene ·1 h•' "'"" '"'""~'" ,. n.:.._.._.,,_.,, ,,.,.._.._ 
mut;ollun., 111 ,:./u/ ... re,.¡..,, l.1,""'" I<> i.: .. d h• o.o "'111u1n11~ 
h>r ¡¡:lut.n1une -.~n1l.e:.;,.:. 1 t:. 1h.._· ( Oin< rh1·t-.·~'r"- 1H.icl.. 

nl.ln et ·•I l'l"I. ( tic" el .d \•l!".:'l t '""'·''' '" tloc· < '' 
oJ011nn.U>l .._,,n-.\1\tlll'<: ho:h.n1or l•>t 1•1uLL11UI\'-' "tuln·t_,,., 
c'rre''"'ll n11·1h-01 .. ·.t h\ cln--r •. ._,,,, .. 1111111'"' .. 1 .di u, ... ._._,,,/ 
n1ul.llh>lh ... ..- h.ne 1..- .. to;J. _,., ¡¡,.,...._. tLp<•rt .. ·.i '" t lodl el .il 
(19l'l.:'I "'.t" ,.,,,., 1.-.. e-.-.ac '"!he· ..... 11.t l.'T''"" .dk·I<- '" .._,,1npk
mcnl.1hon <''f'C•un1-r1h. 1n .1<1,1110""· ~ll...- ..,,., -,, .1lkk •lo.J 

nut "Ul'f'•<-'"" lh.,. :"-\< phen"l~p<' UHll~l IC"•\ ''" I • ,.¡, ,.,¡¡.. 
h) thc i.:.1'/ll/ 11u1l..llH•n 1d 11-> n<>t 'h""'"J ·" h.1• t ..... -n H· 
po.•rt. . ..J lur .. crt-''" i.:./,./ niul-'U"''"' cl'.ohd ~l .ol I"-"· 1 ·¡,, • ., 
et al 1"'1'.:'I 

Cinc .,f 1ht: "''"! •t11!..1n11 lc.1turc·, .,¡ 111.- ,.¡.,. ·,, """·'I'''" 
'"' lh.;1 11 .1\1""'" i.:_/,¡ 1 "'í'fe"'"'" 1n th<= ,,t,,.,.,,,., o•I .1 1111;._ 
l1nn.ol J.'hrl; prnduc! . .-~· tn ,1r.11n '1'-'1.:'- I!"· l.<1c·r .._.,,,. 

,u,u.:uun ,,f "''""' '!'.'-''"-;:_ • l.1bk 1, l'''''""'"''I' .: .. ,,,.d 
... r N•lh 1111· ,:.In<. ,,,,.i ..,1 .. 1 """'"'"· 111111,,, •11 1·;·1·•h !10.01 
.:/.1--f) í'"''ll""'" .1 h1.·hh dfic1t:nl •"l'H'"'"" ••I '¡,. 1 tn 
1hc ·•""'e""' ni h .. 1i. lhe -:/.,(, .1n<I .:/.,/ l''".t"'" 11.,._a·ri.il 
f\ltll..lflh -.q1!h1--.1J'ltlt' hq.!11 "-"li'll\llhH" ¡..,,,.¡., ,.¡ ·\"! l'IHTU' 

")nthet.1-. • .- HI :he ,,h,1·n .. c ,.¡!loe- c/.,f, ,.¡,,¡ ... ,.,,¡!"' ,.,,¡'""' 
h.HI n"l h..·<"n t•"l'<'fle<l !""''""'¡, l lu• ••l\1' pn·,,·,kll! "·'"' 
11 mut.tl11>n l.n""'" "" ,.,,·¡ ,,,,1.11,·d 111 A/,,.,,.'"' I"" ,,,,,,.,,,.,. 
h~ /\.u,ut>cl L"I ,,i t 1°•-f-. 1'177J. ''"" ,.,.._¡, mul.tU<•r> ""'·'' 
,}¡,,..o.n 1 .. '"', 1•-•h11n111.1f\\ 1 ¡,, . .,.. niut.111"'" l'H"•<nn.1hl ... 1 
fC'c,;ted lhc· t<•¡:ul .. 1 .. r:-- r-.·,·1<'Tl "I lhc· l!r!I 1 "I""""" '""·e 111<' 
.11l.,...,,cd "'' '"'P''"'''"" 1n 111" ••PI'·"""',,¡ ...... ,,,,. n! .1,:1 
b:- 1h1> ¡:/,,,, l''".tu .. 1. 1 e 111 ., e 1lnH h.i .. l.¡:"'""'I 

;'\. ,,..<\ .. nHfl,tlll ITlU!..lll""· /.!fll·/< l. lh.11 ,d)<"<h lh,· ,.¡., 1 

1·onlr-c•I fCP"" ,,f A/,/"" !f,1 '" r,-~., "' •. \' '' h1·1-t1 rc·l'"'h'c\ 

~:"~ ·~~~.1.~.~~,';~~~:1:~:~:.·,:'i~ .~ ! :'1~~',~'.~ :~ ,.1"¡'~11.: _1,', ::,:'.' '~~·;~: ::,·~ 
... ,.;/,./- \!>tH.lth'I~ ,lfl•' nlc"l••dq-1,,,d h•! ti•, '"' 1 l<l"" 

->nm., r•<'pcrl•<·.., 1nh,·ren1 1t· ''"'el ... -r, n>u1.111< " ..• ,. -.h,,,.·d 
b~ th .. • ~¡,../.'; r.:u\,111.•n ll"''"''·r ... 1!wr' ,.,,¡, ,,, :I'" h1¡•h 
"'º"'lllU\l\<' lc'".-1 <•I '"!"'"·...,"""', t ¡olllt.1n••llc' ""'·lht:l.I'<" ,,,,. 
1h.1tL-.1 1-~ '1!11!--f• •tl lh1• .,h,en.._e ,,: .l .:/,.<, pt•,.lt11-I 1¡_,,.-
1101 hcen d""''"ncnlt:1! ¡.,, .. dh "'"""'" .;,1. ! ·; 1 hu, 
"'hethcr 11r IH't e/.,.-,, .111<\ 1:/.,./'.l ,,,, .. 1•1!..1· ccrn.nn• .1n 

"rcn 4uc"""" 
Thc 1n1.>1t.-1.ul.;r h.'"" l<•r .;/11 1 .... u,,,t,.•n h\ 1hc i:/111, 

.1nJ ¡.;/.,,. puM.1ut:I' .1nJ lor rcp1L·""''" h~ the .:/,,(, .111.! e/ni 
pr-odUC'h, rt=O\.llT1' <c1kJ "\:h.11C'<'< lhC ni..-...h..:nhHl' llUI> 
•~ut lo 1-.c. u.-.._¡.,.,, 1h.11 thc huuhn~ -.ne t"r !hi; .01.ll\.>t.•• 
r.;.nt.uu-.1.;r¡:cl) un.;ller1.·J 1n ._._.¡)-. <-.1rr~1n1• ¡:{,, .• ,., ,,..-.._,.,,\,,,~· 

lo lhc lulhn .. u•~ 1e .... 0111n~ lt , ..... !1<>!11.ed th.>1 n ••. ,.,_,..,,,,,,¡ 
le,el ••f ¡1lut.1n1n•c -.}ntho.·1.1-.c '-''l't<-''""" 1n :<-1,•1:~. ,.1,,,h 
•-...:.:uft<"•l "'hcn 1hc-.c .. ·e\I., "'ere gro"n unch•r 11111"1'<-'<>·1111111 
111¡.! l.<'ll.lH111n-.. "·"' "''"'"'"e.J h< ·' !.1c\"r ,.1 ¡,..., ,.J, .. ·n •<>111· 
r-ncd 1., 1h .. 1 .,f .... ild·t~rc '.'l.1Xt•l-l .._,-lh !>!"'"'" unJ..:r ""1111 .. r 
~<•t1J1\1nn-. IT.ihk '' lh>"-'<-'\<-"f. '" -.11.un :-.1-..•;:·1 ,,..111.._l, ... !I · 

ti.:-.. xfn.7to und Hll lhe f!!/" rcpul,11nr~ ¡.?C'n1-.. on tlh· ,.,,\.t '"l.tl•:, 
!he TT1J11;1m.al le,cl ní ph1tam1n.- '~n1h1·1.1 .... · C''pn·-.""n 
Jr.-.ppcd h.t.:I.. t•• 1h.;1 ••I ...,,1.1 ·~!"'"<.di, 11.•l•I .. • 'I} lh..-. 

'" ~tx•1:•1 .. .-1 1 .. ·''"'""'"'" .. 1 J''" 1 .... ,p .. -.. .. , .. ,. '"'' 111.,. ~'"'' 
.111•( J.'/rl,. p1odu1.I.,.., ·'l'P·H0:1'1'\ f'ICh."fl<.·,, ••<•"l ll;.11 ine
J1.;te<.I b) i.:.tn-~r. 11 ....,..,, .. ,.., ll•1.·1cf<>11:. •" 11 11\,; 1·/,, .·t, rnc

"'·''"" <''r"fC' .. """ c11 f"hll'-llTI,.H' •.•t1tJ,,•!.1•.._• l.11.<._ p)_,, """ 
H• !he .1h-..-nco: .,¡ ,\ lun1!11•n.1I g,'1•(, ¡'!•K\U1.I. l•·~•.Hdlo.·,., ••! 
... :,,·1lo.._,, r n<>!.; ,.¡,./ rr<••!uc·• "!,,, .. ,.,,. •· ""'1'-HC' 'l.1X•1-;:_7 
.... 11. -..1-..·1-: 1.•~·k ,, 

""'''l,.·r 11nrnrt.\fH t._,,,.,, . .,¡ 1r,.,.._.,n,111ut•'-<-" ._·•rr.·-.,, .. ., 
o•I ~!u!.H?llf>O: ,,n!IH"l-''• H" -..1:-..•1:• .H .. ! UI :<-1 .... •I,._-;:_ ",., 11._ 
1c: .. <>1·.p, .. :, .,. ' "' •·t!,._f "'"''¡., ,.¡,,·n ,i,," "11·""- , .... ,_.. 
V'''""", ne ollA '"""'-•ll• ,, ••·pr ... -..11v n•ed••Hn 111.- •. ,,,...,_. 
.... :""' "·' •kr.·prc-.....,,! h.,;", .. '"I! •· 111 •·I !h.ll 1 .. und 
ur.d•·r d~n rre'''"I' •<>ndll1t•n-.. "' ,,..¡,,.,, 11 .. · .... -11 .......... '- !'"""a 
'"'h F: .. 1."'""•· "' 11i..- .,.,1, m11"r•·n '"""" ..,,,,._,. r.·uh.,.r 
,,,,.,.,.d ·"'"·'ti""""' n·rrc'"'''" .. 1 llK ,.,,. t •'í'C'"'' .... n 
"'"" f'LIC<" '" '1;...•1::::- "' '1'-''":' .. ,-!l, ,,.,._. '" 1heu l.11~ 
.,¡ .. lllfl<-IH"'·•l i::/11(, pr .... lu..i. 1h,, <.'.lh-...1 "'·"- r..·rn·.,,.-111 .• 
h•th1·r1 .. "'"k!"u•.-d 1~ pe. o1 "'"!"""'" '-""'" •I, 1 .. ·.11ed h-. •·•rw•· 
,,.,,. "' .. 11 ......... ~,,,.., ,.,·,. -,., '" "" ,.,,., .... ,,, "''""'"""'"' 
''"'" \. """l"r 1u.1b1111, '" .111.U"l r.,n ckf"t''"""'"U 111 ¡.:lut.o· 
'"'"e -.,n1h1·1.,"' '"•he pr<·-.c-.><c ,,¡ ·"' •·"'-"'" .. 1 .1mm••1>1u1n 
º""' hui ""' .,,.,, ........ ,1, ••1 1h.,. ... un.- "'•J.'111. h., .. tx....-n .,h. 
-. . .-r,nl m I • ,.¡, .,\r,1111-. PI •I"""' <ldl<-1,11~ 11c·ne11 .. '""'"lu-
1o••11 •. ,, lh••.,... .._.;1r'1"l1 ..,:,,1 '""1.011''"' ''""P"L•. !"~In<, 
,1, .. p\.1,1nr 1h.,. < ,¡.,1 · pht:rH't'P<" '' '""" .._., • .! 1'•"':. 11,.,,,,.,.,. 
-. l,c-.1 ,., .11. º"'l"'!olo,hc.J .!.•t.o) 

l0>1r ... 1u•lll'I' "I oh.- ,_•/11/"'; 1 t:' .o '• l!H" 'l'.\.'I"•> !<"<.! 
'" -.!r.lln ''''ll1 o,.¡.,¡-~ I "' ,.1,, -, ' lloc· n..·h·"º"' .. 1 
.. ¡,,,h ...... ¡ ... _ .. 1, ... ,,," ..... d .• ,¡.,· ,¡ ,,11., ... 11""'0: 
11;.- ,,,,. '"'""'{'""'' ,,,. '" :,,_. ,•/,.. • '11111.•lh"l "' dw _..,¡,\ 
-.1.•IC". 1 ,. ,,.,_.,.¡-. < ! ,,_;, '>. the .;:/,.¡ """-''º"" ,_,.,._, . ..., f!l"I·•· 

·""''"";'h' J,, lh<-·.,._. ,dh <>nh !cT"I<""'""' •.il.c·, r:.1ec• 
'' pr.··,·• 1 J,, ,!, , ., '1'-'· I! 1 "'" ,,., 

""''·'\"'" pr._-, •. ,,1,·d ..,;.,¡ -; T 11< 1,,.,11 ''"'""'!' 
·""''""l''" .,, .di••"'"" '''·'!""'" ''' dut.11111n .. · 

''' '"l'I""' ,·o "''¡, ,,.,,h·o 
.1tn1'1'•111ll!l1 .o.,._,>1Hl.1tlll•" ( too,_.,,,¡, <"'1••!1~h llH; 

'" ,, ......... , •• •1, ...... .. 
.._,,11-..-.1.-1uh i,,.,1o,-1 ¡,, ,, t ••• 1,., .. , '"'' ",,,,.!h._- ,,-11, ... ,.,._. 

,.,,,,." "' ·"""'"'"'"" , . ._,._., .. lh.•n "'"'-'11 1h1.-. ,.,.,,. 11'""'" 
•: t.•v. ,, ..... ,.,.,,.,,. '"" "'"«"ntr-""'"' 11 , ......... ,.._ "•r'h""-"""" 

.HHI '11c· "º .,,,,,,., 1•! •h.1.'1"'"'' ••1uli.·1,...,.._. ·''"'•\< "' 
'1'-"'! ''" • .·111.! be• •l<l<' ~"••TI<'''"'"' ••'"•"<! h\ !l•c• ·:'• (; 
í'""!l1<I 1 b,., J'''''->t-.dll• 1' Hl ·':"'''"''"!"! "•lh the f11'lhr"~ 
!h.it q,.. 1nl<.1 .. dluL·r .._..,,,_.. . .,tr.111"" ,,\ e'i·t,, . .-. ""''""''"""1 
l·~ /!·f'.11.1<-"''"'"'•' .,..:,~11• 11' ._.,,.,, '1ud1 '"""'" •tr.nno.. 
" 111<-•h 1n ,-._.11, ~·"'"'fl und,r llll'"'-'"" lornol.\H•"' .ind '""' 
"'¡ti.,..,.~'"'"""'"""'""" ,q ,,.¡,.,._ .... , tH··•h•:.111 ,., _.1 

( lot "'"ll""I •·l º"'!.''"'!' nH11.1t"'"' ""'"11 ., .... , • .,,.-,., pr.:· 
.. lude,\ ._.k .. tu>n • 1 ,,.~¡, ''''"'l''".I"''""' ~·:u1.1n;""'- ''"th<'-
1 .. ,,. '" 1hc .ob._..,n, .. · ,,, 111,· ~/.,t, r''"'luc1 11 .... .,1,11.._- .u.u .. 1-
í"·•lc"•l 1h.11 .11 i..- .... 1 -. .. n11· .,¡ lh·· n1ul.•ll""'" 1h.11 ,11<1-...· ,,._.,.., 
.tlt .. ·•IC'd '" thc ••/11.t prn11i.•\C'T lhC' l111'h .._,,,,.,,,,.,,".,. k<el 
<>I ._.¡,,_. <-"'t'ª'""''"" n>,-.h .. 1.-.I ¡,, d••--r• r,-.,.\tl< ""l'I""''" lh.it 
.1 111.,.h ,.,¡,._,¡:n.._~ +''"llh>I<'• "·'"' 1·1• h .. 1>1' ._,c_,i.-.1 '" th1 .. 
1nu1.11"'" 1 ,._.,, 1h"u~!I cm--•• n1.1<!.. i.:.h• 1 • 'i"'•''"'""' n><l .. ·
í'C'"'kn1 ,,, 1\-.. ""''""' .1 .. 1n.11 .. , ""1.:1n. " .1 .. 1 l\•>I .llli::LI 
.:11hcr ch,· h1n.!111~· 1" 11-. .,...,_...,r,, "" .. ..-nllh•n -..11..:1-.1 "' 11 ... 
h111 .. 1i .. n.1h1~ ,..i,,·,. "'"'"" .11 ..• ..i ..... 1•·• ""•'' p1.-..·n1 1 Hh<-·• 
., . .,..,., d,-...._,, .., . .¡.•\'-"•"""''•·u,· 1h.11 i.:::,, -~ ... 11 .. ·rc.l .. r •k•.,, 



lro)C'd" 1utc- nc-ar t:l•1.• "hc-tC' thc- rc-rr..-..,or l'-•n<l~ ''"e m.1~ 
lcntall\Cl:O condu•k. 1hetC'Í<ltC'. lh.at !11C' hm<lrr•;: .. ,1...., le·~ 

thc eich,ator .. nJ !he rerrc-,. .... >r urc "''' 1i.e .... :nu· "ln..:!'l 
, .. l0&nt.unour.1 to ~)U\~ th.11 !he~ .1re 1nJef''-'"'!e~.1 <•'"e.1c~: 
ulhcr. Thc- rc- .. 1111" .alu• 1n<l1.:.11e thal 11 ·• tu~t· ,-n·1 .. 1e1u.) {'t<>· 

m••IC't "ª~ ... reate..! h~ !he t:!ri-7,., n1ul.!.ll<in. 11 .. hou!d c•\erlar
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Nltrogen Regulatlon of Synthesis of thc High Affinity 1\r1clhylammonium 
Transport System of Eschl!richia cali 

By LUIS SERVIN-GONZÁLEZ "No FERNANDO Hl\STARRACHF.A• 

Crntro Jr /1t1..,.Stil(1.u·itin sul>rr ln1t .. n1 .. ri11 G .. ni'tfr"a J B101 .. cnolo1:ia. (..'n1n•rsidad ,,..udt1BUI 
Autónoma J .. ."ifi-.uo.•. Aptutudo Pt11tul 70479. DF 04SIO .... 1.-ücn 

(R~,.i1...-d .:!H F,-hrJUJry /9R4. rrnie"~/ .:!Jul_l· /9!14) 

Uptakc of 1 'Cfl.1 N HJ (mcthylammon1um) ""'as mc.uured a<1. a rrobc of N 11: transpon 1n ant.act 
~Mrkhia "'" cells and dcnvat1ves 1mp.11rcd 1n thc Ntr rcgulatory !l>yslem. The results •uggest 
thate:a1.prcssionofthe high affinity ••CHl Nll.\ transport sys1em (a) rcqu1resdrno1-v polypep1ide 
synthesis. (b) i• activatcd by thc glrrG and ¡:lnF rcgulatory produch undcr nitrogen limit.1tion. 
and fr) is n:prcssed undcr nitrogcn c~cc's by thc l(lnL producl. Cclb dcficicnt in glutamatc 
synthaM: ;u;fr1d1y by virtuc of thc1r harhouring thc ¡i:lrB3/ mutation wcrc unable to Jc;tl\..llC 
synthesis of 1"CH 1 NHj transpon Th1-. ..:ould e11pl.i.1n thc 1nah11Jty of cells ..:arrying ¡i:ltB 
mutation• to grow on low con<.:entrat1on!lo oí Nlt: 

ISTROOL.CTIO!'oó 

Most micro-organ1sms JS.'>1milatc NH.: 1un!lo as a Vlle s.our<.:e of nllrogen and mu!>t havc mech
&1nisms that enlure penetrallon of these ca11un!> Sorne bacteria and íun¡u ha ... ·e mcc;hJnisms 
that concentr::itc ammon1um 1ons 1ntracellul.!rly to 100-fold or mure acrº"'"' lhc ccll cnvclopc:= (M:C 

Brown, 1980, and Kleiner. 1981 f~>r rcv1e ....... ) StC\.CO'M.)n & 511,.cr ( 1977) u"'cd '"Cit .. Nll t upt.l'-e 
to dcmonstrate an NH.: tran.,.por1 systcm m E.•cho•,.1chu~ coli ¡\ gcnch..:al anal)·sis of thc Nll; 
transpon systcm has not l:>ecn pu,.sucd in any prokaryote We Jec;1ded to determine ""'hcthcr thc 
E. coli high ::iffinity NH; tran1'port sy•ucm prc.,1ous.ly dc">Crahcd hy Stcvcn~n & S1lvcr ( IQ77) 
was under the g.eneral g.cnct1..: conlrol of n1truj"en mC'taholl!>m .• 1s "'U8!J:C'tcd for Aº/rhur//u 
p11.-un•oniae" (Kleincr, 1982). In cntcnc h.ic1ena the lattc-r !>)·slem. known ª" Ntr. rcgulJte ... the 
cxpression of the Rln.ALG opc:=ron (Pahcl "' ul .. 19K::!) and other genes or opC"rons 1n ... ulvcd tn the 
transpon ofsc.,..eral amino acid"' tKu,.tu ,., uf, IQ7Qa: We1 & Ku!i.lu. JQKI) and in thc ,_ub..cqucnt 
utilization of nitrogcn sourcc" !>UCh as arg1nme. prohne or tus.tldinc 1rev1ewcd b)' Tylcr. 197K. 
Magas.anik. 1982). Ntr als.o regul.1le!> thc ex(HC!>MOn of thc comple~ n1troi;en.i!i.C S)!>lcm uf K 
pnnunoniar (Strcichcrrla/ .• 1974; de Bru•Jn & Ausubcl. 1981. Espm rta/ .• 1981; Ow & Ausubcl. 
1983) and Rht:uhium -11/att (Sundarcs.an t't "11, 1983) 

The products of at leas.t thrcc gene!>. xlnF. ¡.:/nG and ,::lnL. h~nc t>cen 1dcnt1ficd as lhc rcgul.t· 
tory prote1ns involved in Ntr control (K.u .. iu ••t uf., l979h. l\t.:F,irl..lnd .-1 u/ .• 1981. Pahc:I t•t al .• 
1982; Chen t't al .• 1982). Under cond1t1on!i. uf n1trog:cn l1mit.ll1on. the g/nG product appearo h> 
act in concen with the xlnF product to m.::11vatc ali ~ene!> or opcron"' undcr Ntr control. Und.:T 
conditions of nitrogcn exce!>s. the ¡:/nG product h..ls hccn por;tulated to reprC!i'!i. tran:o;cr1pt1on of 
the same genes in concc:rt wtth thc glnL product Thc: evidencc pres..cntc:d he-re ind1catC!> that syn
thcsis of the h1gh affinuy NH: transpon sy!>tcm of E. coh 1s ah.o !i.UbJC:c;t to Ntr rc:gulation 

All t.lra1n' u~ ..,ere E ,,.¡, K 1:? dC'rl"'"""~ All mu1;al1ont. ;afffi::llng lhC' Gin and !'!Ir rhenot)PI'" we~ onln,._ 
duced 1ntu ,..tXbl4 c1=-. ,,.,, .'\(pr, .. /.,,) •/16.'Jtl i:a/E! "llh"r b) mutJllon or b) "'"""'"; m"n1ruli&llon ((.'o'l..arruh1.a .. rl 
ol .• 19fr0. Ckono rl al. 1"1K4). C'.Ul:'J>I íor MX!fl~ ... h,.,h ,,. den .. ed from Ur;un RRI CC-o"otr-rut>ias rr al. 19MOI 

00:?:?·1:?1"7 8" OOOl·UU._ SO:? IKI C l<lK4 SGM 
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~n .. 1n., ..,C"fC' •n''"'" "'C'roh>LJll) '" li<tu•J ~-.¡ m1n1m.&I mC"1loum ({ "'""""'' .. "•' ul. l'lJlfl) ... uh oi·-~ 11lu<-"""" •" 
c 11 rt•un -..;,.,.,ce-. :onJ 1hc- 1nd1e .. 1c-1! n•l•<>trrn ...... HLC" '"'Clf,Nll~ .... , nl'>l,unc-J from Ne-- Fnslllnd N<KIC".ar 
f~lmC1 mrnul '. 1 M r.11..¡ mrnol· '). •J"C"ClhL •cl,..11) ""''"" 10 .. c-rc-d 111 ~O fT"I( 1 mmol 1 -nh nc>nr.,1.hO.<"ll"C" 
CH ,Nlt~ '"'f U ,!'.ill: ur1.&~C' .. ,,.,~,. ...,.,,., rc-rt .. •mc:J ,., Jc- ..... uh.,1! "') "''"'"'"""" & <.,,¡,._., 1 l'J-7) u'lnf: ;<o m"'I· 
"Tu,·ltCI. 7::.' m.,¡·N•{"I. O~-. J1uL·,....., lplf 7 111 •" .. , .. ,,, hulfc-1. 11n1.I ,..,t-111u11n11 1\.111 mC"doum f., .. NN m1n1m:ol 
mc"doum '"'( r.1•1"'-'•I••••• ....... ,.,unl<"•I on"' l'.01. ~ .. rd 1 uf .•rh hq<11d ..._,n11ll.ntnn •f'C"•lr•>TT>C"l<"r """,. 111 mi llr'") · .. 
"-'>nl1ll.1!1on m••••••<" pc"r hl••• lf'<"n, 1"'171 <,,f""Loln "' 11••1• dr1rrm1n•lt••n"' ••r C"•r>rC",...-d "' ntnnl m.,.lh•I· 
ammunium .. ,·,umul.01.,.<l mon · l"lf , .. 11 •1n m"''' lhc-...- ,., .. , .. h•lfhl• ••r«..Ju1.1hk f,,, J .. ploL.ol,,... .. 1" ll'"C"" 
oalhlrC" hui •.or1C"d lrnm • 10 to .:'.'•.1,., 1n<lrf'C"h<1C"nl <Ul!Ut<:' l'r<>l<"•n "'-''•lo-IC"rmmC"tl h• thC" mC"lh<"! nf ¡..,,.,.,~ 
L ¡1;.'"'C}<Olut .. mmC" "'"' .,i-.1 ... n<"•! '"""o..;,. .. 1 f"l¡d~<>·! ..... ,1,." '"'"'·''~'·'·•ch•<"< 11 . .._lf• 1n..! .. m1n<• "c'd"' ""C"tC" 
hum S1,m.o Nlt; u•n ... .-n••·"'""' ... e-re- mc.,..u•<"•l -•th .1n ·'"'""'"'"m c-lc-clr<>•IC" !liC"ckm.1n rn<>dcl "JQ"'f>~I 
c,tui:omonc- "')nlhc:1 .... cJ1.·rlu•.1m.<1<" •mm""'" b¡t .. .,...IAl.>I• f .. rm1nlfl 1 1 ~ ' 1 ~ ],.cl1•11, ,.. .. , m<".1•u•C"OJ h' 11'\c 
;··rlut .. m~I u .. n .. t..r •• ...- ·""'"' 1( ,,. .. ., .. t., .... ,.,,,/ '""ºI 

(n"'1t"r<1{ r•or•·rtw• of th1• ,_.(.//,.\,"//~ tr<-1nlf""I q·Ht·m 

Sc,.cral .;h.ua..:ten<,t1..:<, oí lhe ,_.( 11, Nll~ h1~h • .tlin1t:. lr.tn.,port ")">tem de...;;nhcd by 
Stc:vc:n~-.n & S1h.cr f l'J77J lor /. , . .,¡, .. ir.un '-1L llll".·:'::':~ ..,ere found m ... 1ra1n MX614CTable11 
V..'c contirrncd Cul upl..tkc .ti pll ~.1\ue' .,f 7 .1nd •).(fo) encrJ!) dependcncc ol lhc ..:nnc.:entrati"C" 
uptakc ª' "hº""" 1"i;, 1h 1nh11"i111nn h:o ().lnuk. (<) 1nh1h111on ol upt.lkc h> Nlt; 100<> hui nol hy 
glulo1m;1te .• tnd 1.J1 v.or1.1h1l11~ 111 thc k~eh uf upt.11..C" Cl .1hk :'J In ..t•ld111un ...,e lound th..11 ~lul· 
amine at ..:c1nc.:en1r.111on., c4111~ .1kn1 '" th<>-.e ,,¡ N ti: '""" .. uon~I:- 1nh1h1tC"d ' .. < ·11, NH T uptakc 
CT .lhlc l J S1n<..e ...,e lound lh.11 ,11 e4UI' .1k111 <..:on..:cn1r..111<1n'> ne1lht'r Cll, N H ¡ nur N it; 'º""' 
1nh1h11ed L·l' .. C]1•lu1.1m1ne upl..11..e ¡d.11.1 nol -.hown). the P<~""h11a1) 1h.11 ..,e .,...,re meo1.,ur1ng 
'"'Cll, N H ¡ lr..t11.,P<>tl ~ 1,1 !he tn~h .ittin1I'.> f:l111.1m111e 1r.1fl"'J""'""' """tcm (\ .. "e1ner & lleppel. 1971; 
W1Jh,. ,,.., .~1. 1<>75. Ue11er1Jfe .\.: A:-lin~. 1''7f>t "'·"' rukJ <>UI ('pnl.101111.111110 .,f our ¡i:lut.tm1ne 
preparaunn., \A.llh N 11; 1<H1' v..•~ luunLI I<> l"lc oí lhe onlt"r ,,f Je, .. lh.111 IJ 14 '"., h~ rn ....... h.><>¡.,.,.. In 
ac..:ounl for 1he 1nh1hll<H'.> dl<:..:I ol ¡i:lu1.tm1nc 

·1rt11,1ti."1 uml ,.,.,,,.,.,.,,,,., "' ,_., 11, '\"ll i tr,ni•{'<•tf 

l\.1X614 cclh f:'""'" under 111lro~cn l11n11 .. 11<>n In "i m"1·S H; ur h h m'-t·¡du1.1m1neJ<le\ elopeJ a 
h1gh capac11y ínr '"'( 11, ~11: upl-11..e 1l.thle::!1 ll} <..onlr:.1 .. 1 . .._._.¡¡., ~rt'""" "'llh .1n e·.,.;:c.,., ol nllru
gen (I~ rn-.tl<>r .... 11h ,, <..nn1h1r1.1l1<'n .,¡ 1 <; n1 ... 1-Nll; plu~ ,, li m'-t·f:lu1.1m1nc l<>•>k up h .. ckJ!rnunJ 
amnunt., ol ''<'11,Nll• lhl-·-.e re.,u\t., -.u¡"f:l-·-.1 1h.11 ~~n1tn·'1' ••I lht• '"< 11,:"..llf,• tr01n .. porl 
S)''!.lem 1' rclo!ul.11cd h) 1111rorl·11 .1\ .11l.1h1llt} 111 .1 m.111ner .. 11n1l.1r tu th.11 ol .. e\ cr.11 Jm1no JOd 
trani;.port .,~.,lcm' fKu-.1u ,., "'· 1')"'9a. \Ve1 ~""" Ku.,tu. 19'\ll lhe k1ne11..:'> <•Í .1cll\Jl1nn nf 
'"'CH, N 11 ¡ tr .. n,port ...,.,.,mc.1,ured h} 1r.111~tcrr1nl! ~1Xt•I4L· .. ·J\-.pn:~1ou-.l) !-!"'""º" 1 ~ m"'-!'o<H; 
10 nllrugcn hn11lln)! <..•>OJ11"'""' 1 he ''<. I{, l"-11 ~ '-"ll'-L'l\lr.ll1~e .... 1p.1>-•I) 111 ... r~.J .. cd .,1gn1lic.Jnlly 
60 m1n alter thc ._h1lt ( f'1r 1 u) 1 he h1¡.!he .. 1 r.1tc """~ oh.,cn cJ "ben 110 n11ro¡.?cn "'"J" Jdded to 
thc culture .1lter 1hc .,h1h . ..t -.l1)!htl~ 1 ...... ._.r r.•IC ...,_.., uh-.cn c.! fur ..:L"il., ¡H<>"" n un() 5 m""t·NH; and 
thc lowc"!.I r.tlC (.,r lh<>'C gro .... n un j.!lut.1n11nc 1 he h1ghc">I r.1te <>hl,t1ncd .... hen no n11rogcn ..,a., 
addc:d íollu .... 111g the .. h1t1 c..1nn"1he1.11..cn ,,... e~•Jenci:- In .,,.g~c .. 1 1h.111he l.1cl... of n11rogcn 1'> lhc 
cvcnt that lri~gc:r<, 4Cll~.111on. •hc-.c .. el\-.. ~·~en thou)!h lhc:> .... ere ........ hed .ti ter pro...,th on 15 m'I· 
NHt. prohahly <..·011t.11neJ 1n!f.1>-cllul.or .Hnlluflh ul .-...:11; , .. n .. "hich L'ould act .... thc c:flector. 
Thcdrn•HO .. ynlhc<,1<, ol lhe ' .. , JI, N H, • ..:.1rncr. and 1i-. p<.>I) pep11de n.lturc . ..., cu• .. 1 .. 0 '>U~!?e">ICd 
by thc oh-..cr"°'''º" th.11<..hlnr..1mphen1..:ol114 p~ mi·' J ,_·ornplelcl:- 1nh1h1tcd "' furmat1on un<.ler 
olhcrw1..c dcrcp1.:-.\lnF <..<>nd111on'> 1 f'1g l uJ /\ .. 1,n .. rcprcc,.,u•n .... a-. uh-.<.'f\C"d "hen l\.1X614 ccll'> 
fully ac:t1..,Jlcd lor '~cu, NH j 1r.1n,port .... ere -.h1!1cd 10 .i 15 m!i>t-N H: me<.!1urn (F1g 1 l>J Th1<> 
i;.low on-.ct ul rcprc.,.,1un ma:- he thc ..: .. n.,equ<"nl-·c ol J prolon¡.?ed lime rc4uired fur Lclh lo mJkc 
acu"c rcprc.,.,.•r. lo,, Ion~ h..111 lile o! 1hc pr'-'""'"u"I~ .,~nlhC'>t .. cd ..:.1rner. or to both. 

,.,,. ,, ¡,.:11hlt1•"' of q nrh .. 111 "' 1!:1· ' .. < 11, ...- 11 r "•"llf"'rl \ 1 .11 ... nr 
''CllJNlt~ upt.ikc .l., .. J)"' "'ere pcríotmed un ~1r.11n' h.orh..1urm¡.:. muta11on-. 1n ">C\Ct;;il gene<> 

known to toe 1n~ol~cd 111 Ntr rC}1:Ulallon Thc -.1ra1n'> "ere gro"'n u11dc:-r n1tr~i!.CO hm1llnJ!! C'lr 
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Time- ufu•.:ubaln>n trTunl 

F•&· l. K11M1~ufdcR'fU·e..1<>n C<1)•nd ttprnMon CI'>) of1hch1&h •rhmt) • 4(._"JC~NHf lf•ft•p:>Ma,....tnn 
u( E.C'0/1. C.) E. oo/1 MX61 .. cella "'Ctc aro•n ,.c-rot>1<.•ll,- un slu<.uw:1 U m .. ·NH.CI NN med1um. Whcn 
thcy ttac:hed • llubtdny o< llO Kku un1u thC") "'e-re ....... hc-d 1h1ec hmrs •nJ sruwth ....... c:ont1nued in 
n111DScn hmiuns rned••. 1 e 0-5 m .. ·Nll.CI COI. b-H mM·L·sfutamnM" (•l • ...- •nhou1 nitroscn (0). 
G..-th wiu abocon11nl>Cd 1n thc- ..... me 15 m .. ·Nll 4 Cl mc.J1um •• • ~lfol and 1n thc thrc-e- nnrose-n 
hm111ns rned1a 1n thc rrc;.cnceuf .14 a.a• ,;hl.on1mrt.c-nocol mi·•, •ll oC •h•ch r~ultN 1n l...ck el ~re.
IJOfl uf ••cH,NHf u..an•por1 (el 11>1 E .,,¡, MXr.1-4 .:ella •e-re "'º"'n acrobo.._.ny on slucow::,o-5 mw
NH.CI NN med1urn Wh.cn lh<C) ,., .... hc-J • 1u1t,.J11y of 2'0 Kku un11• thc cullure "'•'" d1v1ded and 
sr-th '"'•• cunllnue<l 1n 1hc- ~me O~ mw·Nlf.CI mC""d•um 101 04" tn 15 mw-NH.Cl rned1um <•1 
S..amrlc• -cr1~ ukcn .u arrrorro•lc 1n1cr~•l• ...... ~hed. •nd tct.led r....- 6¡.aw·••cH,NHJ urr.ke 

Te1ble 1 1-.-¡,.-.. , .. r,,.1uht11•,., "" ,,.CJl, ..... 11¡ "'I''''"~· ,,, E. ("U/t 

E o>I• MX61• ccllt. vi.ere 1tro,.n .. eroh ...... 11) on J!;lu<:•-..C 11.lul,1m1n .. NN m.cd1um Wh.cn th.C)' re.ach.cd ;a 
furbod1ly or 100 Kl.cll un1tt. lhc) •ere .._ .. .,hcd ,.._,.._e .. nd .... ,..)cJ r,.,. b¡.aM· 14CH,NHJ ur1akc. •• 
dc.:rihed 1n Melh<l..I• lnh1h11or"' ... crc .o.i.i ... 1 !'i m1n h<CJ...-.. ,.,. .... u .. n"' ... C"H' .. 1;ancJ b) ... 1d111<>n p( 
""Cll,NHf Rc"'lb .arc thc •ne-.. "" ol"" 1 ... ,, C"•rt"nmcnU Nl>. Nut Jr1erm1neJ 

... ~. 
1 mM•t.:.(..•N 
!\4JuW·NH.CI 
5u 1>W·L·Glut...na .. 1c 
5(J ¡.a,..·1-Glul.am1ne 

l..!p1 .. 1i..,. lnn1•>I nun·' 
ca c.cll J~ n .. n1· • J 

pll 70 rH"-0 

''"'°'"''" •.1J.t ... ,,1 

r .. , .... nl•ge 
1nl11b111on 
.. , rt110 

!i.C"e T.able 1 (...- &l°""'lh '""'d ••._.)" c:onJn1un• Rc•ullt. .;ue lhc mc.tnt. uf thr~ .capcnrncnH ~SI!. 

''CH,NH; uru._c 
Nouuscn ,..,..,.._.., lnrnc...I min-• t& o.:ell df)" m•HI 'I 

15rnw·NH.<."1 
O!' mw-Ntl.CI 
b 11 mw-t.-Glu1 .. monc 
l~mM- .... H,CI ..-
"'" mM·L·C.ilu1•1nn1<: 

º"~o 1 
61<>%6·.J 
166 ~ ~..,, 
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Table 3. Glu10,.,1rw ;1yntlu:-ttur ac1n10· onJ '"Clf ~-"-'llI uptukr ,.,. E. cu/1 Jlru1tu R,.,. ... ,. un./1•,. 
nluogr" hmutrw or t"'TC"t"'.ll.ll cond11wns 

Stra1n• ~re •rn-n undcr nuirvso:n l1m111ns 16-lt mw·alut.o1m1ncl <H' ,..,.ce'9s (15 mM·NH.nl conchtK>f'IS 
Scc Table 1 and Mo:thod• fo.. aru,.lh .and aU.a) cund1l1<.>n" MCPf"C'W'nl.lllu" '""IH frnm w:-.,.,, .. 1 
e•r-nrnc1U• are ~n 

Gluumrnc .. yn1hc1.-...- .a<ell"ll) 
tnmn~ m1n ·' lma rrn1c1nl 'J 

••ctt,Nllt upl.1kc 
(nmoJ min·• re cdl dr, fft.l.UI 'I 

$Ua1n Rdc .. ant aenol)'J"C' 15 mM·NJf,.CI t.11 mW·L·<•IUl•m•nc- 15 mM·l°"olll,.CI bll m""·L·<oh>t.1m1nc 

MXbl.t 
MX705 
MX72l 
MX1'15:? 
MXSS6 
MX90:? 
MX960 
MX1019 
MXI0:-9 
MX ... 
MXQSll 

\A.'1kl•IH>e 
1tf,.A]U 
1111-rA71 Tn.1 
.'\(61nA) 
xlnr:>.'14 
fl/1'11#.;'74 Tn• 
1tlrrlJi: Tn.1 
tt;/,.L,!U 

•'"LlJ-~ ln..'11th•G!<1.• 
1tl11F7.J Tn.1 
11:118.JI 

'" .._¡11 º' 
"' ~ 

"' 11'.'I 

""" J7 
11 ~u 

110 'º 
no lH<>,.th 

exccss cond1t1on"' Nonc of thc uroun"' carry1ng mutJt1on'I. that lead o:-1lhC'r to lhc Gin ••f thc 
Nu- phcnotype .... ar both. ""'ere o1blc I•• act1'watc 'l.ynthcMs of thc ,..,Cll, N 11 t tranoi;port .. ~ .. 1cm 
Thc strains tci;.tcd c.uncd mutauon1" 1n c11hcr ;.:/,,A. Rf,.F, i:l'PG or glnO. Th1.,, l.n.1 mutJlh•n. b) 
afTec;;ting thc ..ib1lity of 1-: coll ..:elh to'>) nthc .. 1rc und)l)ltr..1n .. fcra'!>C'. Je.id., to lo,,.· lc"C'h. ol t11¡!hl) 
adcnylylatcd glutam1nc !>ynthcta .. c o1n<l In 1hc C.Jn· N1r- phcnotyfl<C'" IHloom •. , u/. 19-:"k) 
Str-ain"' !li.IX705 and MX7~7 prob.thly º""C 1hc1r :-.:ir phcnnl)pe 10 pol..1nt~ ctfc .. t-. c'..:crud t-~ 
thcar RlnA mul.tl1onlt un g/,,G cxprc.,,~1on 

Wc al5oacllam1ncd '""'º !>tr.11n!> ""llh mut..1.1100'> 1n thc ~/n/_ g.cnc (>ne or the.,c. MX 101 Q . ..:.Hru: .. 
thc fl:/n[_,."iJ mutalhlll ""h1ch -... e .1 .. \umc • ., ll•ln·p..11.u In i:lnti due 1.- 1h .thil1t;. 10 t''h1h11 th .. · C iln( 
and No·C phcnot)'f'C" Thc othcr stra1n. l'.1X960. <;Jrr1c" 1hc ~In/.....,_, · Tn.~ mut.ihnn ""'h1 .. h ~o:m ... 
lo be polar toK/nG .,,., .,uggc::ooto:d by us GlnR and N1r- phcnotypo:'!. !'l.1XQMl ¡,_·clh ""ere- un.1blt' lll 
activatc synlhe'>I" oí thc '•cu, N 11 t tran .. port ")!i.lem "'licrc.1" l\1X \fll Q L·clh di...! ._., t T.1hle ~I 
MoTC:O'-'Cr. !\1X IOIQ ce!!<. hu1h up .1 c.1p.tc11;. to tr;1n,.porl , .. CH, Nll: undcr holh n1lro~o:n hm11.1· 
tlon or eJlce.,i.. 1 e thc;. '"-CTe con .. 111u11"c Í•H '~et f, :"-.111, • lr.1n.,P<•rl .!'• "'c\I .1 .. f,u ~lut.11111nc 

synthc:ta~ (Table 31 
A mutatu•n llll:htly linkc-d to l(f'IL"I:· Tn.~ '"-.1' 1._ol.1tcd tn .,troun \.1XQNJ Tho: ne"' .. 1r.11n. 

MXI0::?:9. c:.irncd 1n add1t1on to¡.:/n/fi: fn5 a ._cc .. nd.ií)· mu1.1t1nn tcntatl .. eh lcrmed i:fut,.'<5 
wh1ch proh.ihly act'!. l"t;. rc:l1e .. 1ng thc pol.int~ ~·,ccnc<l h} 1-:l•1L."<: Tn5 ~'" r.:t.1<~ l1 C l ·rt-111.1 S,; 
F. Banarrachca. unpubh.,hc:d rcsulh) l\.1X 10~9 turncd (•UI to N: GlnC ... nd NuC . .in..J thu .. ~oo
sti1uti'llc for both 1•c1t,NH; transporl .ind (l:lutamme !i.}Otheta!i.c (T .. hk J) °"'·hethcr i:/nG1'15 
affccti;. a ¡;:/11G rcgulottory rcg1on or .:rc;itc-. .1 .. trun~ prumnto:r "'11h1n To_~ 1n ~tX1n::t.1 ,.di-., h.1-. 
not beco determaneJ 

In E. n•lt. thc ¡;:/1B ('.ene whu.:h m.1p., .it mmutc ó8 oí the .,tand . .ud mJp (1'.1hcl •. , u/. JQi!-111., 
~d lo code for glul.ól.matc synth.11>e [L·glut.1matc: NADP• u'l.u1oredu<.:tdo;.c (lr,1n.,.tm10 .. u1ngl. FC 
1.4.1.13). Cclls c.irr)1ng lhc RltB mut.11100 ""ere al .... l unJhle to dl:.:11., .. lle -.~nthc._1.., oí thc1r 
••Cf-f_,NHr traosport "Y"tem Thci;.c rc"'ulh are 1n .igrcemeot w1th prc'll1ou .. onc .. (P .. hd ~t ''' • 
1978') !ihow1ng thatx/rB mut..intsof ¡.; n•f1l • .11!10 ~ro"" or grow poorlyon N ti; mn conccntr.1!1t•n-. 
lowcr than 0-1 mM or un n1lrogcn :i.ources !tuch .J.'> arg1n1nc or prohnc. 1 e. thc) are Ntr-. 

h IS koO"'rrn 1ha1 xlrB mut..at1on'!. are !tuppre.,<.cd ,,.,, Ntr• h) g/nL ~cood.iry mutat1on,.. (Pahc:l t•t 
al., 1978). Intcrcstmgl). ""·hile the g/nl..'t~ .. Tn_~ mutation alune "".is un01hlc to surrnc .. i. 1hc Ntr 
phcootypcconícrrcd by thc 1:/1811 mu1.i11on, 1t d1d......, 10 comh10Jt1on u.1th l(lnGX.~ .... ""di .... d1J 
JllnLllJ (data not !>hov.n) The l(/11GH5 mu!Jtmo apparentl} .. 11º"" S)nthe-s1" ol the ,;:/n<i proJuct 
1n a con .. 111ut1"e m.tnner (J C L'rh1n.1 & F B.i.,tarr.iche.i. unpuhh'>hed rc,ulhl !\1u1.1llon .. 
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lcading 10 g/lfG constitutivity rro"1dc F.. coll celb. wi1h a potcntial constitutiv1ty for ali N!r 
rcsulatc:J systcms (NtrC). s1ncc thc othcr product rcquircd íor activatiun. thc: 1flnF proc.Juc:t. 1s 
naturally const1tuovc (Castai\o &. Uauarrachca. 19K4J. 

Ali thc 1"'CH>NH; uptakc as~ys d~nheJ in Tahlc 3 were carried out ut pH 7·0. Thc fact 
that stnüm. MX902 (J(/l'JG74: :Tn.n and MXQKH (JC/tBJI) failcd to takc up 1 ... Cll_. NH:t at pll 9·0 
(spccifie activitics. oí0·8 und 1·7. re,.pect1vc:ly. data not '5.hown). apparently 1nd1catcs. thal 1he 
same carricr is rcs.ptlnsiblc for thc transpor1 of '"'Cl-l.,Nl-lj at c1thcr pU valuc 

Collect1vely theM: resulu, pro..,uJc: guod e"1dence that the produch oí KlnG and l(lnf" are 
l'Cqu1red to ac11vatc e11.press1on of the '"CH 1 Nllj c.1.rner systcm. and that a funct1onal glnL 
product is nece,,,,ar')· lo ach1C''\-C lt" rcprc-,'>1un Th .. ) .'\h.o 'Ug¡l:C''§.I lhat .1 funct1on.1l KlriL produ.:t 
ill not ncccssary for iu uct1..,a11on 

OISCUS~ION 

Our resuhs c:onfirm and c11.tcnd those of a prc..,1uus repon by Stc.,cn~n & si1 ... cr ( 1977) on thc 
capacity of E. ~0/1 cell' to c11.prcss an encrgy-dcpcndcnt concenlrativc uptake sy,,tem for 
'""ClfJ NH). Moreo..,cr. the rc,,ults show thott lh1s syslcm '"' act1va1cd b)· growth of celh, under 
nitrogen hmitatlon and repre!i.scd undcr cond111ons ni' n1lrugcn exccss. Synthes1s of the 
1""CHJNH¡ carrac:r showed a stnct dcpcndencc for J~ no1v polypcp11dc syn1hcs1s. as. 
demonstrated by us 1nh1b111on by chluramphcn1col OnC'e acu"atcd. ''"CH1 NH:t uptakc could 
be inh1b1ted by Ntt.: 1ons but not by glutamate. Surpns1ngly. '"CH 1 NH>'" uptake -.as JI~ 
inh1b11ed by glulo1.m1nc:. Funhcr e" 1Jcnce suuested that '""Ctl 1 N Hj Jocs nol c:nter lhe cellr. "'ª 
the high aftin1ty glutam1nc transpon ")'Slem. Glutamim: 1nh1h1t1on uf 1""CH ,NH; upt.lkc IS d1f· 
ficuh to explain on thc bas1s of ;1 <i.tructural s1m1lotnly belween 1hesc compounds 1hat would ¡¡JLow 
thc1rcompctition for b1nd1ng al thc carner mokculc On the other hand. 1f wc 1nvokc lhe forma· 
tion of a met.;11hohc product of gluto1.m1nC' as rc"ponublc for the 1nh1bitaon. J.n immcd1atc tnUI pcr 
mol convers1on of ~lutam1nc into Nll,: 1ons (.1.nd itlu1amate) should takc place 1n ordcr 
íor cc:lls to;1tta1n the O 05 mMc11.tern.ill concentrauon rc..¡uarcd to 1nh1bJ1 1"CH 1 Nl-lt transpon hy 
90~~ (Table 1) Thc fact that glutam1ne acts -''" a n1lrogcn hmiting suburatc for ac11va1ion of 
clr.pre1os1on of 1 •cu 1 NH ¡ tr.1.n .. port funher .. ugge'>l'> th.11 .. lult,h ex.tcrn.11 com.:cntr.iuon uf Nll; 
ions is not bu1\t up by E c.•11 cclls whcn they are ¡¡:ro""n on b·K mM·p;lutam1ne (1 mg mt·') ol"io thc 
only nitror;cn source lf 11ouch werc the case, they would be una ble lo acll'lo'alc thcir 1"CH 1 NH t 
transpon systc:m undcr lhn cond1t1on 1\.1nrc cxpcnmcn1.1.t1on 1s rcqutrcd to e11.pla1n the notturcof 
thc inhib1t1on of '"Cl-l,Nltj uptake h)· ttlu1am1ne 

RC!lulu. prcscnted m T J.blc!io :': and] !>hu .... thJ.l 1n .... 11J-l)pe t: cu/1 ccll'\- ')nlhcs1o¡, of buth ¡:i.lut
amine ,,ynthct.isc and , ... Cll, NH t lr.1.n .. pon are 'S1multancou,,ly acti'lo'alt'd hy n1trogcn hm1IJt1on 
and reprc,,s.cd by condllions oí n1trogcn c11.ce..,.,. Ay u-.c of mutants affc:cled 1n Ntr regulallon wc 
demonslrated thal both Ji!/nG and Ji!fnF products are- rc..¡u1red to acti.,atc S)'nthcs1!> of the 
''"CH,NH:t tran,,rort sy .. 1cm The result"' allloO "how thJt 1he glnL pn.>duct 1s rcquarcJ for it:<o. 
l'epres.sion. Mutat1on glnLH3 or the cumh111at1on glnLS~:. Tn5·glnGl".5 lc.1.Js lo con.,.t1tut1n1y of 
both glutatninc synthelasc and '""CH 1NHt uansport. E..,en though urams MXJOl9 (glnL83) 
and MXI029 (slnLX2: :Tn.5-¡r/nGR.5) were c:onst1tut1"c. thcy wcrc una ble to attJ.1n full 
dcrcprcssion for both '"Cll 1 Nll; uptake and glutamme syn1heta'!t.C. part1cularly whcn grm.oon un 
IS rnw·NHl mechumi (Table 3). An e1pbnat1on for th~ 1s. not a.vail;i.blc. lt could be rclatcd to 1he 
íact tka& thc coatl'ol l'ccion ofthc g/n.ALJ:i opcron has ttuee potenu¡¡.J prorJKrtcrs (Covarrvbia!I & 
S.a.tarrJchca. 19113). the furact1onali1y oíwhu:h h.;.,. e not bccn a"-Certa1ncd. Wc sull do not know 
i..o.- they rcspond to ditrercnt physiolop;1cal condi1ions ur to qo:.ir11athe and q...aant1141t1"·e 
chasis- oí c.bc..c/nG a-1 ¡¡lnL rcsula.k>c'y protems. 

F1nally. wc found tll.i9& MX988 cells c.1.rrying the gltB.J/ mutation are: abo 1mpaircd in thcir 
ability \o activate cxpreu1on óf ••CH 1 NH¡ transport and to dercpress glut.;11.m1ne synthetasc 
fully (Table 3). These result!lo wC"re ellpcc1cd. since gltB mutants are known to be atrcctcd in 
thmir"'ahility to !lynthcsizc fduramate 'Synthas.c. 10 be phenolypically Ntr- (Pahcl "' g/ .• 1978) and 
un..;¡¡,h&. lo incrc4llf: their i. .. cis of i!olutanunc syn1he1~ 1n res.ponsc ta "1lrogen hmilation 
(Mo1go1.s,1nik.. ~82) The 1n.o.tnhl)' of gltB.JJ c:dls to ai;l1'\-.-IC S)nlhC:il!o of thc1r '"'Cll,NHt 
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trun,port 'Y"'1cm .. 1ron(Z'I)· '\u~gc-'l' th1 .... rathcr th;tn the ht~h .. uh,trate ¡..· ... \al•1c•"' oí rt.11.1n1.11c
dch)·drogcna~c (T.)·kr. 197RI. ª" 1hc mu .. 1 likcl~· Cllrl.•n.111<>0 ÍPr th<'lf inahilny tu J!.r"'" "" 111.., 
NH1 ion con1.:C'nlrat1un" Thc.- rea!>nn«. fnr the fadun: ol ~:di' i.:.irrv1ni! 1(118 mutat1nn" '" ... ·11\ .11t· 
othcr Nlr rcp:ulJted '"'IC'm ... hn..,,C\Cf ,.., .. 11!1 unl<no"n 

Wr are 11nr.1.,tul to J C l 'rhtn .. o1n1l A ().,,,•r1u r,,. •.omr "' 1h ... Flu1.am1n,.. "" n1hr1-1~ ;1111•11• dr1rrm1n.ll••'"• _.nJ 
toDaud G r.au1qu1n h•r 1'11s '"''""" ot 1hr ..., .. ,,..,...._r•f'I Tho• '"'<>rk "'"'''"l"f"'<>n"d 1n p.art h• .o r.-...ar1h ,., '"' ''""' 
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