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Re11umen 

La en%ima penicilina acilasa <PAl de E&chgrichia 
.c,gJ,J. catali%a la,hidrÓlis!s de,la penicilina G, dando 
como productos acido fenilacetico y ácido 6-amino
penic!ldnico 16-APA>. El 6-APA forma el n~cleo a partir 
del • cual se pueden obtener las penicilinas ,sem!
sinteticas, las cuales tienen una utilidad terapeutica 
mayor que la penicilina G. Se sabe que la expresión del 
gene que codifica paca la PA <~ene ¡a.¡;> está regulada a 
nivel de transcripción por el tipo de fuente de carbono, 
esta regulación está mediada por AHP-c/clico. Además la 
expresión del gene se incrementa si al medio de cultivo 
se adiciona ácido fenilacético. Otros factores que 
modifican el nivel de expresión del gene wai;. son la 
temperatura y el nivel de oxígeno. 
Con el propósito de conocer con mayor detalle los 
mecanism~s que intervienen en la, organización y 
regulacion de este gene, se decidio primero hacer un 
estudio comparativo. Este estudio fue realizado a nivel 
de secuencia de aminoácidos, de la región de la PA no 
madura, la cual permite su exportación al espacio 
periplásmico. La segunda parte se enfocó en definir el 
posible papel biológico de regiones de DNA localizadas 
en la vecindad del promotor funcional del gene s;uu:., que 
tuvieran funciones de posibles •operadores•, o regiones 
de control negativo. Para lo antarior se diseñó una 
serie de experimentos, mediante técnicas de DNA 
recombinantes, que aportaren más conocimientos sobre la 
regulación del gene ¡;¡,¡u;. 
Con los resultados ·obtenidos relacionados con una 
regulación en base a un posible control negativo, se 
realizó un estudio partiendo de antecedentes 
bibliogcáficos, intentando comprender la estructura de 
los operadores y ~u interacción con mol~culas 
reguladoras. 
Finalmente los resultados obtenidos permiten proponer 
una serie de modelos de regulación a nivel 
transcripc!onal para el gene ¡;¡.;u;;.. 
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IMTRODUCCION 

Durante los ~ltimos 30 años, les biÓlcgcs moleculares han 

alcanzado grandes lo9ros en la comp1~ensi~n del proceso hereditario. 

Con la descripción de la estructura del DMA hE'cha por James Watscn >' 

Francis Crlck, les ciE'nt!ficcs han pc~ido comprender come esa 

tn+ormaciÓn es duplicada y transferida de generaci6n en generación. 

Teniendo estas bases consoli~adas, descubrimientos recientes han 

permitido ta manipulaci~n de la informaci~n 9er,~tica. En la actualidad 

resulta posible aislar fragmentos de DMA de un organismo que 

posteriormente pueden ser incorpo~ados en otro organismo. Esta 

posibilidad de manipular 

organismo a otro, es conocida como "!nger.ierra Genética• o metodología 

de DNA recombina.,te. La ir.3eniel'Ía 9enltica como una nu.,va metodolog(a 

dentr-o de la Biologf.? Mol.e-cular, posee una amplia gama de apl icacioraes 

para la r~soluci&n de problemas b'sicos y pr~cticos relacionados con 

aspectos naturales. Es importante tener en cuenta que se tiene con 

esta nueva disciplina una ~etcdclog(a capaz de l'esclver pl'cblemas de 

varios tipos mediante el diseHo de organismos capaces de sobreproducir 

una serie de compuestos y consecuentemente brindar moi l li pi es 

beneficios a la humanidad. 

Las técnicas de DMA l"ecombinante pertT>iten el aislamiento y 

propagaci&n de genes espec{ficos, el estudio de su estl'uctura y 

Tune i ó'n, la tran5ferencia a va1'ias especies y al90 muy importante, la 

expresión he·terÓlo3a para lo-;Jrar la s!r,tesis de. s•J.s productos. Tal 

capacidad nos ofrece ben~ficios real¿s y potenciales tanto en el 
, 
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de la Investigación básica, como en lo aplicado. Además, aporta 

herramientas para un mejor entendimiento de la blolog(a básica de 

organismos superiores e inf~riores y proMueve grandes av~nceu en ta 

me-dicina, en la producci6n de f'rmacos, en la producct6n de alimentos 

y en forma general empieza a revolucionar procesos industriales a 

través de la biotecnolog{a. 

Las técnicas de DNA recombinante fueron desarrolladas a los Inicios 

de los años 70's. Dada la Importancia de las técnicas de DNA 

recombinante y de la necesidad de su empleo para la realizaci~n del 

presente trabajo, 

de éstas. 

a continuación se presentará una breve explicación 

Con el descubrimiento del DNA como molécula portadora de los 

caracteres hered i tar les, por Avery y sus col abo1•adores 11 l, fu: cuando 

se inició la manlpulacl~n del DNA i.c. ~ 

transferencia de material genético de una cepa 

Avery 
, 

logro 

virulenta 

la 

de 

p-p•t~QSQ'G"5 a otra que no lo era, aislando i.c. ~ el DNA de la 

primera y poniéndolo en contacto con la segunda. Este tipo de manejo 

del DNA, al Igual que otros con los que se contaban hasta antes de la 

lngenler(a genética, permtt{a la transmisión de material genético 

entre bacterias de la misma especie, pero ten!a varias limit~cicnc~. 

Una 
, 

fue que no era posible seleccionar la región 

organismo donante e introducir en la bacteria receptora, 

del DNA del 

por lo que 

era necesario buscar entre toda la poblacl~n de bacterias, aquel 1 as 

que contentan los marcadores genéticos que se deseaban, lo cual no 

siempre se podía hacer con relativa facilidad. Adem~s estos primeros 

Intentos estaban limitados a la transferencia de DNA entre organismos 

de la misma especie. 
, 

Fue hasta despue's de una serie de descubrimientos dentro de-1 

6 
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la blolog{a molecular, que se contó con las herramientas necesarias 

para la manlpulacldn del DNA .l.n lLi.t.l:.J;¡ en una forma f lna y 

reproducible. Uno de estos descubrimientos, fué el de las enzimas de 

restricción, las cuales fueren descubiertas gracias a los estudies de 

interacciones bacteriÓTago-bacteria por Luria y Human (27). 

Posteriormente, estas enzimas fueron caracterizadas y purificadas, lo 

cual permiti~ su uso como herramienta esencial para la modificación 

del DNA iA ~- Las enzimas de restricción se dividen en tres clases 

en base a su estructura y modo de acción. Las enzimas de la clase II 

son las más utilizadas en experimentos de ingenier{a genética, su 

utilidad radica principalmente, en que reconocen y cortan el DNA en 

sitios especlftcos. La enzima reconoce estas secuencias especlf tcas e 

hldrollza~ las uniones fosfodiester entre dos de sus bases, en cada 

hélice del DNA, generando fragmentos de DNA. El sitio de 

reconocimiemta es una secuencia que puede ser de 4 o más pa~es de 

bases, este sitio tiene la característica de ser en la mayoría de los 

casos un pal{ndrome. Una regi6n de DNA es considerada come un 

palÍndrome, cuando su secuencia es idéntica al leerse en las dos 

cadenas de DNA en direcci~n 5' a 3'. Algunas enzimas cortan el DNA al 

·mismo nivei en las dos cadenas, otras lo hacen a distintos niveles 
, 

generandose de esa forma extremos que contienen regiones de cadena 

sencilla, las cuales son complementarias entre si. Algunos sitios de 

reconicimiento y tipos de cortes generados se muestran en la figura 1. 

Las enzimas de restricción permiten la disecciÓn de iragmentcs grandes 

de DNA en otros más pequeños. El uso de estas enzimas ha hecho posible 

el estudio detallado del genoma de organismos procar·iotes y eucariotes 

y el aislamiento de genes lndividual~s par·a su estudio posterior 

7 



¡ 

fe!RI ~· 'f!!I E.s!IRI !!i!RI ~I 
- ,. ,1 1 . 1 ,_ ! 1. .1 1 -, .. 
•"ATCTAGT GAJlflt,TAGT GGCC •CGAT CTGCo\G TCAGTGU.TTC!ATCAGC~tCltATAGCAG'crGCAG~T~TACG'OH 

.... TAGATCA,CT~ATCA.crr.AGcr•~r:mc • .AGTCA¡::TTAAf;TAGTCA¡CCF·ATATCGTC~c;liTGCATGCf•J 

~RI !!!!!11 !3.!• WR1 !!!!!IR f!.!1 

OftSlión CM ill RI 

'ATCTAGTG>' 
,.TAGAlCAClTAA,-

Oó¡¡nlida - !:!!! • 

'~TCTAG-··- .. ··-··-···AGtGrl° 
1.TIGATC ···-···-···· TCACCs' 

Eatre:mos mhníWC& hilict: scncino !>• 
')" ,. 
AATTC.TAG • ............ TG 

f>ATC •••• ••• ••••••• ACTTAA0• 

(1.1reflflios fO»odos 

t=············AGCGG'' 
>'GGt<CC······-····· TCGCCt 

1li9Kli0n - ~ 1 úl...,. - llflite ...Olla 3' 

t'ATCRG ••··· ···-·-GATtTGU1 s'GTCA ••••• .., ••• •••• CAGCTGCA
10 

1.TGTC ····-···-···CTlll\• 1.ACGTCJGT ··············GTCG,. 

~ t 
AATTCATCAGT · ••••••• ...... • 

t GTJIGICA • ••••••••• • ···,; 

,. s· 
CCTATA ••••••••••••• 
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•. t 
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• • .sCGTCAT •············· I' 

Figura 1. Sitios de reconocimiento y corte para las enzimas de 
restricción EcoRI, HaeIII y PstI. Las ilechas indican los sitios de 
corte de cada una de las enzimas en el fragmento de DNA de doble 
cadena. En la parte inierior se muestran les ira9mentos resultantes de 
la acci6n de cada una de las enzimas, así como los extremos 9enerados 
( 16>. 



137,381. Los +ragmentos generados por la acción de una enzima de 

restt'tcci~n, puede:n attr est•Jd i ad os d 1 rec tament• o pued•n ser 
, . 

introducidos a una bacteria donde soran mantenidos. 

Sin embargo generalmente un fragmento de DNA no se puede mantener 

dentro de una bacteria si carece de regiones de replicación 

espec!+icas. Este problema se ha resuelto con la construcción de 

veh(culos moleculares de clonación. Estos son mol~culas de DNA 

pequ•ñas, les cuales tienen la propiedad de ser replicadas y 

transcritas por la maquinaria enzimática de la bacteria hu&sped. En 

general el vehículo molecular que se desee usar, es digerido con la 

misma enzima de restricción que se utiliz& para el aislamiento del 

+ragaento de DNA, o con una enzima que deje extremos compatibles para 

la untJn. sb10 es posible la unión covalente, si se utiliza la enzima 

l !gasa, la cual +orma enlaces +osfodiester en cada une de los 

ext.reraos. 

Una vez que se tiene la mol~cula de DNA recombinante, es necesario 

introducirla a una bacteria donde pueda ser mar.tenida por repl icaciÓn. 

Esto se logra por medio del proceso de transformaci6n. Este consiste 

en la adquisición de DNA del medio externo por una bacteria, el cual 

•• integrado en el cromosoma bacteriano o es mantenido como pl~smido. 

En E§sherithie l:Q..1..1. l~ trans+o~m~ciÓn na ocurre en forma natural, sin 

embargo e~isten métodos para lograr l~ transformaci6n de Eshb0ri;hl~ 

J;.QJ.1 artificialmente. Estos consisten en la modificación de las 

membranas celulares con sustancias qu{micas, 
, 

las cuales la hacen mas 

permeable a la entrada del DNA. Una vez que el vehfculo molecular 

entra a la bacteria, es replicado, y junto con ~1, el DNA que le fu~ 

1 igado (10,291. En la +igura 2 se muestra un esquema general de 

De ~sta forma es posible obtener cantidades 
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= =====:;=--== 

Allneo1t1i•n10 
y 

n:!Qat lenz. lt;oio} 

(o ¿;;j~~ .. 
·-""'"'° ~ 

Fi9ura 2. Esquema de los procedimientos utilizados en un experimento 
de llNA recombinante. El vehículo, en este caso un pl.;'.smldo, y el DNA 
heterÓlogo que se desea clonar, son digeridos con una endonucleasa de 
restricción espec{fica. Esta digesti~n genera 1nol~culas de DNA con 
extremos idénticos que, en presencia de la enzima ligasa de DNA, se 
unen covalentemente. La molécula hÍbrida o recombinante puede 
introducirse en la bacteria ~ ~ por el mecanismo de 
trci.nsformac iÓn. 

10 



importantes del fragmento de DNA que se Introdujo en el 

cual permite su caracterlzaci6n +Csica. 

veh(culc, le 

El propósito principal que lleva a les cient{+icos al empleo de estas 

técnicas de DNA recombinante, es el estudio de la estructura del gene 

y su funcicin. En base a lo ante~ior los productos de los genes pueden 

ser recuperados con una mayor pureza o en cantidades elevadas. Dado lo 

fascinante de este campe es evidente el incremento de la literatura 

describiendo nuevos aspectos de la regulación genÓmlca, de la 

organización del gencma procarionte y eucarlonte, as! come la síntesis 

de proteínas v{a bacteriana. 



Obj .. tlvos 

En nuestro laboratorio se ha venido trabajando con •l gene que 

codifica para la enzima acilasa penlcllanlca <PAi de f5cherlchta J::.Q.l..i. 

ATCClllOS. Esta enzima catallza la bldr&lisls de la penicilina G, 

dando como productos ácido fenilacético y ~cido 6-amino-penicil~nico 

<conocido como 6-APAI CFlg.31. El 6-APA forma el nlicleo a partir del 

cual se pueden obtener las penicilinas semi-sintéticas, entre ellas la 

amplcl l lna, las cuales tienen ventajas terapéuticas sobre su 

precursor, 

mediante 

la penicilina G C26l. Aunque el 6-APA puede ser producido 

obtención de ampicilina v!a la m~t.odos qu{mlcos, la 

hldr&lisis de la penicilina G resulta más económica si se emplea el 

método enzimático <461. 

En el laboratorio se ha aislado y secuenciado este gene. As{ mismo 

se han definido las reglones de regulación del gene localizadas en la 

r•giÓn 5'. 

El objetivo principal de esta tesis fue aportar mayor lnformaci&n 

relacionada con la regulación de la expresión de este gene. 

Por ello, se decidió enfocar el esfuerzo en definir el posible 

papel bioltgico de regiones de DNA localizadas en la vecindad del 

promotor funcional del gene ¡¡.¡u;, que tuvieran funciones de posibles 

•operadores•, o r•giones de control negativo. La evidencia para 

proponer esta hip~tesis, se basa en los trabajos de Mayer, et. al. 

dÓnde se postula una regulación negativa mediada por el .(e ido 

fenllacét.ico, y en los datos experimentales del laboratorio del Dr. 

Bolivar, que mu~stran estar de acuerdo con esta hipbtesis. 

As{ mismo, 

comparaciÓn, 

parte del esfuerzo se canali2~ para hacer un estudio de 

a nivel de secuencias de aminotcidos. de la regiÓn de la 

12 



PA no madura. que permite su exportación al &spa.cio per1..,1iCsmico. cor. 

otros p~ptldos de exportaci~n de otras protelnas. 

Sitio de hidrólisis 

6 ~ 2 CH
3 

e H -CH-gl~a::::rCH3 
O COOH 

PENICILINA G 

ACIDO FENILACETICO 

\ 
NH2~~~~ 

OJ.______l______J COOH 

ACIDO 6-AMINO PENICILANICO 

Figura 3. Hidrólisis de la penicilina G por la acción de la enzima 
penicilina acilasa. La flecha indica el sitio de. corte por parte de 
la enzima. Los productos de la reacci~n son el ácido fenilac~tlco y el 
~cldo 6-amino penlcll~nico, este J1timo es el que forma el ndcleo a 
partir del cual se producen las penicilinas semisint6ticas a nivel 
i ndustr lal. 
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ANTECEDENTES 

La bioconversi6n de antibiJticos por v(a microbiana puede ser 

variable ya que se pueden obtener desde reacciones indeseables, hasta 

reacciones bien definidas y controlables. Muchas de estas 

bioconversiones tienen como resultado la inactivaciÓn o de9radaci6n de 

antibi6ticos. Sin embargo, también se logran obtener compuestos de 

utilidad, los cuales pueden ser utilizados para la producci6n de 

antibi&ticos semi-sintéticos o nuevos antibióticos an~logos. 

La bicconversiÓn de penicilinas en ácido 6-amino-penicil~nicc 16-APAl 

es un ejemplo claro de la importancia de estos procesos, ya que el 6-

APA es el compuesto inicial para la produccidn a nivel industrial de 

penicilinas semi-sintéticas, las cuales poseen una mayor efectividad 

cl!nica comparada con la penicilina natural. La importancia comercial 

del 6-APA para la producción de penicilinas semi-sintéticas ha llevado 

al estudie más detallado y aplicado de la PA. Hoy en d{a el 6-APA se 

produce qulmicómentc o por vfa enzimática por medio de la hidr~lisis 

de las penicilinas G o V. Existen publicaciones en las que se reporta 

actividad de la enzima PA en varios tipos de 

actincmicetos y algunas levaduras C9l. 

bacterias, de 

Dadas estas perspectivas, resulta de gran interés el realizar estudios 

más detallados sobr~ la PA de E5cherichia !;.Q.L,i. Los estudios hechos 

hasta ahora se han enfocado en la regulación de la producciJn de esta 

enzima. 
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En relaciJn con la enzima PA, los estudios realizados por otros 

grupos han demostrado, ent~& otras cosas, que la enzima madura se 

localiza en espacio peripl~smico en Eschecicbja c:..QJJ... Para alcanzar su 

forma madura es necesario una serie de cortes proteclÍticcs. La enzima 

PA es procesada a partir de un p~ptido precursor de 97.5-KD el cual 

su{re una serie de cortes prcteolfticos que implican la formaci6n de 

dos subunidades de 20.5 y 69-KD respectivamente <3,4,401. Para ciertas 

enzimas y hormonas de organismos eucar!ontes 
, 

uno o mas cortes 

proteollticos son necesarios para obtener la actividad final. Al 

parecer, este tipo de procesamiento de la PA de E5checichia c;.gJ,.i. 

ATCC11105 corresponde al &nicc caso descrito hasta el momento en alg~n 

organismo procarionte 13,4,331. 

El polip~ptido precursor lleva consigo un peque~o p;ptido, conocido 

como p~ptido señal !26 residuos!, en su extremo amino-terminal. Este 

debe estar presente en protefnas donde el p~pt!do 

precursor neceslta ser reconocido come un péptido de excreción y as{ 

poder tranpcrtar el p~ptido completo a la membrana. 

~ se han descrito dos enzimas capaces de remover al péptido señal, 

conocidas como SPAsal y SPAsall <32>. La primera se encarga de 

procesar al péptido señal de la mayor(a de las proteínas de excresión, 

mientras que la SPAsaII remuev~ al p~ptido señal de las lipoprote(nas. 

Por le general los p'ptidos señal no son muy grandes, comprenden de 15 

a En ciertos casos se ha dicho que estos péptidos 

señal <ausentes usualmente en la prote(na madura), son caracter{sticos 

de precursores de prote!nas peripl~smlcas 1191. 

15 



A 

i 
E 

~ 1 MW-29000 

~ 
A IEI MW-27000 
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Figura 4. Ruta de procesamiento del péptido precursor. de la penicilina 
acilasa. A y B representan a la ~ubunidad pequeña y grande de la 
enzima, mientras que E corresponde al p&ptido espaciador. S 
representa al péptido señal. 
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En estos péptidcs se distinguen tres zonas: 

- Una región 

básica. 

!cercana al amino terminal) con amine ~cides de tipo 

- Una segunda regiJn que presenta amino ácidos hidr&tobos. 

- Una tercera regio'n +armada por amino 

fl1>nqueando la región hidrJtoba. 

, 
acidos no cargados 

Además en el sitio de corte o en su vecindad es usual la presencia de 

residuos de alanina 119>. 

El resto del procesamiento se lleva a cabo mediante dos cortes 

prot•oliticos adicionales necesarios para que se procese el péptidc 

precursor y se tengan las des subunidades, correspondientes a las 

subunidades de 20.5 y 69-KD respectivamente. Se ha reportado que en la 

·vecindad al sitie de corte que produce a la subunidad B se localiza la 

secuencia: Leu- Ala-Gli, identificada come necesaria para que la 

enzima SPAsaII procese a las lipoproteÍnas 1321. Por otra parte, se ha 

observado la presencia de un p6pt!dc involucrado en el procesam1ef'\to 

de la subunidad pequeña. Este p,:pt ida, conocido como péptido 
, 

espaciador o conector esta situado entre las dos subunidades y al 

parecer es removido post-traduccionalmente sugiriendo un segunda corte 

proteclftico originando a la subunidad de 20.5-KD lti9.4l. 

Estos estudios han arrojado una serie de da.tos que nos muestran la 

complejidad de la organizaci~n y re9ulac1Jn del gene que codifica para 

esta enzima (el 9ene gac,l. 

Exi$ten una serie de factore!5. que inter-viener, en la r-egulaci~n del 

gene~ a nivel transcripcional 1131. 
, 

Antecedentes sobre la regulacion del gene p,.a.c. sugieren que son varios 

les +actores que intervienen en esta re9ulaci~n. 
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Algunos de estos factores son 

al 
, 

re>gulacion a ' traves de mol.;culalsl represor-alsl. 

bl regulación a través del complejo CRP-AMP c.fclico. 

el regulación a través del ácido fen i lacét ico. 

di temperatura. 

el niveles de oxf geno. 

fl fases de crecimiento. 

91 composición del medio. 

Dentro de los factores que regulan la expresi~n del gene ~. vemos 

que el ácido fenilacético ha sido identificado como el inductor del 

gene de la PA 146,481. cuando se añade al medio de cultivo, el ácido 

fenilacético ocasiona un incremento de 4 a 5 veces de la síntesis de 

la enzima. Estos niveles se alcanzan cuando el ácido fenilacético se 

encuentra en una concentraci~n de 0.1%. A concentraciones mayores este 

ácido resulta ser inhibitorio para el crecimiento de las bacterias. 

Además, es importante cementar que en E§bhPr'>hia ~ la presencia de 

glucos~ reprime totalmente la producción de PA !41,43l. Este tipo de 

represión catabcilica que sufre el gene Q.a.C.., en Esc;;hP.richia mil esl~ 

sustancialmente dirigida por el AMP c{clico !cAMPl y ocurre a nivel 

transcripclonal 1131. 

En cuanto a la temperatura podemos decir que la producción Óptima de 

la enzima oscila entre 2S y so·c, no siendo esta temperatura, la 

Óptima para el crecimiento del microorganismo. En el caso específico 

de Escherfchie ~ su temper·a.tura Óptima de crecimiento es de 37 ·e 

en la cual se produce menor cantidad de enzima. Con respecto a la 

cantidad de oxígeno necesa.r·io para la. produc:cic:;n de la PA, podemos 
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decir que ésta se sintetiza en condiciones de aereaciÓn moderada. 

Tambi~n se ha observado que cuando la fermentación se lleva a cabo en 

condiciones de baja aereaciÓn, la prcducci6n de enzima es mayor. En 

relación con lo anterior se ha reportado C481 que para E&bhpcichia 

.cQ.l.1. la síntesis de la enzima puede ser totalmente reprimida por el 

incremento en la concentracion de oxígeno disuelto 1261. 

Se han hecho intentos por modificar a la cepa productora de PA, con el 

fin de aumentar su capacidad productora. La estrategia que ha dado 

mejores resultados ha sido la clonación molecular del gene de PA. 

Una vez presentada en términos generales, como se lleva a cabo la 

regulación de este gene es importante adentrarnos en los antecedentes 

relacionados con el estudio detallado de la región reguladora del gene 

~-

Por una parte, la clonación del gene que codifica para la enzima 

acilasa penicilánica ha permitido caracterizar con detalle este gene. 

Además en el laboratorio del Dr. Bolivar se determiné parcialmente la 

secuencia nucleot!dica 14?1, y recientemente se ha publicado la 

secuencia completa 1411. La figura 5 muestra la secuencia nucleot{dica 

correspondiente a dicha regi6n donde se han podido identificar toda 

una serie de elementos de control que nos hacén pensar en diversas 

formas de regulación para la expresión del gene ¡liLI;. 1461. 

En relación 
. , 

con los trabajos de clonacion, se ha demostrado que la 

región codificadora del gene lli1b. se localiza entre los sitios de 

restriccio'n Hin<iIII y Smal en el plásmido pPA2. (fig.61. 

Aislado el gene y conociendo la secuencia nucleot!dica, se determ i nrf 

el sitio de inicio de la transcripci~n del gene ¡liLI;. por medio de un 
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GOeTTACOCAOOOAOOATOTOAGTOAACTATOOGCOOCOTOTTOOCAAATOCTOCCTO'ICTG 

GATTCGAAAATTOCTACAAAATCCAACCATAAAAOTCOTTTACAACATATTTTTCTGATTTACATACAGATAATGACCTG 

AGCTGTCTCTCTOGOllOTCATCATCTATGCGTCCGOGGGATCTOTCACAAAAAOGAATAOAAACAAAATCATCAGCGGTG 

A B 
AATAAAGCOATTCGTTTTT-OATCACATTAATOAAATTTTTGTATCAAAAATTAGTTATCGCOCTCACAQTTCATAATBA 

-35 11 -10 111 
-- RB AACAATTCTCTOCAA~ACCOAAOCTTCOTTG~AA~TACACCTGCCAGA~GGA~ACA 

ATO ,.,.,. ,.,.r "º" AAT coT ATO Are oTo ,.,.e ToT orT Acr ñcT-Tcc-cTo-iTn-TAT-TAT-Toa 
M•t Lye A~n Arq Aan Arq H•t t1• Val A•n Cyw Val Thr Al• S•~ L•u Het Ty~ Tyr Trp 

Figura 5. Secuencia nucleot!dica de la región de regulacio'n del gene 
~ (16>. Se presentan 391 pares de bases anteriores al codon de 
inicio ATG de la regi6n de control del gene DAS;.• Las dos l{neas 
gruesas sobrepuestas en la secuencia <A y B> indican dos sitios 
putativos de unión a CRP. La,lfnea punteada indica la zona en l~ cual 
el oligonucle.Stido hibri<lizo en ·el experimento de extension de 
prime~D. Las flechas con los números ~emanes muestran secuencias 
palindrÓmicas. Indicados están, el pr9motor -funcional , el sitio 
identificado de inicio de la transcripcion <~ > y el posible 
sitio de uni~n a ribosoma <RB>. 
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Figura ó. Estratregia de subclonaciÓn y de secuenciaciÓn de la regi~n 
de regulación del gene JlilC.• Tambien se muestra un mapa de restricci&n 
parcial del pl~smido pPA2, donde se aprecian los sitios relevantes del 
gene g,a¡;, el ta.maño y orier1taciJn, la resistencia a tetrac:ic.1 ina "/ la 
región que abarca el gene ¡¡.a.¡;. t47l. 
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experimento de extensión de prfm&ro, sintetizando un oligonucleÓtido 

de 21 bases, siguiendo el m~todo de fosfodiester sobre fase s61ida. La 

secuencia +ué escogida tomando en cuenta una re9i6n del RNA mensajero 

que se encontrarJ entre 100 y 200 bases a partir del probable inicio 

de la transcripciÓn. Una vez hibridizado, la enzima t~anscriptasa 

reversa act~a, sintetizando el DNA complementario al RNA mensajero. El 

RNA 
., 

fue a{slado de Eschecíchia ~ ATCC11105 llevando consigo al 

pl~smido pPA2 crecido en 0.1% de ~cido fenilac~tico. En la figura 5 

se muestra la regiÓn alrededor de dÓnde se determinó el inicio de la 

transcripci,;n. 

Ahora bien, por lo general los genes que intervienen en una 

determinada v(a metabÓlica, están agrupados en operones o en unidades 

transcripcionales. Cada 
, 

operen tiene por lo menos un promotor" 

permitiendo el inicio de la transcripci~n en forma coordinada de todos 

los genes que lo conforman. En algunos casos se han localizado 

promotores dentro de las unidades de transcripción, los cuales 

permiten la expresi&n diferencial de ciertos genes que la constituyen. 

Un promotor es una regiÓn en el DNA que abarca aproximadamnete 40 

pares de bases, correspondientes a una re9i&n de DNA involucrada en el 

pegado o en la uni6n de la RNA polimerasa para el inicio de la 
,, 

transcripcion. A partir de la secuencia de 168 promotores, se ha 

determinado una secuencia consenso, tomando en cuenta las bases que se 

conservan con mayor frecuenr.ia. Se sab& que esta secuencia consenso es 

la que tiene la mayor a+inidad por la RNA pollmerasa. 
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-:~La secuencia consenso es: 

TTGACA~n 17 bases ---t T A T A A T 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

82 84 78 6S 54 45 80 95 45 60 50 96 

d6nde los valores, representan el porcentaje de aparici&n en los 

promotores anali~ados. Estas secuencias se localizan aproximadamente a 

35 y a 10 pares de bases antes del inicio de la transcripci6n, 

'·:.:·crespec-tivamente ·12s1. 

En las genes que responden a una regulaci6n por niveles de ANP 

: ,•cíclico, sujetos a un control positivo, se ha reportado la pre~encia 

·_,,.,de uno o más sitias de -unión para la molécula CRP 1•cataba1 i le 

.·.Repressor ProlP.in"l. Esta proteína funciona como activador de la 

trans~ripciÓn en varios genes de Fscheritbio .c..g,J,i, facilitando la 

unid'n. de la RNA ·polimer-asa al DNA. Cuando hay glucosa disponible o 

_ .... /"'···~'alguna de sus "der·ivados, la concentracid'n de AMP clclico no es 

··"·',e; suf lcientemente elevada como para satur-ar a la molécula de CRP. Por sf 

. ,. '- ~. - , misma, la mol~cula de CRP no es capaz de jugar un papel activador • 

SÓlo cuando toda la glucosa del medio _ha sido depletada entor.ces los 

.niveles de AMP c!'cl.ica se elevar: formando el complejo CRP-AMP c!cl ice 

·el cual se une al DNA en une regi~n espec!fica y fomenta el inicio de 

la transcripci~n. La secuencia consenso para el sitio de uni~n a CRP 

es: 

5"- A A N T G T G A N N N Ne A N A T T - 3• 

L~s sitios de unio"n para CRP es p~sible localizarlos en las dos 

ca~enas del DNA. La distancia de estos sitios al inicio de la 
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transcripción ha sido reportada desde 107 hasta 36 pares de bases. En 

algunos genes, pueden estar presentes dos sitios de unión a la 

mollcula de CRP. Normalmente uno de los dos posee menor afinidad ya 

que na se acerca tanto a la secuencia consenso. Se piensa que el sitio 

secundario tiene la funci&n de agrupar a la proteína CRP con el fin de 

lograr una mayor concentración de la misma en la vecindad del sitio 

funcional de unión a CRP. En algunos casos CRP puede funcionar como 

represor, cuando al interaccionar con el DNA, bloquea la unión de la 

RNA polimerasa, como es el caso del gene de galactosa t21,36l. 

Otro dato importante que se ha obtenido del estudio de genes regulados 

por CRP es el siguiente: la regiÓn -33 de los promotor~s de estos 
, 

genes, se aleja de la secuencia consenso, y ademas, en algunos casos 

la región -10 es poco parecida a su correspondiente consenso. Esto se 

explica tomando en cuenta que la función de CRP es la de estimular la 

transcripción, por lo tanto no tendr{a sentido que un promotor fuerte 

tuviera un sitio de unión a CRP, ya que la función de este J1timo 

como activador de la transcripción no serla significativa 111,251. 

La represión catabÓlica ofrece a la célula la posibilidad de utilizar 

glucosa preferentemente, pero tambi:n le otorga la facilidad de 

adaptarse rJpidamente a la ausencia de ella. 

A falta d& glucosa la c~lula comenzar~ a sinteti%ar enzimas 

espec{ficas que son capaces de aprovechar otros compuestos energ.ticos 

en el momento en que éstos est~n presentes en el medio. Esta s{ntesis 

de enzimas se har¡ dependiendo de la accesibilidad de estos compuestos 

inductores en el medio. Este mecanismo resulta .ser muy ver~lit i l dado 

que la célula puede escoger en función del rnejor inductor presente en 

ese momento en el medio, 

catabÓl ico. 

para as! tener la inducción del 
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D1tntro del qenoma bacteriano se h~n po~,do observar distintos 

reguladora, nos oncontramoe con un 9rupo de secu•ncia• nucleotfdica• 

que pudieran t•ner relaciÓn con rnol:culas espec:(fica•, como pudier.an 

Estas •ecuenc1as nucleot{dicas son espec(ficas y 

•• denominan operadores. 

Como •• dijo anteriormente, 
, 

control y del posible rnod•lo de re9t..dacicn del 9ene ~. surg• el 

tnt•r's en avocarno• a un estudio un 
, 

poco mas d•tal lado sobr" 

tomando ejemplos d• operador•• funcional•• ya 

report.adoa, como pudieran ser los operadores de los operone• .l.Ju;. y 9A.l. 

entre otros. Con este &studio ae pier1ean obtt=-ner criterio¡¡ 9en«!!>ral•m 

operador&& y poder confrontarlos con tos tr•• posibles 

operadores del gene ¡;¡;u; !ver resultadoal para finalmente tratar de 

deducir el o loa operadores f uncionalea. 

Un operador ae define como aquella regl~n del DNA que •• reconocida 

por una moi~cula d•nominada r1tpresora cuya funci~n principal es l• de 

impedir la transcrlpcl~n. El bloqueo de la transcripcl~n ae debe a que 

el represor posicionado sobre el operador Impide est~ricamente que la 

RNA pol imcra'5a. reconozca a eu promotor ccmo s• muestra •n 1 a f i 9ur a 7, 

o bien impide, 

tr-anscr·ipciÓn, ... complt•tf> la transcripción del 

E•t• complejo operador-represor se dice que ejerce un control ne9.atlvo 

tlObr• la expresió'n del gen• ya qu• r@prime su transcripci6'n. Por otro 

lado resulta claramente distinto al sistema de control positivo o de 

represi~n catab~lica a~tes mencionado. A continuación se 

serie de da.tos 9e-nerales relacionados tarato i:on op•r·adores como con 

25 



SIN 
INDUCTOR 

CON 
INDUCTOR 

CONTROL NEGATIVO 

~ 
/~ 

Inductor l 

Transcripci6n 

Figura 7. Dos tipos de efectores intervienen en este tipo de 
regulaci6n: el Inductor y el represor. Algunas prote(nas represoras se 
unen al DNA en su forma nativa. Sin el inductor, el represor se pega a 
su respectivo operador. Lo cual impide el acceso de la RNA polimerasa 
a la región del promotor '? la s{ntesi~ de RNA men.s~jero ':lº ~u~de 
llevarse al cabo. Cuando un inductor esta presente (ac1do fen1lacet1co 
para el caso del gene ~ ,se forma un complejo inductor-represor que 
implica un cambio conformacional en el represor impidiendo su uni~n al 
DNA. Como consecuencia, el represor no es funcional y la regi¿n del 
promotor se vuelve accesible para la RNA polimerasa. 
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, 
moleculas represoras, para despué's citar ejemplos de sistemas donde 

interviene el complejo operador-represor en la regulación. 

Para que un r·epresor o una molrÍcula represora ejev--za su papel 

re~ulaci~n se necesitan varios eventos: 

en la 

il El sitin de reconocimiento <operador) debe estar posicionado 

adecuadamente. 

ill Que sea accesible conformacionalmente al represor, 

iiil La interaccid'n entre represor-operador sea lo suficientemente 

fuerte par Impedir el inicio de la transcripción. 

ivl Que la 
, 

molecula represora no haya tenido ningún cambio 

conformacional por medio del pegado de mol~cula<sl inductoralsl. 

Dadas las caracter{sticas antes mencionadas para el funcionamiento de 

un represor, expondremos ahora generalidades de los operadores. 

Los operadores generalmente se localizan en regiones muy cercanas al 

sitio de inicio de la transcripción. Un operador tiene una longitud 

<entendiendo longitud como el nJmero de bases dentro de la secuencia 

del DNAI de 10 a 12 bases, siendo esta cifra variable como veremos 
, 

mas adelante. Esta secuencia es la responsable de la interaccló'n con 

el represor. Los operadores pueden localizarse en otros sitios, como 

regiones estructurales por ejemplo. La secuencia dal operador ea muy 

espec{fica pero hay casos en los que secuencias m:s largas repercuten 

"' en un pegado mas fuerte por parte del represor. El operador posee una 

caracterfstica Única para el reconocimiento la secuencia 

nucleotldica correspondiente al operador conforma una simotr(a 

conocida como secuencia palindr~mlca. Se trata de una secuencia de DNA 

que le{da de 5' a 3', en una de las dos cadenas, resulta ser igual a 

la complementarla; consiste en lo que se conoce con el nombre de 
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secuencia~ repetidas invertidas. En cie~tos casos se ha visto qu& la 

simetrfa no es perfecta y la interpretació'"n que se da de este fenomeno 

es que no todas las bases de un lado del pal(ndrome interact~an con 

el represor. Estudios hechos en base a mutantes han demo~trado que el 

represor se pega en regiones del DNA tanto simttricas, como no 

sim:tricas, considerando estas J1timas como pal{ndromes imperfectos 

115,25). 

R~tomando un poco los sitios de uniÓn del complejo represor-operador, 

éstos resultan ser espec{f icos y portadores de dos componentes 

básicos: .. 1 primero tiene que ver con interacciones electroestÍticas 

con los esqueletos de fosfato del DNA. El segundo se refiere a la 

interacci~n sitio específica resultante de la matriz de donadores y 

aceptares de puentes de hidrÓgeno localizados en porciones definidas 

de la doble h~lice del DNA. Asf,· esta matriz interacciona con un 

conjunto de donadores y aceptares de puentes de hidró'geno 

complementario a la superficie de la prote{na represora y espec{f ico 

para cada represor <42l. 

Teniendo como base las generalidades antes mencionadas pasaremos a la 

presentacio'n de un conjunto de ejemplos que pretenden ampliar un poco 

ma; Ja visión del complejo represor - operador tratando de enfati%ar 

en este ~ltimo. 

El ejemplo m¿s citado en la literatura relacionado con la interacci~n 

represor - operador es el del operen .l.iilJ; de E5cher!cbja CJ:l.l.i.. En 

esta bacteria como en todo procarionte parte de .la regulacio'n gen¡;tica 

se lleva a cabo a nivel transcripcional, por lo que los primeros 

estudios sobre mecanismos de control, se avocaron a la purificación y 

caracterización de la proteína represora ia.c.. 
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El operen J...aJ;,. esta r-eguli&.do pe.- contr·ol y,egalivo. El operador J.a~ 

presenta una secuencia palindr~rnica cuyo eje de simetrfa central está' 

representado por un par G - C. Se ha demostrado experimentalmente-que 

una de las mitades del pal (ndrome r·econoce a una de las das 

subunidades del represor L;u;.. Adema~ la sirnetrfa del operador con un 

par G - e central se ac:Rntúa a través de dos secuencias: 5' G - T - G 

3' y s• e - A - e s• localizadas dentro del pal(ndrome a una 

distancia de 34 A. Por otra parte, se ha visto que en los residuos 16 

y 25 del r•presor ha)' formac: i i5n de una estructura et - Hélice, la cual 

al parecer interactJa con la secuencia nucleot{dica del operador en la 

" region correspondiente a un surca mayor. Retomando la secuencia 

pal indrcfmica, se ha podido comprobar que para la cepa silvestre de E... 

la secuencia correspondiente al operador resulta ser un 

pal{ndrome imperfecto. Estudios recientes han mostrado que el oper~n 

~ de ~ J;J;ü.i posee dos sitios más de pegado a represor 144>. El 

•segundo aperador• 
, 

esta situado al Inicio del primer gene est,...uctural 

.l.iu;Z mientras que el •tercer operador• se localiza al final del g~ne 

represor l..il.I:. justo adelante del locus del promotor J.Ju;.. Estos dos 

se sit~an 370 85 pares bases, 

respectivamente, 
, 

despues del operador primario y el pagado por parte 

del represor J..a¡;, disminuye o resulta ser menos eficiente de 10 a 100 

veces en relació'n con el operador primario. Experimentos in vitre 

mostraron que el segundo operador tiene un pequeño efecto estimulador 

en el pegado al operador primario por parte del represor 112,43,44>. 

Retomando un poco el concepto de regulación, recordamos en general que 

las mol:culas represoras actJan exclusivamente en la prevenci~n del 

inicio de la transcripción. Tambiln se piensa que los operadores se 

29 



localizan en regiones del DNA que sobreponen en muchas ocasion•s al 

promotor <es decir, entre las posiciones -10 y -35 en relaciori con el 

inicio de la transcripci~n>. 

Sin embargo, dentro de las generalidades antes mencionadas existen 

excepciones. Tanto para el oper&n de ~. como para el de 9Al. se han 

identificado secuencias adicionales correspondientes a posibles 

operadores. Experimentos recientes han de•ostrado efectivamente que el 

pegado d•l represar lAI:. al operador interfiere eficiente•ente en el 

inicio de la transcripci~n. Pero el punto importante se presenta con 

los dato& que deauestran que el complejo r•presor - operador de ~. 

localizado distalmente a la secu•ncia del promotor puede directamente 

interferir en la expresi~n del gene a travts de un eficiente evento de 

terminact&n de la transcripct6n 1121. Lo anterior nos hace pensar en 

las posibles funciones de ,lO!S operador•s local izado!S fuera de la 

regi~n de regulaci~n primaria. Finalmente se puede decir que estas 

propiedades pueden jugar un papel muy importante en el contexto de 

tener una regulaci&n mucho m~s fina de la expresi~n genJtica a nivel 

transcripcional y pudiera considerarse como un cierto tipo de 
, 

atenuacion. Lo antoricr resulta interesante ya que abre un nueva 

horizonte en el estudio de gen•• que paseen m~s de una secuencia 

palindr&aica correspondiente a un posible operador en regiones 

comprendidas entre el +50 y +400 112,441. 

Un modele di!Stinto pero que tambie"n tiene un intere's especial es el 

que pre•enta el ope~Ón aa.J... Mediante estudies a nivel gen~tico y a 

nivel de secuencia nucleot{dica mediante mutaciones cis-dominantes, !Se 

pudo mostrar la existencia de dos operadores necesarios para la 

represión de 9A.l. en el operón g.aJ. de E..... ~. El primero, OE se 
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localiza Inmediatamente despue's de los dos promotores de 

alrededor del -60 en relación con el Inicio de la transcripci6n para 

el pl"o,.,otor P 
G2 

El segundo operador, ~ ,se encuentra dentro del 

primer' gene estl"uctural. Haciendo una comparación entre las dos 

r,.9iones o 
E 

y o
1 

a nivel de secuencia se puede observar que de 

pares de bases que con+orman a c~da operador, 12 son idénticas. Lo 

cual implica una alta homo109!a a nivel de secuencia nucleotÍdica 

entre ambos operadores. Cada operador posee una simetr(a en cuyo 

centro aparece el par G - c. El palÍndrome correspondiente a OE es 

mejor al de o
1

• Dado que ~l represor activo de sill forma un dÍmero, 

resulta plausible que los pal(ndromes reconozcan esta forma dim~rica 

de la prote{na represora 121,291. 

Dados los antecedentes anteriores, para que se dé un control negativo, 

el operÓn sal. requiere que la molécula represora se pegue a ambos 

operadores, OE y o
1 

, separados por más de 90 pares de bases. En base a 

la presencia de estos dos operadores surge la pregunta en el sentido 

de cual pudiera ser la función de un segundo operador. Adhya y 

Majundar 1291 en investigaciones recientes proponen tres posibles 

modelos: 

11 Enmascarmiento Estérico: En este modele sÓJo uno de las das siti•s 

r•sulta ser el operador funcional. 

est;l"icamente el sitio de pegado de la RNA polimerasa. Por su 

proximidad con los promotores de SQ.J., el operador OE 

ritsulta ser el candidato más atractivo par;¡ fungir como operAd•r 

(esquema Al. 

iil Cambios conformacionales del DNA: Se forma un complejo entl"e •l 

represor y el operador OE y a su vez entre el represor y el operador O¡ 
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Estas lnt•racclon•• Inducen a la tormacl~n de un doblamiento en el DNA 

que adem~s Incluye la r•gl~n de los promotores. En este modelo, 
, 

cambio contormaclonal que sufre el DNA provoca un cambio en la reglon 

del DNA correspondiente a los promotores Impidiendo as( el acceso a la 

RNA polimerasa !esquema BJ. 

A) 
01 

~ 

B) 

01 

1111 Sitio de entrada de la RNA polimerasa: El sitio de entrada de la 

RNA polimerasa para los promotores 9ill. se localiza fuera del segmento 

de DNA correspondiente a ~ - ~ Sin embar90, en este modelo la 
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ocupación de ambos sities '\y °i , los cuales no se sobreponen con los 

promotores, a través del represor se bloquea r~pidamente el acceso de 

la RNA polimeraYa <2Bl. 

Los modelos anteriores pretenden evidenciar que no existe un modelo 

universal de regulación y que los elementos de regulaci~n de un gene u 

operón de un organismo procarionte, pueden ser variados. Lo cual 

implica la posibilidad de tener distintos niveles y tipos de 

regulación. 

Por ~ltimo, otra regiÓn identificada y de importancia en la 

organización del genoma bacteriano es la del sitio de inicio de la 

traducción de los RNA mensajeros. Esta región interacciona con el 

extremo 3' del RNA ribosomal 16S. Su secuencia nucleot!dica, asl como 

su distancia del codÓn de inicie tiende a conservarse en casi todos 

los genes estudiados en procariontes. La secuencia de las primeras 

c~ce bases del extremo 3' del RNA ribosomal es la sigui~nte: 

3• A u u e e u e e A e u s• 

Los RNA mensajeros son complementarios con esta secuencia a su extremo 

5' en forma parcial generalmente <45!. 

De esta Torma se presentaron los elementos básicos que intervienen en 

la regulación de un gene de tipo proc3rionte. Teniendo estas bases se 

pretende ahora introducir con mayor especificidad el estudio de la 

regulación del gene Jlal:• 
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El gene que codifica para la PA representa un r•to interesante 

desd• el punto de vista de la investigación básica y tecnolÓglca, por 

lo qu• se decidió realizar un estudio sobre los posibles elementos que 

intervienen en la regulaci~n de su 
, 

ex pres ion a nivel de 

transcripción. 

El estudio que se presenta en esta tesis, incluye tambien el ana'lisis 

de la prote!na en su extremo amino terminal. Este estudio se enfocó al 

an:lisis de la secuencia de amino ~cides correspondientes a lo que se 

ha propuesto como el p'ptido señal de la prote{na necesario para la 

traslocaci;n a •spacio p~riplásmico. 

La siguiente parte del estudio contempló el diseño de experimentos 

que puedan aportar más conocimientos sobre la regulaci~n del gene llil.C.• 

La idea principal, fu~ la de sub-clonar la regi~n reguladora, en base 

a t~cnicas de DNA recombinante y as! verificar, una vez en la cepa de 

E•sheri;hie ~ si esta regi~n es capaz de •titular• al represor a al 

activador del sistema de regulación. Partiendo de esta idea se 

plantearon 3 posibles hip~tesis. La primera lntent~ demostrar la 

inducción del gene en cromosoma. La segunda, tiene que ver con la 

Inducción del gene presente en el cromosoma, por la presencia de 

pl:smidos multicopia llevando la re9i~n reguladora del gene ¡;uu;. De 

ser cierta esta hlp~tesis resultaría probable la presencia de un tipo 

de control negativo. Finalmente, como tercera hipótesis, •i •• lograra 

una expresi~n constitutiva baja del gene, y si se pudi~ra incrementar 

añadiendo en el medio el inductor, •• decir al ácido fenilac~tico, 

podrÍamoa Intuir la pre•encia de ambos tipos de control•• de 
, 

regulacion para el gene Rae.· 
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En b••• a los resultados obtenido• •n cuanto a que •l gene pai::. 

pudiera regularse en parte por un control n•gativo, se realizó un 

estudia de las elementos que pudieran intervenir •n este tipa de 

partiendo de antecedentes 

bibliográficos, se intenté comprender la estructura de los operadores 

y su lnteraccián can moléculas reguladoras. Se plantearon "" conjunta 

de criterios que servir~n para llevar al cabo un estudia más detallado 

de lo• posibles operadores del gene que cadif ica para la enzima PA. 

En la discusi~n d• esta tesis •• analizan las resultados obtenidos 

y •e plantea un posible modela de la regulaci6n a nivel 

transcripcional de este gene. 



1'1aterlel,.a 

I- Reactivo11 

Los reactivos y las casas proveedoras +ueron los siguientes: 

Endonucleasas de restricci6n: Bethesda Research Laboratory, USA. 

Agaro5a, resina DoMeX SOX-XS, dodecil sul+ato de sodio (SDS>, y Temed 
<tetr .. etilet.tlendiamida>: Bia-rad Laboratories, USA. 

Agar bact.erio169tca, peptona de case{na lcasaillllino~cidosl peptona de 
case!na purificada (triptona>: Di+ca, USA. 

Ioduro de propidio: Calbiachem Laborataries, USA. 

Ext.raz:to de levadura, Tris lhidroximet.il -ina•etano>,urea: l'lerk de 
Mextca 

Aceite mineral, br9111uro de etidia, cloruro de cesio, RNAasa y 
lisozima: Sigma de Mexico. 

3. T. Baker: los demás reactivas. 

II- Medias de Cultiva 

Las medios de cultivo v.tilizados para el crecimiento celular, as{ 

como el medio nQce~~rio para la realizaciJn del bioensayo son los 

siguientes: 

Medio Luria: Triptona 10 gr. 

Extracto de levadu!"a 5 gr. 

NaCl 10 gr. 

NaOH 2.5 N 1 ml. 

Agua Bidestilada 1 1 t. 
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Medio H9: 

Antibi~tico 

Tetraciclina 

Na HPO 

KH PO 

NaCl 

NH Cl 

Medio Líquido 

HS p9/11l 

III- Cepas Bacterianas y pl,smidoa. 

6 9r. 

3 9r. 

0.5 9r. 

.t 9r. 

Medio s61ido 

30 pglml 

E•Gh•rishia .1:.1:1.1.1. HB101 K-12 cF-, h•dS20 cr-, m•>, recA13, ara-14. 

proA2, lacY.t, 9al K2, rps L20, (Sm), xyl•5, mtl-1, supE44, lambda->. 

Pl~s11ido pPA2 (331. 

IV- Condiciones para la digestión de DNA con Endonucleasas de 

Restricción. 

Las condiciones de reacci~n de laa endonucleasas de resticciÓn, se han 

estandarizado para uaar a610 tres buffer• differentea en lugar de uno 

distinto para cada enzima. Los buffers son: 

NaCl Tris pH 7.4 MgSo DTT 

Buffer ALTO 100 mM 50 mM .to mM o 

Buffer MEDIO 50 mM 10 mM .10 mM 1 mM 

Buff,.r BAJO o 10 mM 10 mM 1 mM 

Por lo general la mayorla de las reacciones se llevan al cabo a 37ºC. 

Enzimas utilizadas: 
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' 

Bu++er ALTO Bu++er BAJO 

AsuII * 
BglII * 
EcoRI * 

En algunas casas, se pueden hacer digestiones dobles en el mismo 

bu-ffer aunque se pierda un poco la actividad de la enzima que no se 

usa en su buffer Óptino. 

Ligasa T4. Esta.enzima como su nombre lo indica es utilizada para las 

reacciones en las que se quieren ligar fragmentos de DNA previ&111ente 

digeridos con alguna enzima do restricci~n. 

Incubar a 4 ·e cuando los extremas a ligar san rasurados y a 12 C 

cuando san cohesivas, con buffer ligasa durante 12 o•¿• horas. 

l'fetodos 

I- Transfarmaci&n d• cepas de En~hecishj• c:Q.U.. 

Inocular 3 Ml de ~•dio Luria can la cepa deseada e incubar toda la 

noche a 37"C, con agitación constant~ C200 r.p.m.>,a aenas que la cepa 

requiera otra temperatura. Al siguiente d{a inocular un aatraz de 150 

ml can 30 ml de media Luria e incubar can agitaci~n hasta que llegue a 

una densidad de 0.4 a 595 nm. Centrifugar a 10000 r.p.m. 110 'º 
durante 5 min. en un tuba estéril. El sabrenadante se decanta y 

el precipitado se resuspende can 15 ml de NaCl 10 nM frie y .estéril. 

Centrifugar igual que en el casa anterior y resuspender el precipitada 

suavemente en CaCl 30 mM. Dejar en hl&lo durante 20 niin. y 
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centrifugar de nuevo durante 10 min. a 5 K. Resuspender en 3 ml de 

CaCl 30 mM. Tomar 0.2 ml ~ pasar a un tuba estéril, agregar o. 1 /!gr 

de DNA en 0.1 ml de CaCl 30 mM. Incubar en hielo 1 hora. Dar un pulso 

a 42•c durante 70 seg. exactos y pasar las células a hielo 5 minutos 

más. Agregar 3 ml de medio Luria e Incubar con agitación a 37•c de 1 

hora a 1 hora ~ Media. Finalmente, platear· 0.2 ml en caja petri con 

medio $~lido con el antibiÓtico necesario para la selecci6n de las 

células transformantes. Incubar las cajas a 37•c durante al menos 16 

hrs 123l. 

!1- Purif icaci6n de DNA de plásmido. 

El método utilizado es el que se denomina de •lisis alcalina", 

m~todo desarrollado por Maniatis 1301. En ;ste, se contemplan 3 pasos: 

crecimiento de la bacteria y amplificación del plásmido; 

bacteria¡ y finalmente purificación del DNA del pl,smido. 

lisis de la 

Se crece la bacteria q~~ l!eva al plismido que se desea puri+icar, 

hasta una densidad de 0.4 a 595 nm de D.O. 

clol""'amfenicol170 J19"'.'rnl e incubar, con agitación durante 16 hrs. 

Colectar las células por centrifugación y agregar 10 ml de solución I 

150 mM glucosa, 25 mM Tris HCl pH B.O y 10 mM EDTAl para resuspender. 

A esto se la añade 5 mgr/ml de lisozima y se le agrega posteriormente 

20 ml de solución 11 10.2 N NaOH y 1% SDSl y se incuba en hielo 10 

min. Se agrega 15 ml de solución 111 160 ml de acetato de potasio 5 M, 

11.5 ml de ácido acético glacial y 28.5 ml de agual .Se centrifuga a 20 

K por 20 min. y se colecta el sobrenadante claro del cual se precipita 

sólo el DNA con isopr·opanol y se lava con etanol al 70 %. Se 

resuspende y se le agrega 10 mgr/ml de RNAasa. Se extrae y precipita 
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de nuevo y se resuspende en 2 ml para colocar en un gradiente de 

cloruro de cesio. Se colectan por separado las dos bandas que se 

obtienen de la centrifugaci6n y que corresponden al pl~smido roto y al 

superenrollado y que se pueden notar debido al ioduro de propidio que 

contiene la solución de CsCJ. Estas se pasan por una columna de resina 

Dowex para quitar el ioduro de propidio y despué's se dializan con 

buffer TE !Tris 10 mN pH a.o y EDTA lmMl por lo menos con 2 cambios de 

1000 veces el volumen del p1{smido. Por ~!timo precipitar con etanol y 

centrifugar. El DNA as! obtenido se resuspende en el m{nimo volumen de 

buffer TE. 

, 
III- Micro-ensayo de DNA de plasmido !screeningl. 

, 
El metodo es similar al anterior pero en este caso se crecen solo 3 mi 

de c~lulas. Los pasos son idénticos al anterior hasta obtener el 

scbrenadante,sÓlo que en este caso se extrajo con fenal saturado con 

agua en una relación 1:1. Posteriormente se precipitó el DNA con sal y 

etanol. Se resuspenditi en 10 ¡1 de agua bidestiladfa y estJril. El DNA 

quedó listo para ser digerido por enzimas de restricción 138). 

IV- Electroforesis de DNA en geles de Agarosa o de Acrilamida. 

La electroforesis de DNA s~ llevó a cabo en placa conforme a las 

siguientes condiciones: 

Agarosa l % disuelta por calentamiento en Tris-boratos-EDTA !Tris 90 

I ' mM, acido boricc 90 mM y EDTA 2.5 mH pH 8.21 con lo cual se llenan las 

placas y se hace el gel. Las muestras de DNA que se desea analizar se 

40 



preparan con ca~tid~d suficiente de DNA pa1~a qu~ sean visibles <desde 

0.2 a 1 ygrl '/ se l<>s agr-.9an 5 y1 de "Stop MiY." (6 gr. de urea, 1 ml 

d& azul de brcmofenol al 0.5 % en agua, ml de xilencianol al 0.5 % 

en agua, todo para preparar 10 ml) y se aplican las muestras en los 

carriles del gel. Se corren a 150 V durante una hora en buffer Tris-

boratos-EDTA <TBE>. Los gi>les de acrilamida al 7.5 % se preparan de la 

siguiente manera: 

Acri lamida 7.5 mi 

TBE lOX 3.0 mi 

Agua destilada 19.4 ml 

Persulfato de amonio\10 rngr/ml 0.15 ml 

TEMED o.015 ml 

, 
Se corren a 200 V por 1 hora o mas en buffer TBE. 

El ,DNA se revela por tinci~n con una soluci~n de bromuro de etidio 

O.l mgr/100 ml y se observa con una l:mpara de luz ultravioleta (5). 

V- Aislamiento de fragmentos de DNA de un 9el de agarosa. 

Una vez que se ha cortado la banda deseada del gel de agarosa, se 

debe machacar esta agarosa conteniendo el fragmento de DNA, para 

despu~s añadir un volumen igual de fenol saturado con agua 1:1. El 

siguiente paso es el de agitar con Verte~ durante 10 seg. 

Posteriormente se congela a -70"C entre 5 y 15 minutos el tubo para 

centrifugar por 15 minutos m~s. En un nuevo tubo se recupera el 

sobrenadante, d6nde de encuentra el DNA. Se extrae el sobrenadante con 

un volumen equivalente de fenal saturado dos veces. Finalmente, se 

precipita el DNA con etanol '/ se seca por vacío, par·a despue's 
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resuspender el DNA en agua bidestilada 121. 

VI- ExtracciÓn de DNA con fenol saturado 

Agregar un volumen de fenol saturado con agua 1:1 y agitar. 

Centrifugar 2 min., tomar la fase superior <acuosa! y pasarlo a otro 

tubo. Repetir el procedimiento anterior, volver a agitar y volver a 

centrifugar 1 min. Tomar la fase acuosa y agregar 1/25 del volumen de 

NaCl 5 M y añadir 2.5 veces el volumen total de etanol a -2o·c. Agitar 

por inversión e incubar en hielo durante 15 minutes. Centrifugar de 5 

a 10 minutos y tirar el sobrenadante. Secar el tubo con vacfo y 

resuspender en agua estéril y filtrada o en buffer TE. 

, 
VII- Bicensayc para la medicicn de actividad de la PA 

La idea general de este bioensayo es la siguiente: se ha reportado 

que la actividad del gene de~ es mayor a 30"C, por lo tanto se deja 

creciendo la cepa silvestre de E..~ ATCC11105 con y sin 
, 

plasmidc 

pPA22 a 30"C durante más de 24 Hrs. Las células se dejan creciendo en 

cajas de petri en medie m!nimo M9. En un caso se añadió medio M9 
, 

mas 

Glucosa y en otro medio M9 m's ~cido Fenilacético. Una vez crecidas 

las células, se añade a las cajas el agar de superficie l{quido que 

lleva Penicilina G y Sgccatiª mace5rencg5. Una vez añadido el a9ar de 

superficie se incuban las cajas a 37•c durante teda la noche. 

El resultado del bicensayo se evidencia a trav.:s· de la formaci6n de un 

halo de inhibici&n alrededor de las células. Cuando una colonia de 

bacterias presenta un halo de inhibic:iÓn lo que ocurre es que hubo una 

cierta producci~n y excreci~n al medio de la enzima penicilina 
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acilasa. Al agregar al medio el agar de superficie con la Penicilina G 

la enzima producida a 30°C, hidrol iza la 

penicilina G produciendo por un lado al á'cido Fenilac~tico y por el 

otro al ácido 6-amino-penicilánico (6-APA>. El 6-APA causa inhibición 

en el crecimiento de la bacteria ae~~a~.la ma~eá~e~eá, ya que este 

compuesto rompe la pared celular de la bacteria, oca•ionando la muerte 

a la bacteria, lo cual implica la farmaci~n de un halo alrededor de 

las colonias productoras de la enzima. Resulta evidente el halo de 

inhibici6n ya que adem~s donde no hay presencia de halo, la bacteria 

forma un tapete uniforme color rojo intenso (4vl. 

VIII- Manejo de Secuencias por Computadora. 

Se utilizó la mini-computadora VAX 11/780, con el sistema 

operativo VAX/VMS. Se 
, 

corrio el programa PRPLOT, para 9raficar el 

perfil de hidofobicidad-hidrofilicidad. El programa PRPLOT forma parte 

del "Protein Sequence Analysis Software• el cual forma, a su vez, 

parte del sistema "Protein Identification Resourse lPIRl". 
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RESULTADOS 

I- Análisis de la Prote{na en su extremo NH2 terminal. 

Desde un punto de vista básico resulta de gran interés el estudio 

de la enzima PA. Un aspecto importante es el procesamiento de su 

precursor ya que la enzima madura está compuesta por dos subunidades 

las cuales se originan a partir del mismo péptldo precursor <3,4,33>. 

A través del análisis del péptido precursor se ha identificado una 

secuencia de 26 residuos en el extremo NH
2 

terminal que posee las 

caracterlsticas de un péptldo señal encargado de traslocar a la 

proteína en espacio periplásmlco. 

Para la PA la secuencia correspondiente al péptido señal es la 

si'9uient.e 

+1 10 
1 1 

Met-Lys-Asn-Ar9-Asn-Ar9-Met-Ile-Val-Asn-Cls-Val-Try-Ala-Ser-Leu-Met-

20 26 
1 1 

-Tyr-Tyr-Trp-Ser-Leu-Pro-Ala-Leu-Ala¡Giu-Gln-Ser-Ser-Ser-

L. sitio de procesamiento 

Junto con esta secuencia se presenta una gráfica <fi9. S> basada en 

los parámetros de Hoop y Wood 120>. Esta gráfica muestra un perfil de 

hldrofobic!dad-hidrofllicldad del fragmento de secuencia en cuestión. 

Se aprecia claramente una.re9i6n hidrófoba en este fragmento y con los 

residuos Ala- Leu-Ala justo antes del sitio de corte. 
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Figura S. Gráfica del perfil de hidrofilicidad-hidrofobicidad hecho 
con el algoritmo de Hopp y Woods C20l. Perfil reali%ado con una 
ventana de 6 y que va desde la motionina inicial en el extremo amino
terminal hasta el residuo 100. La flecha indica el sitio de corte del 
péptido señal <residuo 26>. Los valles en e•ta gráftc·a representan 
%cnas hidrcf6bicas. 
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II- An,lisis de la regiÓn reguladora 

La expresión del gene estructural de la PA est~ regulada por la 

región de control localizada en el extremo 5' del gene. Son varios los 

elementos que al parecer intervienen en esta regulación. 

Establecido el posible sitio de inicio de la transcripción 1161 y 

analizando cuidadosamente la secuencia nucleot(dica se ha propuesto 

que el promotor de este gene se encuentra alrededor del nucleÓtido 

-35 la siguiente secuencia: 

5' T A G A T A 3' 

mientras que a una distancia de -10 en relación con el inicio de la 

transcripci&n aparece la secuencia: 

5' T A G T A T 3' 

Adem's la distancia entre estas dos secuencias es de 17 pares de 

bases, cuando se ha visto que la distancia com~n entre el -10 y el -35 

var(a de 16 a 18 pares de bases 1251. 

Dentro de esta región reguladora se han localizado dos posibles sitios 

de unión a 
, 

la molecula CRP. Ambos sitios se acercan en cuanto a 

similitud can la secuencia consenso y sus posiciones con respecta al 

inicio de la transcripciJn son entre -66/-69 y -109/-110 

respectivamente (figura 5 y 111. Finalmente, se ha propuesto, en base 

al criterio de similitud con la secuencia consenso, 
, 

un sitio de union 

a ribosoma IRBI, localizado aproximadamente a 22 pares de bases del 

inicio de la transcripción. 
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La secuencia del promotor del gene J2QJ: fué comparada con la s~cuencia 

consenso de la manera siguient~: 

-35 
T A G A T A 

CONSENSO T T G A C A 
1 1 1 1 1 1 

82 84 78 65 54 45 

-10 
+-----17 pb------+ T A G T A T 

+----16-18 pb~ T A T A A T 
1 1 1 1 1 1 

80 95 45 60 50 96 

Por otra parte, para el mismo gene ~ se mapearon en la regi~n 

reguladora tres secuencias palindr~micas imperfectas en las posiciones 

-86, -19/-20 y +3/+4. Como se puede observar en la figura 5 y 11 , el 

pal!ndrome más alejado, cercano al extremo 5'se sit~a entre las dos 

secuencias propuestas para el pegado de la molécula de CRP. La segunda 

secuencia pal indrdmica est~ situada entre el -35 y el -10 

correspondientes al promotor. Finalmente el tercer pal!ndrqme 

imperfecto identificado en esta regi6n de control, sobrepone a la 

secuencia del -10 del promotor. 

III- Clonac16n de la regi~n de regulación del gene 12QJ; que lleva 

los tres operadores putativos. 

El plásmido pPA2 es el portador del gene ¡;¡;u;. completo, incluyendo la 

región de regulaci6n (22); El experime~to que se realiz6, se 

fundamentó en la clonaci6n. a partir del plásmido pPA2, de un segmento 

de DNA que lleva la re9i6n de control. El pr-imer· paso 
, 

fue el de 

deletar, a este pl~smido, la re9i6n del genoma co~respondiente a la 

re9iÓn codii-icadora para la resistencia a clor·amfenicol. 

La construcciJn de este nuevo pl~smido se detalla en la figura 9. Por 
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Asull + ligoso 
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EcoRI 
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pPA22 

Pvu 
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Polimeroso 
+ 
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EcoRV 
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Figura 9. Construcci6n del pl.smido pPA22 portador de la re91&n de 
re9ulació'n del 9en~ Q.a.:;.. Est.e plisll\ido l lev.:.. una deleci&n que va de 
Bgl

1
II a EcoRl. El pJ;{,;mi

1
do pPA2S lleva al 9en., = complE;to, es ~n 

plasmido derivado del plasmi~o pPA2, al cual se le deleto la reglen 
codificadora para la resistencia~ cloram1enicoJ. 
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ello, se hizo una digesti¿n con la enzima de restricción Asuil. 

Analizando esta digesti~n, se obtuvieron dos fragmentos, siendo el de 

mayor tamaño el portador del gene completo JlilC, la regi6n codificadora 

para la resistencia a Tetracicllna y el sitio de origen de la 

replicaci6n. Una vez aislado, este fragmento fué ligado y transformado 

en la cepa de Escherichíª ,C,QJ.J. HB101. 

nuevo plásmido llamado pPA25. 

, 
Posteriormente se purifico el 

A partir del plásmido pPA25 se construy~ el pPA22. Por ello, se le 

deletci una parte del gene estructural de ¡;¡a¡;. La deleci6n va desde el 

sitio de restricción BglII <posición 1620 pb>, hasta el sitio de 

EcoRI. La delec!Ón eliminó todo el extremo 3' del gene estructural. 

El nuevo plásmido, lleva la región de regulaci~n, con las tres 

secuencias palindrÓmicas. Finalmente se transform~ el pPA22 en la cepa 

~e Escherlkhia ~ ATCC11105 para posteriores cuantificaciones de la 

prcduccicin de la enzima PA. 

IV- Medición de la actividad de la enzima PA 

Una vez 
, ' 

que se tuve el plasmido pPA22 se realizo el experimente que 

pretendió cuanti{icar la Inducción del gene por medie de la producción 

final de en:::ima ~· as! demostrar alguna de las hipótesis planteadas. 

En la fi9ura 10 se aprecia que la cepa silvestre de Eg¡c;bgcichia ~ 

ATCC11105 en medio M9 con glucosa cerno fuente de carbono no produce 

en::ima PA. La n·dsma c:epa en medio M9 con a'cido 
, 

fenilacetlco como 

fuente de caf"'bonc muestr-a una clara. p'roducciÓn de enzima, evidenciada 

por el halo de inhibición. 

El siguiente caso representa a la misma cepa, en el mismo medio con 

glucosa pero ahora con la presencia del plásmido pPA22. 
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Figura 10. R~sclt&dos del bioensayo con la bacteria ~grrati3 

mar:u;en2ea en cajas d~ pe.tri en medio MY c:on glucosa y M9 cch :Í:cido 
+eoilac tico. Las colonias ccr·respct"'den a Ja cepa dé< Fscherjshia mil 
ATCC11105, con y sin plJsmido pP~22. El tapete bact•~lano es de color 
rojo intenso, evidenciando la presencia. de la C:..erratia m..,.. 
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Finalmente, se presenta a la misma cepa, en medio M9 con ácido 

fenilacético llevando al pl~smido pPA22. 

Es notoria la presencia de un pequeño halo de inhibición en el caso 

del medio M9 con glucosa para la cepa con pl~smido. Vemos claramente 

que sin pl~smido, la cepa no es capaz de producir la enzima mientras 

que con el plasmido hay algo de producción. 

Los resultados más interesantes se presentan en los dus casos para los 

cuales las células fueron crecidas en medio M9 con écido fenilac~tico 

como fuente de carbono. El primero de ellos se refiere sÓlo a la cepa 

silvestre donde se aprecia la inducci&n por parte del écido 

fenilacético apareciendo claramente un halo de inhibici~n. 

Para la ceca silvestre llevando al pl~sm!do pPA22 se observa con mayor 

claridad el halo de inhibicié'n y esta claridad est~ dada con 
, 

relacion 

al caso anterior puesto que hay una mayor producción de enzima. Para 

la cepa sin pl,smido, la inhibi:i~n no resulta ser uniforme nientr~s 
, 

que para l~ misma cepa portadora del pl?srnido el halo es claro y 

uniforme cerio se puede apreciar en la f i9ura 10. 

V- Estudio sobre operadore. 

Los resultados a los experimentos antes mencionados indican la 

posible presencia de uno o varios operadores activos que pudieran 
, 

tener un papel importante en la regulacion del gene ~· Por ello, 

decidimos analizar con ma's detalle estas secuencias palindrÓmicas 

localizadas en la regiÓn de control de este gene. 
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A- Recopilaci~~ d~ algunas secue~cias ~~p~rt~d~s como Opet adores 

Las secuencia =.e r.-:uest1·an ~n la Ta.bla I incluyendo al final las t.res 

secuencias palindr·~1ica~ c:orr~spo~dientes a los posibles op~radores en 

el genP. 12..!!.!;· 

B- Locali%aci&n y tama~c de los operadores citados. 

Una vez agrup~dos estos operadores se realiz¿ un an,lisis un poco 

m's detallado a ~iv~l de secuenciad~ nucle~tidos 1 de la en 

d~nde se localizan dantro de los correspondie~t~s genes u op~rones. 

Como resumen de las obser·Jat:iones se pr·e·senta la. Tat!a II. En esta 

tabla se muestr-a el tamaño del operador, toma11do én cuent~ uno de los 

lados del pat!ndrome J el n~mero de nuc:le~tidcs que efectivamente 

resultan ser sir.H~lr ices. En el c"'so d2'1 9ene g,a.c,, 1 larna.remo~ pal {ndrome 

I a la secuencia que se localiza ent1·e los des sitios de uni6n a l~ 

mol~c.ula CRP, eg dec.ir, el que :;e encuentra rnis alejado en r·elaci~r .. al 

sitio de inicio de la transc.ripci~n. El pal {ndrome II será el que se 

locali%a entre las regiones -35 y -10 del promotor funcional I 

finalmente el Palfndrome III será el que sobrepone parcialmente al 

promotor funcional en la regi&" -10 !Fig.5 y lll. 

Retomando el an~l is is de la Tabla II podemos ver c:cmo etl ciertos ca.sos 

fu' posible e.onecer la re~i~n én dÓnde se locali%an el o los 

operadores, pero tarnbi.t°~! como en otros 110 se reporta la local izac:iéÍn 

en relaci6n con el +1 del inicio de la transcripc.i6n. 



PALINDROME 1 

* 5'- A A T T T T T G T A T C A A A A A T T - 3' 

PALINDROME Jr 

* ~-AACCGAAGCTTCGTT-~ 

PALINDROME fil 

5'- G T A T e A A T T e G*c T A A T T A T A e - 3' 

lMMITTACBCAOOOAOOATOTOAOTOAACTATOOOCOOCOTOTTOOCAAATGCTOCCTOTCT& 

GATTCBAAAATTGCT•CAAAAT~CAACCATAAAAGTCOTTTACAACATATTTTTCTOATTTACATACAGATAATGACCTG 

A9CT9TCTCTCTS9GGGTCATCATCTATOCOT1::_o~1GOGATCTOTCACAAAAAGGAATAGAAACAAAAT~TCAGCGGTG 

A 
Hpall 

B 
fl!ifl!iTAAA9CBATTCBTTTTTAGATCACATTAATGAAATTTTTOTATCAAAAATTAGTTATCGCGCTCACAOTTCATAAT1~A-

AT9 AAA AAT ABA AAT CGT ATO ATC OTO AAC TGT OTT ACT GCT TCC CTG ATB TAT TAT TOO "•t LY• A•n Arg Aan Arq M•t 11• Vel A•n CYs Val Thr Ala Ser l•u "-l T~r Tyr lrp 

Figura 11. Secu.f."•· .. .:ias pal iYldrÓrriica.s localizada.E. 
regulaci&n del 9ene ~- Los pal{ndr·omes han sido 
IlI siendo el t el ma'S cercar10 al t:-:-;trerr.:o '=·'.. $e
sitios de rest.t··ic:ció.,.... 
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Secuencias Nucleotidas de algunos Regiones correspondienles o operadores 

Proteína Regu!odora 

TrpR 

Biotin 

Le<A 

Locl 

GolR 

~l(t) 

TetR(TniO) 

t=!lda c!Cro 

CAP 

PA 

Gene regulado u Operador 

trpR 

oroH 

bioAbloB 

lellA 

lac operon 

gol operan -Oe 

gol operon-Oi 

penP 

penP 

telO 

teto 
L 

R 
Consenso 

poc 

Secuencia 

ATCGAACTAGTTAAClr.GlACG<:A 

ATC=tmAGC<lAGmCAAC 

AATGTA~GAGAACYAAGTGCATT 

ATCGACTTGTAAACCA.UTTGMAAG.IITTTAGGTTTACAAGfCTACA 

JUACTGTATGAGCATACAGTA 

lllCWTATATACTCACAGCA 

AACTGTATATACACCCAGGG 

TGTGTGGAATTGTGAGCOGAATAACAAT11CAC.N:.A 

AATTCTTGTGTAAACGATTCCACTAATT 

CCAATGTAACCGCTACCACCOO 

AAAGTATTACATATGTAAGATTT 

CAAATCTTACAAATGTAGTCTTT 

:.GAG!!TT:.CATTTGTAAGTATA 

,ICTCTATCATTGATAGAGT 

TtCC1ATCAG'TGATAGAGA 

AANTGTGANHTNHNNCAHATT 

Referencias 

18 

18 

18 

34 

18,49 

18,49 

16,49 

14 

21 

21 

18 

18 

18 

18 

18 

16 

16 

16 

Tabla I. Secuencias nuclectfdicas de al9unas re9iones reportadas como 
operadores. Al ?inal de esta lista se aÍ!adi~rcn las tres secuencias 
palin<!rbr~ic.~s locali7.adas en la. re3i¿n de control del gene~. 
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OPERADORES TAMAÑO NUCLEATIDOS REGION SIMETRICOS 
lac 17 14 -10 +10 
aroH 12 9 -50 -25 
t rp 10 9 -20 ... +l 
trpR 9 6 -20 . +10 
bioA bioB 20 15 -20 +20 
!ex.Al 10 6 -20 .. . +l 
lex.A2 10 5 +2 .. +25 
re e A 11 10 -35 .. -10 
uvrB 9 4 -
Amidasa 9/7-8/10 8/7-8/9 -100-80/-35-20/-10 
lambda ORl 5 4 
lambda OR2 7 5 
lambda OR3 8 5 
lambda OL l 5 4 
lambda OL2 7 4 
lambda OL3 7 4 
gal Oe 10 7 -67 . -52 
gol Oi 7 4 +46 +60 
argF 21 10 -32 . +7 
argl 19 13 -32 .. +7 
rgR 8 4 
orgR 9 4 -22 ... -5 
carAB 9 5 
penP 12 9 +20 .. 10 

penP 12 7 -5 .. 33 
penl 12 7 10 .. +1 

tetAOL 9 9 

tetROR 9 8 

Tabla II. Compilación de una serie,de operadores en función de su 
tama~o, n~merc de nucleÓtidos simetricos y regi6n en la que se 
encuentran. El tamaño está dado por el número de nucleÓtidos 
sim~lricos o no sim~tricos, to~ando en cuenta ~nicamente la mitad del 
patCndrome. Las nucle&tidos simetricos son aquellos que tien~n subas~ 
complementaria en el otro lado de simetr!a del pal(ndrome. 
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C- Abundancia de Purinas y Pirimidlnas en operadores. 

El c.r lteric sisuiE-nte c.onsistic' en anal izar la riqueza de 

Adenina y Ti~inas <A+Tl ~ Guaninas y Citosinas <G+Cl en distintos 

operadores. P~ra ~stc se consideraron unos cuantos operadores cuya 

secuencia es ccr•oc:ida. Con e$tos datos se elaboró la Tabla III. 

A G e T Totol A+T G+C 
Trp R 6 4 !; 7 22 13 l0.59) 9 l0.41) 
Hv 5 4 5 9 23 14 l0.6) 9 (0.391 
AroH 9 6 2 6 23 15 (0.65) 6 l0.35) 
Leu 9 3 5 6 23 15 (0.65) 8 l0.351 
Loe 11 9 5 10 35 21 l0.61 14 (0.41 
Trp 7 4 ... 5 20 12 l0.61 8 l0.41 
\,ioA bloB 16 7 5 12 40 28 l0.71 12 (0.3) 
lexA 6 3 5 6 20 12 (0.61 8 (0.41 
re e A 8 3 4 7 22 15 l0.68) 7 l0.31 l 
•JvrB 3 2 3 10 18 13 (0.721 5 (0.281 
gal Oe 7 3 4 7 21 14 l0.66) 7 (0.33 l 
gol Oi 4 2 5 3 14 7 l0.5) 7 (0.5) 

PARA AMIDASA 

l 8 1 1 9 19 17 l0.89) 2 l0.1) 
II 4 3 4 4 15 8 l0.53) 7 (0.46) 

llI 7 2 4 B 21 15 (0.71) 6 l0.2Bl 

Tabla III. Frecuencia de utilizaci~n de purinas y pirimidinas en 
varios operadores, los valores de A,G,C y T esta'n tomados en toda la 
extensi6n del palCndroma, por lo que el valor total corresponde a 
ambos lados del pal (ndrome. Se pr·eser1ta el n~mero de A / T y de C / G 
con, sus respectivos porcentajes para cada uno. Al final de la tabla 
estan los valores para los tres palÍndromes del gene ¡;¡a¡;. 
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D- Similitud entre las tres secuencias pallndrÓmicas de la regi6n de 

regulaci&n del gene '2AI:.• 

Como otro criterio, se alinearen las secuencias 

correspondientes a los tres posibles palÍndromes del gene 

de 

,g,a.c;. 

DNA 

La 

Tabla V muestrD los respectivos alineamientos. El al ineatniento fué 

extendido a los lados y las letras minúsculas repres&r.tan las bases 

que no forman parte de las secuencias palindr~micas. Adem~s, los 

cuadros con líneas punteadas indican las homologías ~e las bases que 

tampoco forman parte de los pal!ndromes. 
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PALINDROMEI 

* 3' - A A T T T T T G T A T C A A A A A T T - s' 

PALINDROME lI 

* 3' -A A C C G A A G C T T C G T T - s' 

PALINDROMEm 

lII 

I 

DI 

lI 

I 

lI 

* 3' - G T A T C A A T T C G C TA A T T A T A C - s' 

ALINEAMIENTOS 

G 1 T1-iA T 1- e A A T T - e G e T A A T T A T A e a e f.:1 r--::i IBTI ~ [;] 
t bJa L~!J g a A A T T T T G - TA Te A ~A~ A T T 

G rfAl-T cfAAl- -[TTCGlc(ilA Afilr AÍTA!c 
a A~C e G~G e ~Tl!Jg e l~Jª g L~-~j t 

(iiAI n T T T [GJT A frlc A A A A A ¡n 1 
~e e G A A ~e -t!:Jr e G - - - T T 

Tabla IV. Secuencias de los posibles operadores y/o pseudo-operadores 
para la regi~n ~e control del gene ~· Alinea,iento de las tr~s 
secuencias ~alindromicas 'ntre s!; Las letras rnayusculas corresP,onden 
a los nucleotidos que estan incluidos en las secuencias palindromica$ 
mientras que las minúsculas son las bases que no +arman parte de los 
pal(ndromes pero que van flanqueando a los pallndromes. ~os cuadros en 
líneas punteadas incluyen la identidad entre bases que al menos en una 
de las secuencias no forman parte del palfndrome. El guidn entre las 
bases representa un Ngap• que se ha propuesto, para optimizar el 
alineamiento. 
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DISCUSION Y CONCLUSIONES 

En este primera parte de la discusión nos enfocamos al estudio del 

procesamiento de la enzi•a para posterioraente 

organizaciJn y regulaci~n del gene estructural de esta 

discutir 

proteína. 

la 

En 

cuanto al procesldliento de la enzima, resulta inevitable pensar en un 

an~lisis de la secuencia primaria de amino ácidos de la PA para poder 

delucldar funciones, similitudes y posibles homologías con otros 

sistetnas proteicos que nos lleven a un mejor entendiaiento del 

procesamiento de la enzima. 

I- Procesaaiento de la enzima PA. 

Son varios los elementos que intervienen en el procesamiento de la 

enzima PA. El precursor de esta enzima que permite la uni6n covalente 

de las cadenas a y p v!a el p"ptido espaciador o conector tiene 

características interesantes. Se sugiere que este péptido conector 

intervenga diractam~nte en el doblamiento de la proteína para llevar 

al cabo parte de la& funciones de procesaMiento y/o de traslocaci~n a 

membrana y de funcionalidad de la enzima. 

Recordemos tambi~n que la función del p~ptido señal presente en el 

precursor, es 

peripl~smico. 

la de traslocar al péptido precursor al e"pacio 

Consecuentemente también es probable que intervenga en 

esta parte del procesamiento algÚn tipo de doblamiento necesario para 

alcanzar el espacio periplásmico. Ya en espacio periplásmico se lleva 

al cabo el resto del procesamiento. 
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Es importante resaltar que el pJptido señal de la enzima PA, posee un 

alto grado de si mil it"d con péptidos que intervienen en traslocacio'n 

de prote{nas a. rnembrana e incluso a espacio peripla'smico. Recientes 

publicaciones relacionadas con protelnas que pegan maltosa IHaltose-

binding-protein, HBPl muestran un tipo de p~ptido señal muy 

relacionado con el de la PA (19l. Como se mostró en la sección de 

resultados, este péptido al igual que el péptido 1111tñal correspondiente 

al precursor de la PA, mantienen la organización con la similitud en 

tamaño, 126 residuos) y el sitio de corte, ya que tienen en ambos 

casos el mismo tamaño y la •isma secuencia: Ala-Leu-Ala 161. 

Dependiendo de las posibles relaciones con el resto de la proteína, 

esta similitud sugiere un comporta111iento muy parecido al de una típica 

proteína que tiene que ser traslocada a espacio peripla'smico. 

II- Estudio de la regi~n de reg~laci6n del gene ~ 

Pasando a la regiÓn re3ulatoria del gene DAl;.Y retomando la idea 

de que los sitios que se han analizado en esta regi~n sean 

posible•ente funcionales, es factible proponer un modelo de 

r•<JUlaci~n. Lo anterior se complementa can datos obtenidas en nuestro 

laboratorio relacionados con el efecto de ciertas sustancias en la 

inducci&n o represión del gene ~· 

En 
, 

relacian al promotor del gene ¡;¡,¡¡¡;,, se puede decir que la 

secuencia correspondiente a la regi6n -35 se ve que hay una similitud 

entre esta secuencia y la consenso de un 50 %. Para el fragmento de 

secuencia de la caja • Pribno.,• o -10, un punto muy importante es que 

se conserva la Timina final -, que hay un cambio de una purina por otra 
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purina <T por Al en la pcsici6n 4. Se puede decir, por le tanto que el 

prometer prepuesto para el gene g.a¡; ne se acerca estrictamente a la 

secuencia consenso de prcmctcres pero resulta ser similar. Por le 

anterior se puede pensar que se trata de un prometer ne muy fuerte que 

pudiera necesitar de otros elementos de regulaci~n para llevnr al cabe 

eficientemente su funci6n. 

Se han identificado des sities de uni~n a la mcl:cula CRP y se 

sabe que la expresi6n del gene ~ est~ regulada a nivel de la 

tranacripcién por el AMP cíclico 1131. Por le tanto se puede suponer 

que el efecto de la ccncentraciÓn del AMP cíclico sobre la 
. , 

expresion 

del gene ¡uu; es debido a que la prote(na CRP funciona come activador 

cuando se 1 lega a cierta ccncentraci6'n de AMP c Ícl ice. Se ha _reportado 

que las distancias de los sities de uni6'n a CRP varían entre -106/-107 

y -36/-37. Podemos entonces proponer que ambos sitios de pegado a CRP 

pudieran ser funcionales. Aunque resulta. diflcil predecir cual de 

e~tas dos secuencias fuera realmente funcional e si ambas tuvieran que 

ver con el estímulo en el inicie de la transcripci~n. Adem~s se ha 

observado que para legrar una alta producción de enzima, aparte de no 

usar glucosa o alguna otra fuente de carbono que disminuya los niveles 

de AMP cíclico, es necesario adicionar al medie de cultive el inductor 

que es el ¿cido fenilacéticc. La inducción de la expresión del gene 

por el 'cido fenilacéticc, posiblemente sea controlada por una 

proteína reguladora, la cual podría ser un represor que funcionara 

como tal cuando la concentraci6n de .fcido fenilac:tico fuera baja. 

Esto se prepone , tomando en cuenta la presencia de tres regiones 

palindr~micas las cuales sobreponen parcialmente al posible sitio de 
, 

unicn a CRP y al prometer. Si una proteína reguladora se une a 

cualquiera de las tres secuencias palindrÓmicas, no se permitirla la 
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interacción de CRP o de la RNA polimerasa con sus respectivos sitios 

de unión en el DNA. Lo anterior ocasionarla que los niveles de le 

transcripción fueran bajos. 

III- Discusión de los resultados derivados de las clonaciones. 

Dadas las observaciones anteriores, resulta prometedor el pensar que 

el i{cido fenilacético juega un papel de inductor dentro del sistema de 

regulación del gene 12Al::.• 

Esto puede explicarse por el efecto de inducción que se presenta al 

tener plásmido dentro de la célula en multicopia. Un nJmero elevado de 

copias ·del operador titula al represor lo c;.al inducirla al gene y 

consecuentemente se incrementaría la producción de enzima. 

Los resultados que muestran la Inducción del gene ~en la cepa de 

ESchpricbia .c;gJ,.l ATCC11105, variando la fuente de carbono indica por 

una parte que efectivamente el crecimiento de las células debe hacerse 

a 30 ·e pero sobre todo que el ácid.o fenilac~tico juega un papel de 

inductor p~r~ el inicio de la transcripción de gene wu;.. De esta forma 

se puede proponer un modelo de regulación para este gene ~ ya que 

con la presencia de un inductor resulta factible pensar en un tipo de 

control negativo. Sin embargo, no sería correcto concluir ~nicamente 

lo anterior dado que se observa una cierta inducción del gene en 

cromosoma, inducción que provoca una expre!SiÓn baja en el caso de la 

cepa con plásmido pero sin inductor y que pudiera evi-:ienciar un cierto 

tipo de control positivo. 
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Finalmente dado q\.\E 1-a e-;.~presi6n del gene de-1 crcrnosoma ne 

incrementa considerablemente por la presencia del plásmido multicopia 

que> lleva los posibles operadores funcionales y además los dos sitio 

de pegado a la proteína CRP, podemos preponer que el modelo de 

regulación debe contemplar ambos tipos de controles, tanto al control 

negativo como al positivo. A continuación presenta~emos un esquema 

que trata de resumir las posibilidades existentes, resultante del 

experimento anterior lfig. 12l. 

IV- Estudio sobre operadores 

Los resultados anteriores muestran que el gene l2ili:. puede estar sujeto 

a una regulación negativa. 

En cuanto a los resultados derivados del estudios de una serie de 

operadores con los tres posibles operadores del gene ¡;¡,w:,, es dif!cil 

definir cual o cuales de estas secuencias pudieran considerarse como 

el operador o los operadores Tunci~nales. Sin embargo, 
, 

se trato de 

sistema~i%ar las comparaciones y por ello se reali%aron los siguientes 

análisis: 

A- Compilac!~n de algunas secuencias reportadas como Operadores 

Con esta agrupación de secuencias se quiso tener un punto de partida 

para los siguientes estudios además de poder ir conociendo más 

caract9rÍsticas en relación con el complejo repr~sc~-operador. 

Un punto interesante para algunos casos en que la secuencia 

nucleot{dica se conoce es el de poder deducir alguna secuencia 

conEet'"tSO. Como pued<! ct:s<;rvarse en la T<l\bla I el tama.(10 de- les 
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MODELO DE REGULACION 

Reql&n de con1rol capaz de 
tl1ular al represor 

E.coUAT~ 

SI el control resulta ser ~i11vo 
Dificil Inducción del gene en 
cromosoma 

l 

Plásmido pPA22 portador de ta 
•----,reotón reouladora 

~ 
Si el con1rol es nec;¡o1ivo el c;¡ene 
del cromosomo se Induce por la 
presencia del plasmido muUicoplc 
llevando \a regían que peoa al 
represor 

Si ambos controles, se \aorora uno ¡p.presldn 
constiMiva bojo del oene, la cual puede ser 
Incrementada si se anade al induc!or 

Figura 12. Mede-lo de regulación en el cual se tiene un DNA cir;:ular· 
lpliÍsmida pPA22l pcrtador de la reg!ór, de control, Par transfarrnaci6n 
~l plásm!da pPA22 es !ntradu;:ido en multicopia en la cepa bacteriana 
de Esrhecichia J;..i2l..i. ATCC111os. 
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operadore.s reportados al i;1ual que !5US eecuencia& 

considerablemente. A pe!5ar de lo anterior en ciertos casos, 

, 
vo.r-1an 

como por 

ejemplo para el fago l.ambda d6nde el complejo represor-operador 

nece!5ita de seis secuencias palindrÓmicas para llevar al cabo su 

funci6n regulatoria, el deducir una secuencia consenso resulta &til. 

El inter~s en alinear las distintas secuencias nos lleva a evidenciar 

un cierto nJmero de nucleJtidos muy conservados que presumiblemente 
, 

tengan una relacion funcional necesaria en el reconocimiento por parte 

de la 
, 

molecula represora. Otro punto es el poder analizar con 

detalle la secuencia palindrÓmica co~o tal ya que el represor 

usualmente es una mol~cula dim~rica y el reconocimiento se lleva al 

cabo en forma sim~trica, es decir, que este dímero primero reconoce a 

una de l3s mitades del palÍndrome para despu~s hacer el contacto 

compl~to en la otra mitad de la secuencia simétrica o asimétrica. 

B- Locali%aciÓn y tamaño de los posibles operadores del gene ~· 

Pensando en un valor promedio en relaci~n con el tamaño de estas 

secuencias se podría intuir que los palÍndromes 1 y ... III para el 

del los que 
, 

valor promedio caso gene g,a¡;,. son mas se ac:er-can a. ese 

obtenido a partir del tamaño de los operadores reportados. En cuanto 

al n&mero de nucle~tidos sim~tricos id~nticos, los pal(ndromes I y III 

son de nuevo los que mantienen los n~meros mis significativos. 

Como se puede apreciar en los casos reportados resulta frecuente 

situar 
, 

a un buen grupo de operadores en una region comprendida entre 

el -100 y el +20 en rel;,c ió'n con el inicio de- la transcripci~n. Los 

pal ( ndroTl'eS I, lI y Ill del gene Q.iill;. se loc:al iziln e-ntr·e el trlplete 
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cadlflcante inicial y el -100 par lo tanta resulta importante recalcar 

que estas pasibles aperadores estan situadas en una regi&n dÓnde en 

otros genes, operadores funcionales llevan al cabo sus funciones 

regulatorias. 

En relación con lo anterior, se han reportado experimentos con 

operadores funcionales que evidencian la interacción prote(na-DNA. Uno 

de las resultados muestra que para un grupo de aperadores existe un 

cierta sobreposición de estas secuencias palindrÓmicas, can la 

secuencia corres-pendiente al promotor. La anterior ocurre para_ el 

pal!ndrome III del gene pac mientras que el II está localizado entre 

las regiones -35 y -10 del promotor. 

Aunque este fenómeno de sobreposición es muy frecuente en otros 

operadores existen casos en los cuales el operador est~ alejado de la 

reglón del promotor. Cuando el operador sobrepone al promotor resulta 

lÓgica pensar en que el complejo que forma la interacción represor

operador, evita que la RNA palimerase se pegue al promotor y ss! no se 

inicia la transcripción. Pero resulta ser que ~ate no es el Jnico 

mecanismo posible ya que recientes investigaciones han demostrado la 

¡¡,xi!>tencia de opera.dores funcionales a más 1 Kilobase de distancia del 

promotor dentro del mismo gene estructural <12,21,44!. 

Pera también, -fer1t5'menos re9ulat.arios de represi'5n eficiente en 

procarionte, especialmente en Escherichlª !;.J2.l.i., son los que presentan 

los operones s.a.l. 1 los cuales requieren de dos operadores 

separadas por 110, 200 y 600 pares de bases respectivamente. La 
, 

or9anizacion de estos ele1nentos reguladores han llevada a los 

investigadores a preponer un modelo conocido como hDNA loop" o de 

doblamiento del DNA. De ac:~erdo can este modela, que al parecer 
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resulta ser un mecanismo de regulaci~n eficiente a nivel de la 

transcripci~n, el "loop• del DMA hace que haya una concentración 

local mayor de protelna represora en la regi¿n del promotor. De esta 

manera. se supone que se logra el pegado eficiente de la mo1:cula 

represora evitando as{ la interacci~n RNA polimerasa - promotor. Una 

de las conclusiones a las que se puede llegar es que no es posible 

pensar en un sÓlo mecanismo de regulación para todo tipo de control 

negativo y que adema"s se aprecia una cierta evolución de una serle de 

sistemas de control de la expresión génica <34,35). 

e- Abundancia de Purlnas y Pirimidinae en operadores 

Otro tipo de estudio fué el basado en la frecuencia de purinas y 

pirimidinas. Come se puede apreciar en la tabla IV la frecuencia de 

CA+T> escila entre un 60 y un 72%, mientras que las IG+C> oscilan 

entre un 30 y 40%. Cuando se analiza el caso de los tres pal(ndrcmes 

del gene 12AJ:. vemos come para el pal(ndrome I y III las frecuencias de 

<A+T> son de 99% y 71% respectivamente. Mientras que para el 

pal!ndrcme 11 el valor es de 53%. Se sabe que el reconocimiento 

especÍf icc de pares de bases en la doble cadena del DNA por parte de 

una prcte!na, involucra el reconocimiento de pares específicos de 

grupos de puentes de hidr69eno, como 9rupos donadores y aceptares 

tanto en el surco mayor como en el menor de la doble hélice de DNA 

142). 

Los pares de A - T o T - A pueden distinguirse de los G - C o C - G 

por la presencia de un grupo central donador. Los pares A - T o T - A 

llevan la secuencia a - d - a de donadores y aceptares y además se 

localiza un grupo met{lo. La secuencia de donadores y aceptares para 
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G - e o e - G es: a - a - d para G - e en el surco mayor y d - a - a 

para e - G. Es importante hacer notar que los grupos funcionales en el 

surco mayor están en el lado opuesto de su base correspondiente. Por 

lo tanto, en general , aunque existen excepciones, las protelnas no 

pueden estar en contacto con los 9rupos funcionales en el surco mayor 

y menor simultáneamente. Las prote{nas no sólo reconocen en forma 

individual pares de donadores, aceptares, sino secuencias de pares de 

bases, y es esa naturaleza de la posición de aceptares y donadores de 

puentes de hidrógeno que resulta imprescindible para el reconocimiento 

e interacción prote{na - DNA 1421. 

D- Similitud entre las tres secuencias palindr~micas de la regidn de 

regulación del gene ¡¡.w;. 

El siguiente criterio de análisis fué el del alineamiento entre los 

pal{ndromes. La similitud entre los pal!ndromes I y II resulta ser la 

menos significativa dada la poca similitud que muestra. P~ra los 

palfndromes II y III, pudiera decirse que hay un buen alineamiento, 

pero es importante hacer notar que fu~ necesario dejar 3 huecos lgapsl 

en la secuencia palindrÓmica III para mejorar el alineamiento. 

Finalmente el alineamiento entre les pal(ndromes I y III parece ser el 

más significativo, por varias razones. La primera, como se puede 

apreciar en la Tabla V, es que el alineamiento requirió de un sblo 

hueco Cgap> en arnbas secuencias para mejorar el alineamiento. Por otr·a 

parte, las bases id~nticas en su mayor{a son adeninas y timinas. 

Finalmente, en la secuencia aledaña hay una similitud alta en CA+Tl 

que pudiera tener importancia en el sentido de que este tipo de 

secuencias a)'udan a la preparaci&n para el reconccimiento y 
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posicionamiento de la mclécula represora 135>. Un punto importante que 

surge de este estudio de similitudes es que se podría pensar en que el 

palÍndrome I funjiera como un pseudo-operador que ayudara al 

posicionamiento definitivo del represor en la secuencia pallndr~mica 

III del gene ~ a la cual sobrepone al promotor en el -10 

as! la unión de la RNA polimerasa. 

E- Conclu&iones sobre las comparaciones. 

evitando 

Para empezar el criterio de tamaño de los palÍndromes no aporta 

mucha información ya que por lo general el tamaño es variable. La 

localización de las tres secuencias coincide con la mayoría de los 

operadores reportado&. En cuanto a la riqueza de purinas y 

pirimidinas, se ve que es mayor en t¿rminos generales la abundancia de 

Purinas CA+TI y en relación con esto el pal(ndrome I y II son los que 

tienen mayor abundancia de purinas. El alineamiento entre las tres 

secuencias palindrd"micas entres( muestra que la secuencia& de los 

palÍndromes I/III y I!/III son bastante similares. En el primer caso 

s6ta deja un hueco en cada secuencia para optimizar el 
, 

alineamiento. Ademas hay una mayor riqueza de purinas, aunque en loa 

palÍndromes II y III sigue siendo buena la similitud entre las dos 

secuencias. 

Estos resultados no son concluyentes para poder definir c~al es el 

operador funcional, aunque recordemos que existen trabajos 

experimentales hechos con un plásmido cuya construccibn no lleva las 

secuencias palindr~micas I y II y que su expresi6n es constitutiva por 

lo cual pudiera descar·tar al pal (ndrome III como el .fnico posible 
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~itio de pegado de una molécula represora <351. Consecuentemente 

podría pensarse en el pallndrome ll como un candidato s~lido para 

tener las funciones de operador, puesto que adem~s el pallndrome I 

está alejado del promotor implicando la dificultad para el represor de 

abarcar suficiente espacio para lograr impedir el acceso a la RNA 

polimerasa a su promotor. Este modelo de regulación se muestra en la 

figura 13, tomando en cuenta sólo a uno de los posibles operadores. 

Finalmente resulta evidente la variedad de posibilidades tanto en 

el procesamiento, como en la regulación del gene ~. Con este gene y 

con el estudia de muchas otras reportadas podemos concluir que es 

dif!cil hablar de un sólo modelo de regulac{on y que adem~s debemos 

pensar en procesas de convergencia y divergencia evolutiva a nivel de 

secuencia 

bialÓgicos. 

nucleot!dica para 
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Nivel de 
IÍcldo 
Fenllacétlco 

+ 

• 
t 

t 

Nivel de 

Sitio de unión 
para CRP 

,...-----, 

AMPc(cllco 

• 
t e 

~ 

Sitio de unión 
para CRP 
,...----, 

L----1 
Operador 

( REP ) 

CRP ) ( 

{ REP 2 

t ( CRP ) { 

-·· -10 ... A 

CRP ) 

-35 -10 ... 8 

-30 -•o e 

CRP 2 -'5 -10 - ... o 

Figura 13. Modele de regulaci6n para el gene ~· Se indica~ las 
pcsibles interacciones entre las proteínas reguladora y !a regicn 5' 
del sene ~. bajo distintos niveles de ~cido fenilacé~lCO y AMP 
c!cl!co. El nivel de producción de la penicilino.acilasa es m!nimo en 
A y en B, aumenta en e, llegando a su máximo en D. Este modele se basa 
en dates obtenidos en nuestro laboratorio. 



PERSPECTIVAS 

Es indudable qu~ el contar con la s¿cuencia nucleotldica, y 

consecuentemente la secuencia deducida de amino ~cides abre un 

horizonte amplio para profundizar en el conocimiento del gene en 

cuestión y del producto del mismo. En un inicio se cantó con la 

secuencia parcial y ahora se conoce la secuencia completa, del gene 

que codifica para la enzima PA, lo cual nos lleva a pen•ar en amplias 

perspectivas de estudio. Es importante no olvidar que además del 

canactmienta de la secuencia, existen una serie de antecedentes 

fisiol~gicos, bioqu(micos y de re~ulaciÓn que pueden complementar 

futuros estudios. Para el gene ¡¡.ac el identificar, cual o cuales 

podr{an ser los operadores funcionales, implica un importante avance 

en el conocimiento de los mecanismos de regulación de este gene en 

particular. Mediante t~cnicas de ADN recombinante y de mutag,nesis 

ser Ca posible identificar este elemento regulatorio para 

posteriormente pensar en la localizaci~n e identificaci~n de la 

molécula represora que Interviene en la regulacion del gene ~· Al 

ver en conjunto la infcrmaci~n hasta aqu( presentada sobre el gene .Q.aJ; 

y en base a las datos reportados, de que el gene está regulada bajo 

central negativa y presenta represión catabÓlica 1391, se hace 

evidente que este gene pasee la organizacitin t{pica de un gene 

involucrada en la utilizaci~n de una fuente de carbono se 

muestra en la figura 14. 

Par otra parte, 

de amina~cidas 

el estudio de la proteína y de su secuencia primaria 

abre grandes pers~ectivas en el entendimiento del 
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B) 

Figura 14. Similitud entre la organización 
involucrados en la asimilaci~n de fuentes de 
organizaci6n del gene s:ia.i;. !Bl. 
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procesamiento de la enzima. su localización a nivel membrana!, su modo 

de acción y un posible erigen evolutivo. Un posible enfoque serla 

mediante un estudie detallado de la secuencia primaria de la prctefna 

a trav~s de alguno de los sistemas de cómputo conocidos. Este estudie 

tendr{a como objetive el tratar de localizar similitudes con otras 

secuencias de otras protelnas para poder proponer similitudes 

estructurales y funcionales, a nivel de secuencia y tal vez encontrar 

alguna relaci~n evolutiva con otras protefnas. 

Este tipo de estudio pcdr(a llevarnos al planteamiento de algJn modele 

relacionado con el funcionamiento de la enzima. Taabi:n podr{a darnos 

indicios sabre la posible relación con genes localizados en el genoma 

de E•chertshta ~ • Esta posible relación se basa en la hip~tesis 

del fenóaeno de doble duplicació'n sufrida por el genoma de Eschpcich!a 

s;.gl,j, a lo 
, 

largo de su ovolucion <50l. Lo anterior servirla para 

confiraar predicciones hechas a partir del estudio de similitudes 

entre secuencias primarias de prcte{nas. En relació'n con los ectudios 

planteados, convendría también localizar el gene ~en el cromosoma 

de E•sh•ctshte ~ para así con+irmar a no las prediccian•s hechas en 

relació'n con las analogfas en funcio~ con otros genes. 

As{ mismo, convendr{a demostrar si efectivamente la enzima madura y 

funcional se localiza en espacio periplásmico y si no interactGa con 

otra compuesto membrana! o alguna otra proteína. 

Las perspectivas de estudia son amplias. Un punto de intere~ adicional 

se basa en la necesidad que habr{a de implementar nuevas metodolog(as. 

Metodolog(as que serlan de gran utilidad no sÓlo en el estudio de este 

sistema si no en el de muchos otros, con diversos objetives y 

aplicaciones. 
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