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Resumen

La enzima penicilino acilasa (PA) de
£pli cataliza la hidrdlisis de 1a penicilina G,
como productos J3cido fenilacédtico vy écido é-amino-
penicildnico (&6-APA). El 6~-APA forma el ndcleo a partir
del cual se pueden obtener las penicilinas 5emi-
sintéticas, las cuales tienen una utilidad terapeuti:a
mayor que la penicilina G. Se sabe gQque la egpr651an del
gene gue codifica para la PA (gene pag) esta regulada a
nivel de trans:ripciun por el tipo de fuente de carbono,
esta regulacién estd mediada por AMP-c{clico. Ademds 1la
exprcﬁidn del gene se xn:rementa si al medio de cultivo
se adiciona dcido +enilaceti:o. Otros +factores que
modifican el nivel de expresxon del gene pac son 1la
temperatura y el nivel de ox{geno.
Con e1 propdsito de conocer con mayor detalle los
mecanismos que intervienen en la organizacidh b
regulacion de este gene, se decidid prinero hacer un
estudio comparativo. Este estudio fue realizado a nivel
de secuencia de aminodcidos, de la regidn de la PA no
madura, la cual permite su exportacidn al espacio
pnriplasmico. La segunda parte se enfocd en definir el
posible papel bioldaico de regiones de DNA localizadas
en la vecindad del promotor funcional del gene pag, que
tuvieran funciones de posibles "operadores", o© regiones
de ' control negativo. Para lo anterior se disefid una
serie de experimentos, mediante téenicas de DNA
recombinantes, que aportaron m3s conocimientos sobre la
regulacidn del gene pac.
Con lna resultados obtenidos relacionados con una
rcgulaciun en base a un posible contral negative, se
realizd un estudio partiendo de antecedentes
bib!sngrafi:os, intentando comprender la estru:tura de
los operadores b AE-11) interaccidn con molécul as
reguladoras.
Finalmente 1ps resultados obtenidos permiten proponer
una serie de modelos de regulacian a nivel
transcripcional para el gene pac.
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INTRODUCCION

Durante 1los Jdltimos 30 ahos, los bidlcgos moleculares han
alcanzado grandes logros en la ccmprensién del proceso hereditario.
Con la descripcién de 1a estructura del PMA hecha por James Watson y
Francis Crick, los cient{ficos han podido comprender como esa
informacidn es duplicada y transferida de generacién en genera:ién.
Teniendo estas bases rconsolidadas, descubrimientos recientes han
permitido 1la manipulacian de la informacidn genética. En la actuatidad
resulta posible aislar fragmentos de DNA de un oarganismo que
posteriormente pueden ser incorporados en otro organismo. Esta
posibilidad de manipular y transferir informacidn genéti:a de un
organismo a otro, es conocida como "Ingerier{a Genética® o metodologfa
de DNA recombinante. La ingenieria gendtica como una nueva metodologfa
dehtrd de la Biclogfs Molecular, posee una amplia gama de aplicaciornes
para la resolucidn de praoblemas rdsicos b pré:ticns relacionados con
éspectos naturales. Es importante tener en cuenta que se tiene con
esta nueva diseciplina una metcdcoiogfa capaz de resclver problemas de
variocs tipos mediante el disefio de organismos capaees de sobreproducir
una serie de compuestos Yy consecuentemente brindar mdltiples
beneficios a la humanidad.

lLas téenicas de  DMA recombinante permiten el aislamiento vy
propagacifn de aenes especificos, el estudio de su estructura v
+unci6n, la transferencia a varias especies'y algo muy importante, la
expresi&n heteréloga para lograr la ={ntesis de sus productos. Tal

capacidad nos ofrece benrficios reales y potenciales tanto en el drea
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de la investigacidn basica, comb en 1o aplicado. Ademds, aporta
herramientas para un mejor entendimiento de la biologfa bisica de
organismos superiores e inferiores y promueve grandes avantes en 1a
medicina, en la produccidn de ¥5rmacos, en la produccién de alimentos
y en forma general empieza a revolucionar procesos industriales a
través de la biotecnologfa.

Las técnicas de DMA recombinante fueron desarrolladas a los inicios

de los aihos 70's. Dada 1la importancia de las técnicas de DNA
recombinante y de la necesidad de su empleoc para la realizacién del
presente trabajo, a continuacidn se presentaré unha breve explicacién
de estas.

Con el descubrimiento del DNA como molécula portadora de ics
caracteres hereditaries, por Avery ¥y sus colaboradores (1), fué cuando

se inicid 1a manipulacién del DNA in witro. Avery logré la

transferencia de material genéticn de una cepa virulenta de
Baoumpepoiys a otra gue no lo era, aislando in wilrno el DNA de 1la

primera  y puniéndnlu en contacto con la segunda. Este tipo de manejo
del DMNA, al igual gue otros con les gue se contaban hasta antes de la
ingenierfa genética, permit{a la transmisidn de material genético
entre bacterias de la misma especie, pers tenia varlias limitzcicnes.
Una fué que no era posible seleccionar la regién del DNA del
organismo donante e introducir en la bacteria receptora, por 1o que
era necesario buscar entre toda la pnb]acién de bacterias, aquellas
que contenfan los marcadores genétlcos que se deseaban, lo gual no
siempre se podia hacer con relativa facilidad. Ademas estos primeros
intentus estaban limitados a la transferencia de DMNA entre organismos
de la misma especie,

Fué hasta despuéé de una serie de descubrimientos dentro del area de



la biolngfa molecular, que se contd con las herramientas necesarias

para la manipulacidn del DNA in uitro emn una forma +ina v

reproducible. Uno de estos descubrimientos, fué el de las enzimas de
restriccién, las cuales fueron descubiertas gracias a los estudios de
interacciones bacteriéfago—bacteria poar Luria vy Human (27).

Posteriormente, estas enzimas fueron caracterizadas y purificadas, 1o
cual permitié su uso como herramienta esencial para 1la modificacidn
del DNA in witro. Las enzimas de restriccidn se dividen en tres clases
en base a su estructura y modo de accidn. Las enzimas de la clase Il
son las mas utilizadas en experimentos de ingenier{a genética. su
u{ilidad radica principalmente, en gue reconocen Yy cortan el DNA en
sitios espe:fficns. l.a enzima reconoce estas secuencias especfficas e
hidrolizan 1las uniones fosfodiester entre dos de sus bases, en cada
helice del DNA, generando fragmentos de DNA. El sitio de
reconocimiemto es una secuencia gue puede ser de 4 o mas pares de
bases, este Qitin tiene la caracter{stica de ser en la mayorf{a de los
casos un palindrome. Una regién de DNA es considerada como  un
pali{ndrome, cuando su secuencia es idéntica al léerse en  las dos
cadenas de DNA en direccidén 5* a 3°. Algunas enzimas cortan el DNA al
misma nivel en l1las dos cadenas, otras lo hacen a distintos niveles
generindnse de esa forma extremps que contienen regiones de cadena
sencilla, las cuales son complementarias eﬁtre si. Algunos sitios de
reconicimientn ¥ tipos de cortes generados se muestran en la +igura i.
Las enzimas de restriccidn permiten 1a disec:ién de fragmentos grandes
de DNA en otros mas pequefios. El uso de estas enzimas ha hecho posible
el estudin detallado del genoma de organismos procariotes y eucariotes

y el aislamiento de genes individuales para su estudio posterior
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(37,38). Los ¥fragmentos generados por la accifn de una enzima de
restric:ién, pueden ser estudiados directamente o pueden ser

introducidos a una bacteria ddnde seran mantenidos.

Sin embargo generalmente un fragmento de DNA no se puede

mantener
dentro de una bacteria gi

carece de regiones de replica:ién
espec{ticas., Este problema se ha resuelto con 1a construccidn de
vehfculos moleculares de cilonacidn. Estos son moldculas de  DNA
pequenas, los cuvales tienen 1la propiedad de ser repli:adasi b4
transcritas por 1a maguinarsa enzimdtics de la bacteria hudsped. En
general ol venfculo molecular que se desee usar, es digerido con ia

misma enzima de restriccidn que se utilizd para el aislamiento

del
fragmento de DNA,

© con una enzima gue deje extremos compatibles para
l1a unidn. Sdlo es pasible la unidn covalente, si se wtiliza la enzima

ligasa, 1a cual forma enlaces +osfodiester en cada uno de los

extremos.

Una wvez gue se tiene la moldcula de DNA recombinante, s necesario

introducirla a una bacteria donde pueds ser mantenida por replicaciéh.

Esto s logra por medip del proceso de transformacidn.
en

Este consiste

ia adquisiciﬁn de DNA del medio externo por una bacteria, el cual

er integrado en el cramosoma bacteriand o es mantenido como plésmidu.

En Ezxgcherichia ool s transformacion no ocurre en forma natural,

sin
embargo existen metodos para lograr l1a transformacién de Esgherinhia
cali artificialmente. Estos consisten en la modificacidn de las

Xy ¢
membranas celulares con sustancias gqufmicas, 1las cuales la hacen mas

permeable a 1la entprada d4el DNA., Una vez gue el veh{culn molecular
entra a la bacteria, es replicado, ¥ junto con éx, el DNA gue le $ud

ligado {10,29) . En la +figura Z se muestra un esqQuema general de
clonacidn de DNA. De wsta forma es posible obtener cantidades



Vehlguio - Pidymido Sitios de endopuciensas

e '""i“i‘n——l—l

= ==
i Rompimianion por
sndonucisasas
e [ iy
e T

Allngamisnio

religar {enz_ligasa}

Celvio de
€ cof

Figura 2. Esquema de los procedimientos utilizados en un: experimento
de DNQ recombinante. El vehfculo, en este caso un plismidn, y el DMA
heterologo gque se desea clonar, son digeridos con una endonucleasa de
restriccidn espec{fica. Esta digestién genera noléculas de DNA

con
extremos idéntices que, en presencia de la enzima ligasa de DNA, se
uneén covalentemente. La molécula hibrida o recombinante puede
introdu:trse' en la bacteria E. gcgli por el mecanismo de
transformacion.
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inportantes del fragmento de DMNA que se introdujo en el vehf:u!o, 1o
cual permite su caracterizacién +{sica.

El propésito principal gue lleva a los cient{ficos al empleo de estas
técnicas de DNA recombinante, es el estudio de la estructura del gene
Yy su funcidn. En base a lo anterior los productaos de los genes pueden
seér recuperadcs COn una mayor pureza o en cantidades elevadas. Dado 1o
fascinante de este campo es evidente el incremento de la literatura
describiendo nuevas aspectos de la regulacién genémi:a, de la
organizacién del genoma procarionte ¥y eucarionte, as{ como 1a sintesis

de proteinas via bacteriana.

-11



Objetivos

En nuestro laboratorio se ha venido trabajando con el gene que
codifica para la enzima acilacsa penicilanica (PA) de Escherichia coli
ATCCLl1108, Esta enzima cataliza la hldrélisis de 1la penicilina G,
dando como productos acido fenilacético b4 icido 6-amino—penici!énicu
(conocido come &-APA) (Fig.3). E)} &-APA forma el ndclec a partir del
cual se pueden obtener las penicilinas semi-sintéti:as, entre ellas la
ampicilina, tas cuales tienen ventajas terapéuticas sabre su
precursor, la penicilina &6 (24). Aungue el 46-APA puede ser producido
mediante métodos quimicos, 1a obtencidn de ampicilina via 1a
hidrdlisis de la penicilina G resulta mds econdmica si se emplea el
método enzimitico (46).

En el laboratorio se ha aislado y secuenciado este gene. as{ mismo
se han definido las regiones de regulacisn del gene localizadas en la
regidn S5°.

El objetivo principal de esta tesis fue aportar mayor informacidn
relacionada con la regulacién de la expresién de este gene.

Por ello, se decidid enfocar el esfuerzo en definir el posible
papel bio!ééi:n de regiones de DNA localizadas en la vecindad del
promotor funcional del gene pac, gue tuvieran funciones de posibles
"operadores®, o regiones de control negativo. La evidéncia para
proponer esta hipétesis, se basa en los trabajos de Mayer, et al.
donde se postula una regulacién negativa mediada por el deido
fenlla:ético, Yy en lps datos experimentales del laboratorio del Dr.
Bolivar, que muestran estar de acuerdo con esta hip&tesis.

As{ mismo, parte del esfuerzo se canalizg para hacer un estudip de

Cg : . ’
comparacion, a nivel de secuencias de aminoacidos, de la region de la

12



PA no madura, que permite su exportacidn al espacio periplésmi:o. con

otros péptidos de expurta:ién de otras prutefnas.

Sitio de hidrdiisis

|
CgHg—CH—C LN g:’
3
o7 I coon
/ PENICILINA G

4

CH
NH, CH:
CgHy—CHy~COOH :
: / ! COOH
ACIDO FENILACETICO : 07

ACIDO 6—AMINO PENICILANICO

Figura 3. Hidrdlisis enzima

penicilino acilasa. La flecha indica el sitio de corte por, parte de
l'a enzima. Los productos de Ja rea::’io'n son el Scido +enilaceti'co vy el
acido 6G-amino peniciléni:n, este ultimo es el gue forma el nucleo

partir del cual se producen las penicilinas semisintdticas
industrial.

de la penicilina 6 por la accidn de la

a
a nivel
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AMTECEDENTES

La bioconversidn de antibidticos por vfa microbiana puede

ser
variable ya que se pueden obtener desde reacciones indeseables, hasta
reacciones bien detinidas ¥y c¢ontrolables. Muchas de estas

bioconversiones tienen como resultado la inactivacidn o degradacién de
antibidticos. Sin embargo, también se logran obtener compuestos de
utilidad, 1o cuales pueden ser utilizados para la prnduccién de
antibidticos semi-sintdticos o nueves antibidticos anélogus.

La biuconQersién de penicilinas en acido 6—amino-penicilénico (&-APA)
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. Ias cuales poseen una mayor efectividad

cl{nica comparada con la penicilina natural. LLa importancia comercial

del 6-AFPA para la produccién de penicilinas semi-sintéticas ha llevado
al estudio mds detallado y aplicado de 1a PA. Hoy en dfa el &4-APA se
produce quimicamente o por via enzimatica por medio de la hidrdlisis
de las penicilinas G o V. Existen publicaciones en las que se reporta
actividad de la enzima PA en varios tipos de bacterias, de
actinomicetos y algunas levaduras (9).

. Dadas estas perspectivas, resulta de gran interds el realizar‘estudius
mds detallados sobre la PA de Escherichia gali. Los estudios hechas
hasta ahora se han enfocado en 1a regulacién de la produccién de

esta
enzima.
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En relacidn con la enzima FAy

los estudios realizados por
grupos han

otros
demostrado, entre otras cosas,

que 1a enzima wmadura se
localiza en espacio periplésmicn en Escherichia wnli. Para alcanzar su

$orma madura es necesario una serie de cortes proteol{ticos. La enzina

PA es procesada a partir de un péptidn precursor de

?7.5~KD el
sutre

cual
una serie de cortes proteoxfticns gque implican la formaciton  de
dos subunidades de 20.5 y 69~KD respectivamente (3,4,40).
enzimas ¥

Para ciertas
hormonas de organismos eucariontes uno o mds cortes
protenl fticos son necesarios para obtener la actividad <final. Al
parecer, este tipo de procesamiento de la PA

de Ezcheprjichia cpli
ATCC11105 corresponde al dnico caso descrito hasta el momento en algdn
organismo procarionte (3,4,33).,

£l pal!pépti&u precursor lleva consigo

un pequenn péptido,
como péptido senal

conocido

{26 residuns), en su extremo amino-terminal.,

péptido senal

Este

debe estar presente en prntefnas donde el péptido

precursor necesita ser reconocido como un péptidu de excrecion vy aaf
poder

tranportar et pébtidc completa a la

membrana. En Eacherichia
rali

s& han descrito dos enzimas capaces de remover al péptido sehal,

conncidas como SPAsal y SPAsall (32). La primera se encarga de

procesar al péptidn senal de la mayur(a de las protefnas de excresidn,
mientras gue la SPAsall remueve al péptido sehal de las lipoprotefnas.

For lo general 1los péptidas sefial no son muy @randes, comprenden de 1S
a 30 amino Acidos. En ciertos caspns se ha dicho gque estos péptidos

sefal (ausentes usualmente en l1a prateina madura), son caracteristicos
de

precursores de prote{nas periplésmicas {89y,

15




] MW — 97500

A E B
M—M MW —95000
I
~

A E
el MW —29000

E
b | MW —27000
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A“ MW—24000

l {in vivo)

Y
A B MW— 20500
e prem————— MW— 65000

Figura 4. Ruta de procesamiento del pe’ptidn precurscr de la penicilino
acilasa. A ¥y B representan a la subunidad pequefia y grande de
enzima, mientra's que € corresponde al péptido espaciador. S
representa al peptido sefal.

la
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En estos péptldos se distinguen tres zonas:

- Una region {cercana al amirno terminal) con amino 5cldos de tip6
basico.

- Una segunda regién que presenta amino gEidns hidrdfobos.

- Una tercera regicon formada por amino dcidos no cargados
flanqueando la regién hidrdfoba.

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

residunos de alanina (19).

El resto del procesamiento se }leva a tabo mediante dos corteé
protecl{ticos adicionales necesarios para que se procese el pébtido
precursor vy sSe tengan las dos subunidades, correspondientes a las
gubunidades de 20.5 y 69-KD respectivamente. Se ha repertado que en la
'Qecindad al sitio de corte gue produce a la subunidad E se localiza la
secuencial Leu- Ala-G1li, identificada c¢omo necesaria para que la
enzima SPAsall procese a las lipnprotefnas (32). For cotra parte, se ha
abservado  la presencia de un péptidn involucrado en el procesamiento
de la subunidad pequena. Este péptido, conncido como péptido
espaciador o conector estslsituadn entre las dos subunidades y al
parecer es removido post-traduccionalmente sugiriendo un segundo corte
prntenlfti:n originando a la subunidad de 20.5-KD (fig9.4).

Estos estudios han arrojado una serie de datos gue nos muestran la
complejidad de la organizaciéh b4 Eegulaciﬁn del gene que codifica para
esta -enzima (el gene pac’.

Existen una serie de factores que intervienen en la regulacién del
gens pac a nivel transcripcional (13).

Antecedentes sobre la regulacié} del gene pag sugieren que sSon  varios

.
los factores gue intervienen en esta regulacion.
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Algunos de estos factores son @
a) regulacién a través de mnlécula(s) represorals).
b} regulacién a traves del complejo CRP-AMP cefclico,
[ regulacién a travds del dcido fenilacédtico.
d) ;emperatura.
e} niveles de nxfgeno.
) fases de crecimiento.

g) cnmpngi:ién de}l medio.

Dentro de los factores gque regulan la expresién del gene gpac, vemos
que el dcido fenilacdtico ha sido identificado como el inductor del
gene de la PA (46,48), Cuando se ahade al medio de cultivo, el adcido
fenilacdtico ocasiona un incremento de 4 a 5 veces de la sintesis de
l1a enzima. Estos niveles se alcanzan cuando el dcido fenilacétice se
encuentra en una concentracidn de 0.1%. A concentraciones mayores este
&cido resulta ser inhibitorio para el crecimiento de " las bacterias.
Ademis, es importante comentar gue en Escherighias coli la presencia de
glucosa reprime totalmente la producciéﬁ de PA (41,43). Este tipo de
represién catabolica que sufre el gene pag, en Escherichia ;aLL' esta
sustancialmente dirigida por el AMP cfclico (cAMP) vy ocurre a nivel
transcrigcional (13).

En cuanto a la temperatura podemos decir que la prcduccién thima de

1a enzima oscila entre 25 y 30°C, no siendo esta temperatura, la
5ptima para e! crecimiento del microorganismo. - En el caso especf*ico
de Escherichia gpli su temperatura 6ptima de crecimiento es de 37 °C
en la cual se produce menor cantidad de enzima. Con respecto a la

cantidad de oxfgenoc necesario para la pruduccién de la PA, podemos
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decir gqgue désta se sintetiza en condiciones de aereacién moderada.
También se ha observado fque cuando la fermentacidn se lleva a cabo en
condiciones de baja aerea:ién, la produccién de enzima es mayor. En
relacidn con 1o anterior se ha reportado (48) gque para Escherichia
Lol 1la s{ntesis de la enzima puede ser totalmente reprimida por el
incremento en la concentracion de oxfgeno disuelto (26).

Se han hecho intentos por modificar a la cepa productora de PA, con el
$in de aumentar su capacidad productara. La estrategia que ha dado

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

Una vez presentada en t€rminas generales, como se lleva a cabo la
regulacidn de este gene es importante adentrarnos en los antecedentes
relacionados con e] estudio detallado de ia regién reguladora del gene
[ac.

Par una parte, la clonacidén del gene que codifica para la enzima
acilasa penicildnica ha permitido caracterizar con detalle este gene.
Ademis en el laboratorio del Dr. Bolivar se determind parcialmente la
secuenciza nucleot{dica (47), vy recientemente se ha publicado 1Ia
secuentia completa (41). La figura 5 muestra la secuencia nucleot{dica
correspondiente a dicha reg!én dande se han podido identificar toda
una serie de elementos de control gque nos hacen pensar en diversas
formas de regulacién para la expresién del gene pac (44).

En relacidn con las trabajos de clcnacién. se ha demusiradn que la
regidn codificadora del! dene pac se localiza entre los sitios de
restriccion HindIII y Smal en el plasmido pPAZ. (fig.&).

Aislado el gene ¥y conociendo la secuencia nucleatfdica, se determind

el sitio de inicio de la transcripeidn del gene pac por medio de un
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GOSTTACOCACOOAQBDATATEAGTOAALTATOOGLADCATATTOOLAAATOCYOLLTOTCTG
GATTCOAAAATTELTACARAATCCAACCATARAAGTCOT TTACARCATYATTFYTCTGATTTACATACAGATAATGACCTG
ABCTATCTCTCTARGOOTCATCATCTATGCBTCCBGORBATC TOTLACAAAAAGCGAATABGAAACAAAATCATCAGCGGTE

A - ! >~ B

AN AR
AATARAGCOATTCAYT TTTTAGATCACATYYTAATCGAAATTTITIGTATCARAAATTAGTTATCBCACTCACARTYCATAATEA

-35 1 ~10 m
-

l31:]
>~ B e
AACAATTCTCTACARAITACAT, AccGAAGCTTCGY?BQE“BTAIFAATTCGCTAAT?ATAC&CCTGCC&GAEGG&PACA
AN

ATB ARA AAT AGA AAT COT AT@ ATC GTG AAC TGT GTT ACT GCT TCC CTG ATG TAT TAT TGO

Met Lys Asn Arg Asn Arg Het Tle Val Awn Cys Val Thr Ala Ser Les Mat Tyr Tyr Trp

Figura 5. Secuencia nucleot{dica de 1la regién de regulacidh del gene
Rac (18, Se presentan’ 381 pares de bases anteriores al codoan de
inicio ATE de 1la regidn de control del gene pac. Las dos 1{neas

gruesas sbhbrepuestas en la secuencia (A y B) indican dos sitiocs
putativos de union a CRP.

La , 1{nea punteada indica la zona en la cual
&)l wuligonucledtido hibridizo en -el] experimento de extensidn de
primero. Las +lechas con ios nimeros romanps muestran secuencias
palindromicas. Indicados estan, el prgmator funcional , el sitio

identificado, de inicio de la transcripcion (ANMW—" ) y el posible
sitio de unibn a ribasoma (RB).,
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Figura &, Estratregia de subclipnacidn

de regulacidn del gene RAar. Tambien se muestra un mapa de restriccidn
parcial del pldsmido pPAZ, donde'se aprecian los sitios relevantes del
gene pag, el tamaho vy orientacion, la resistencia a tetraciclina v la
regidn que abarca el gene pag (47).

. 4
Y de secuenciacion de la region

21



experimento de extensidn de prfmero, sintetizando un alignnucleétidn

de 21 bases, siguiendo el motodo de fosfodiester sobre fase sdlida, La

. . ’,
secuencia fug escogida tomando en cuenta una regicn del RMA mensajero

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

de 1la transzripcién. Una vez hibridizado, la enzima transcriptaca

reversa actda, sintetizando el DNA complementarip al RNA mensajerce. El

RNA +dé afslado de Esgherichia cpli ATCC11105 lievando consigo al

pléémidn pPAZ2 crecido en 0.1% de ééido fenilacético. En la +igura 3

e wmuestra la regldh alrededor de ddnde se determind el inicic de 1a
transcripcian.
Ahora bien, por la genperal los genes gue intervienen en una

determinada via metabdlica, estdn agrupados en operones o en unidades

transcripcionales., Cada Dperén tiene por 1o menos un promotor,

permitiendo »1 inicio de la tranacripcién en forma coordinada de todos

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

promotaores dentro de Jlas unidades de transnripcién, los cuales

permiten la expresién diterencial de ciertaos genes gque la constituven,

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

pares de bases, correspondientes a una regién de DNA involucrada en el

pegadn o en la unifén de la RMNA polimerasa para el fnicio de 1a

transcr!pcién. A partir de la secuencia de 168 promotores, se ha

determinado una secuencia consenso, tomando en cuenta las basas gue se

conservan con mayor frecuencia, Se sabe que esta secuencia consenso es

l1a que tiene la mayar afinidad por la RNA paolimerasa,
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dénde 1los valores, representan el porcentaje de aparicidn en 1los
. promotores analizados. Estas sercuencias se localizan aproximadamente a

3% y a 10 pares de bases antes del inicio de l1a transcrip:ién,
necrespectivamente (25) ., .
En ‘los genes qgue responden a una regula:ién pu} niveles de AfP
‘zipfclico, sujetos a un control positivo, se ha reportado la presencia
unde upo o mds sitios de -union para la molécula CRP {*Catabolite
~wRepressor Protein®”). Esta prote{na funciona como activador de 1la
trans;rip:ién en varios genes de Escherichbia coli, facilitande 1la
se-n: unidn. de la RNA polimerasa al DNA. Cuando hay glucosa disponible o
a2 ~oenalguns de sus derivados, la concentracidn de AMP cfeclice no es
suisrisuficientemente elevada como para saturar a la molécula de CRP. Por s{
1aka‘mi§m§, la moléeula de CRP no es capaz deljugar un papel activador.
St- S6lo cuande toda la glucosa del medio ha sido depletada entonces los
sizniveles de AMF cfclico se elevar formando el complejo CRP—AHP cfeclico
el cual se une al DMA en una regién especffica v fomenta el inicio de

: g . . e
+1a transcripcion. La secuencia consenso para el sitio de union a CRP

ess

5*-AAMNMNTGBEBETGANNNMNMCANATT - 37

Los sitios de uniﬁ% para CRP es poasible localizarlos en las dos

cadenas del DNA. La distancia de estos sitios al inicio de 1la
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transcrip:ién ha sido reportada desde 107 hasta 36 pares de bases. En
algunos genes, pueden estar presentes dos sitios de unidn a la
molécula de CRP. Normalmente uno de los dos posee menor afinidad va
Que no Se acerca tanto a l1a secuencia consenso. Se plensa que el sitio
" secundario tiene 1a funcidn de agrupar a la protefna CRP con el in de
lograr una mayor concentracidn de la misma en la vecindad del sitio
funcional de unidn a CRP. En algunos casos CRP puede funcionar como
represer, cuando al interaccionar con el DMA, bloquea la unidn de la
RNA polimerasa, como s el casp del gene de galactosa (21,36).

Otro dato importante gue se ha obtenido del estudio de genes regulados
por CRP es el siguliente: 1la reglén -33 de los promotores de estos
genes, Se aleja de la secuencia consenso, b4 ademiﬁ. en algunos casos
la regién -10 es poco parecida a su correspondiente tonsensp. Esto se
explica tomando en cuenta gue la funcidn de CRP es la de estimular 1a
tranacripcidn, por lo tanto no tendrfa sentido gue un promotor fuerte
tuviera un sitio de unidn a CRP, vya gue la funcidn de este d1timo
comp activador de la trans:ripcién no serfa signi+i:étiva (11,25),

La represién catabdlica afrece a la célula ia posibilidad de utilizar
9lucosa preferentemente, pero también le otorga la facilidad de
adaptarse répidamente a la ausencia de ella.

A falta de glucomsa 1a célula comenzarid a sintetizar enzimas
ospocffi:as que son capaces de aprovechar otros compuestos energéti:ns
en el momento en que eatos estén presentes en el medio. Esta s{ntesis
de enziwmas se hara dependiendo de la accesibilidad de estos compuesitos
inductores en el medio. Este mecanismo resulta Qer muy vershtit dado
que la célula puede escoger en funcicdn detl mejor inductor presente en
ese momento en el medio, para as{ tener 1a induccidn del operdh

catabdl ica.
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Dentro del genoma bacteriano se han podido observar distintos

. L. I 4 rd
niveles de regulacion. Enfocandonos en la region de control o region

requladora, nos encontramos con un grupo de secueéncias nucieat fdicas

4
que pudieran tener rclaclén con moleculas espec(ficas. como pudieran

ser 1o® represores. Estas secuencias nucleotfdicas son espec(@icas y

se denominan operadores.

Comp se dijo anteriormente, en base al analisis de la rogién de

controt y del posible modelo de re9ulaci6n del gene pDats surge el

int.r‘; en avocarnns & un estudio un poco més detallads sobre

operadores on geéeneral, tomando ejemplos de aperadores funcionales ya

reportados, coma pudieran ser los operadores de los operanes lag ¥y g8l

entre otraos. Con este estudiao se plensan obtener criterios generales

sabre operadores ¥ poder confrontarlos con los tres posibles

operadores del gene pac {ver resultados) para finalmente tratar de

deducir el o las operadores funcionales.

Un operador ae define como aquella regién del! DNA gque es recaonocida

por una mof‘culé denominada represora cuya $uncidn principal es la de

impedir la tranncripcién. El tlogqueo de ia transcripcién se dehe a gue

el represor posicionado sobre el operador impide estericamente que la

RNA polimcrasa reconozca a su promotor como se muestra en la tigura 7,

o bien lImpide, aun cuando la RNA polimerasa haya Iiniciada la

trana:ripcién. Qque se complete la trans:ripciéh del gene .

Eate complejo operador-represor se dice gue ejerce un control negativo

’
sobre la expreslén del gene ya que reprime su transcripcion. Por otro

lado resulta claramente distinto al sistema de control positivo o de

# ’ . : 4
represion catabdlica antes mencionada. A continuacidn e dardn una

serie de datos generales relacionados tanto con operadores como con



CONTROL NEGATIVO

i
NOUCTOR PO Opgroder

Represor

RNA

CON polimerasa No hay transcripcidn
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v
7
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Inductor
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Transcripcion

Figura 27. Dos tipos de efectores intervienen en este tipo de
regulacidn: el inductor y el represor. Algunas proteinas represoras se
unen al DNA en su forma nativa., Sin el induector, el represor se pega a
su respectigo operador. Lo cual impide el acceso de la RNA polimerasa
a la regidn del promotor y la sintesis de RNA mensajero no  puede
llevarse al cabo. Cuando un inductor estd presente (acido fenilacetico
para el caso del gene pac ,se forma un complejo inductor-represor gue
implica un cambic conformacional en el represor impidiendo su union al
DNA. Como caonsecuencia, el represor no es funcional y la regi&n del
promotor se vuelve accesible para la RNA polimerasa.
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moléculas represoras, para degpuég citar ejemplos de sistemas donde

Id
interviene el complejo operador-represor en la regulacion.

s
Para fque un represor o una mblécula represora ejerza sSu papel en 1la

L4
regulacion se necesitan varios eventos:

i) El sitin de reconocimiento (operador) debe estar posicionado

adecuadamente.

il) Bue sea accesible conformacionalmente al represor.

iii) La interaccidn entre represor-operador sea 1o suficientemente

fuerte par impedir el inicio de la transcrip:iéﬁ.
iv) Bue la molecula represora no haya tenido ningﬂn cambio

conformacional por medio del pegadp de molécula(s) inductorals).

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 trans:rip:ién. Un operador tiene una longitud

{entendiendo longitud como el nimero de bases dentro de la secuencia

del DNA) de 10 a 12 bames, siendo esta cifra variable como veremos

m;s adelante, Esta secuencia es la responsable de la interaccidn con

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

regiones estructurales por ejemplo. La secuencia d&l operador es muy

) L
Qspe:ffica pero hay tasos en los que secusncias mas largas repercuten

en un pegado mé; fuerte por parte del represor. E1 operador posee una

s
caracter{stica unica para el reconocimiento : 1a secuencia

nucleotfdica correspondiente al operador conforma una simetr{a

conocida como secuencia palindrémica. Se trata de una secuencia de DNA

aue lefda de 5' a 3, en una de las dos cadenas, resulta ser igual a

la complementariaj consziste en 10 que se conoce con el nombre de
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secuencias repetidas invertidas. En ciertos casos se ha visto que l1a
simetria no es perfecta y la interpretacié% que se da de este fenomeno
e5 que no todas las bases de un lado del pal(ndrome interactdan con
el represor. Estudios hechos en base a mutantes han demostrado que el
represor se pega en regiones del DNA tanto simétricas, como no
sim;fricas, considerando estas Jdltimas como palfndromes imperfectos
t(15,2%5) .,

Ratomando un poco los sitips de uniéﬁ del complejo represor-operador,
estos resultan ser espe:fficos y portadores de dos componentes
basicos: el primero tiene que ver con interacciones electroasté&icas
con los esqueletos de fosfato del DNA, El sequndo se refiere a la
interac:isn sitio especfii:u resultante de 1a matriz de donadores y
aceptores de puentes de hidrégeno localizados en porciones definidas
de la doble helice del DNA. Asf.* esta matriz interacciona con un
conjunto - de donadores Yy aceptores de puenteaes de ‘hidrégenc
‘:émplementario a la superficie de la protefna represora v especifico
para cada represor (42).

Teniendo comn base las generalidades antes mencionadas pasaremvs a la
presentaciﬁh de un conjunto de ejemplocs gue pretenden ampliar un poco
mas la visidn del complejo represor - operador tratando de enfatizar
en este dltimo.

El ejempin mds citado en la literatura relacionado con la interaccidn
represor - Dﬁerador es el del operon lag de Escherichia gcpli. En
esta bacteria como en tnodo procarionte parte de la regulaciéh genética
s¢ lleva a cabo a nivel transcripcional, por 1o que los primeros
estudios sobre mecanismos de control, Se avocaron a la puri#icaciéﬁ b4

caracterizacidn de la protefna represora lac.
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El1 operon lag esta regulado por control megativo. E1 operador Jlac
presenta una secuencia palindrémica cuyo eje de simetrfa central estf
representado por un par 6 - C. Se ha demostrado experimentalmente-que
una de las mitades del pal{ndrome reconoce ‘a una de las das
subunidades del represor lac. Adema% la simetria del operador con un
par G - C central se acentda a traves de dos secuencias: 5' G - T - G
3 vy 3'¢c -A~-C B localizadas dentro del palfhdrnme a una
distancia de 34 A. FPor otra parte, se ha visto que en los residuos 16
y 25 del represor hay 4nrmacién de una estructura o - Hélice, la cual
al parecer interactda con la secuencia nucleotfdica del operador en la
regién correspondiente a un surco mayor. Retomando 1la secuencia
palindr&hiza, se ha podido comprobar gue para la cepa silvestre de E.
[=<-3%§ 1a secuencia correéespondiente al operador resulta ser un
palfndrome imperfecto. Estudios recientes han mostrado que el nperén
lac de E, £plj posee dos sitios mgs de pegado a represor {44) . El
*segundo operador® estd situado al inicio del primer gene estructural
lagZ mientras que el "tercer operador® se localiza al final del gene
represor Jaz justo adelante del locus del promotor lac. Estos dos
*"pseudo-operadores™® se sitdan 370 v B8S pares de bases,
respectivamente, despué; del operador primario y el pagado por parte
del represor larc, disminuye o resulta ser menos eficiente de 10 a 100
veces en relacidn con el operador primario. Experimentos in wvitro
mostraron que el segundo operador tiene un pequeno efecto estimulador
en el pegado al operador primario por parte del represor (12,43%,449),

Retomando un poco el concepto de regulacién, recordamos en general gue

[d 4
las moleculas represoras actdan exclusivamente en la prevenciéh del

P N 4 R
inicio de la trans:ripcxén. Tambien se piensa que los aoperadores se
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iocalizan en regiones del DNA que sobreponen en muchas ocasiones al
promotor (es decir, entre las posiciones -10 y -35 en relacinﬁ con el

inicio de la transcripcién).

Sin embargo, dentro de las generalidades antes mencionadas existen

excepciones. Tanto para el operén de lac, como para el de gal se han

identificado secuencias adicionales correspondientes a posibles

operadores. Experimentos recientes han demostrado efectivamente que el

pegado del represar lac al operador interfiere eficientemente en el

inicio de la trans:rip:ién. Perp el punto importante se presenta con

los datos gue demuestran que el complejo represor - operador de Jlac,

localizado distalmente a la secuencia del promotor puede directamente

interferir en la exprcsign del gene a trnvé; de un eficiente evento de

terminacién de la transcripcian {(12). Lo anterior nos hace pensar en

las pDsibles funciones de los operadores lncalizados +Ffuera de 1la

regiéﬁ de regula:lén primaria. Finalmente e puede decir gque estas
propiedades pueden jugar un papel muy importante en el contexto de

tener una rcgulacién mucho méﬁ fina de la expresién genét!:a a nivel

transcripcional y pudiera considerarse como un cierto tipo de

atcnuaciéh. Lo anterior resulta interesante ya gue abre un nuevo

horizonte en el estudio de genes que poseen n‘s de una secuencia

palindréni:a correspondiente a un posible operador en regiones

comprendidas entre el +30 y +400 (12,44).

Un modelo distinto pero gQue tambiéh tiene un interé% especial es

el
gque presenta el nperén gal. Mediante estudios a nivel genéticu vy a
nivel de secuencia nucleot{dica mediante mutaciones cis-dominantes, se

pudo mostrar la existencia de dos operadores necesarios para la

represién de gal en el uperdn gal de E. egpli. El1 primero, O se

E L]
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localiza inmediatamente despuéé de 1los dos promotores de Qal,

alrededor del -40 en rela:ién can el inicio de la transcripcién para

el promotor P . E1 segundo operador, 0‘ y5€ encuentra dentro del
G2

primer gene estructural. Haciendo una camparacién entre las dos

regiones 0E ¥ 0! a nivel de secuencia se puede observar gue de IS

pares de bases gue conforman a cada operador, 12 son jdénticas. Lo

cual implica una alta homologfa a nivel de secuencia nuclect{dica

entre ambos operadores. Cada operador posee una simetrf{a en

centro aparece el par G - £,

cuyo

El palfndrnme correspondiente a 0E es

mejor al de 0'. dfmerc,

Dado gue #1 represor activo de gal forma un

regulta plausible gue los palfndrumes reconozcan esta farma dimérica

de la prote{na represora {(21,28).

Dados los antecedentes anteriores, para que se de un control negativao,

el operdn aal reguiere gue la molécula represora se pegue a  ambos
operadores, O

s b q ; separados por m3s de P0 pares de bases. En base a

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

de cual pudiera ser la +unci5n de un segundo operador, Adhya v
Majundar (28) en investigaciones recientes proponen tres posibles
modelos:

i) Enmascarmiento Estérico: En este modelo s61o uno de los dos sities

resulta ser el operador funcional. De esta forma el repreaor bpoulta

estéricamente el sitio de pegado de la RNA polimerasa. Por su

praoximidad con los promptores de g5l; 1 operador 0E extragénico

resulta ser el candidato mas atractivo para fungir como operadear

{esquema A).

i1i) Cambios conformacivonales del DNAT Se forma un complejo entre e}

represor ¥y el operadar 0, ¥y 3 su vez entre el represor y el operador O[
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Estas interacciones inducen a la formacidn de un doblamiento en el DNA
que adenil incluye la regién de los promotores. En este modelo, el
cambio conformacional que sufre el DNA provaoca un cambio en la regi&h
del DNA correspondiente a los promotores impidiendo as{ el acceso a la

RNA polimerasa (esquema B).

A)

O Pgz Pat 01

P
G2
%

Oe 01

i1ii) Sitio de entrada de 1a RNA polimerasa! El sitio de entrada de la
RNA polimerasa para los promotores g9al se localiza fuera del segmento

de DNA correspondiente a % - q » Sin embargo, en este modelo 1la

3z



u:upacién de ambos sitiocs %Ey q s los cuales no se sobreponen con lops

promotores, a traves del represor se bloquea répidamente el acceso de
la RNA polimerasa (28).

Los modelos anteriores pretenden evidenciar que no existe un modelo
universal de regulacidn Yy gue los elementos de regula:ién de un gene u
operdn de un organismo procarionte, pueden ser wvariados. Lo cual
implica la posibilidad de tener distintos niveles y tipos de
regulacién-

Por dltimo, otra regién identificada ¥y de importancia en {a
organizacidn del genoma bacteriano es la del sitio de inicio de 1la
traduccidn de 1ps RNA mensajeros. Esta regiéh interacciona con el
extremo 3 del RNA ribosomal 165. Su secusncia nucleotfdi:a. as{ como
su distancia del coddn de inicio tiende a conservarse en casi todos
los genes estudiados en procariontes. La secuencia de ias primeras

cace bases del extremo 3° del RNA ribosomal es la siguiente:

3*AuyuUCccCcuUCCaAaCU S5

Los RNA mensajeros son complementarios con esta secuencia a su extremo

S* en forma parcial generalmente (45).

De esta forma se presentaron los elementos basicos que intervienen en
la regulacién de un gene de tipo procariaonte. Teniendo estas bases se
pretende ahora introducir con mayor especificidad el estudio de 1a

regulacién del gene par.
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El gene que codifica para la PA representa un reto interesante
desde #] punto de vista de la investigacién basica Yy te:nnléét:a. por
1o que se decidit realizar up estudio sobre los posibles elementos que
intervienen en la regulacién de su expresién a nivel de la
trans:rip:ién.

El estudip gque se presenta en esta tesis, incluye tambien el analisis
de 1a prntefna en su extremo amino terminal. Este estudio se enfncé al
an‘lisis de la secuencia de amino écidos correspondientes a 10 que se
ha propuesto como el p‘ptida senhal de la protefnl necesario para la
trnslocaciéﬁ a espacio periplismicu.

La siguiente parte del estudio :untempld el disefo de experimentns
que pusdan aportar mas conocimientos sobre la regula:ién del gen® RaL.
La idea principal, fué 1a de sub-clonar 1la regién reguladora, en base
a técnicas de DNA recombinante Yy as{ verificar, una ver en la cepa de
Escherichia coli si esta regién es capaz de "titular”™ al represor c al
activador del sistema de regulacién. Partiendo de esta idea se
plantearon 3 posibles hlpétesis. La primera intentd demostrar la
induccidn del gene en cromosoma. La segunda, tiene que ver con la
induceidn det gene presente® en el cromosoma, por la presencia  de
pl‘Qmidos multicopia llevando 1la regién reguladora del gene pag. De
ser cierta esta hipétesis resultarfa probable la presencia de& un tipo
de control negativo. Finalmente, como tercera hipétosis. si se lograra
una expresiéh econstitutiva baja del gene, vy si se pudiara incrementar
afiadiendo en el medio el inductor, es decir al &cido +eni1acéti:u,
podrfamos intuir 1la presencia de  ambos tipos de controles de

regulaciéh para o] gene pag.
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En base a los resultados obtenidom on cuanto a gue el

gene pac
pudiera regularse

en parte por un control negative, se renlizé un

estudioc de los elementos gque pudieran intervenir en

este tipo de
r.gulacién de este gene.

Por Gltimo, partiendo de antecedentes

bibliagréficos, se intentd comprender la estructura de los operadores
Yy su interaccidn con moléculas reguladaras., Se plantearon un conjunto

de criterios gue serviridn para llevar al cabo un estudio mds detallade

de los pusiblos operadores del gene gue codifica para la enzima PA.
En - la discusidn de ssta tesis se analizan los resultados obtenidas

b e plantea un posible modelsc de  la reguln:ién a nivel

transcripcional de este gene,
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Material y Métodos

Materieles

I- Reactivos

Los reactivos y las casas proveedoras fueron los siguientes:

Endonucleasas de restriceidn: Bethesda Research Laboratory, USA.

Agarosa, resina Dowex S0X-X8, dodecil sultato de sodio (8DS), y Temed
(tetrametiletilendiamidal): Bio~rad Laboratories, USA.

Agar bacteriolégi:o, peptona de caselna {casaaminoscidos) peptona de
case{na purtficada (triptonal): Difco, USA.

Ioduro de propidio: Calbiochem Laboratories, USA.

Extractn de levadura, Tris

thidroximetil aminometano),urea: HMerk de
Mexico

Aceite mnineral, brgmuro de etidio,

claruro de cesipo, RNAasa vy
lisazima: Sigma de Mexico.

J. T. Baker: los denas reactives.

1XI- Medios de Cultivo

Los medios de cultivo utilizados para el crecimiento celular, as{
como el medio necescorio para la realizacidn del bioensayo son los
siguientes:

Medio Luria: Triptona 1G gr.
‘ Extracto de levadura S 9r.

NaCl . 10 9r.

NaOH 2.3 N t ml.

Agua Bidestilada 1 1t.
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Medio M9: Na HPQ 6 gr.

KH PO 3 gr.

NacCl 0.5 gor.

NH C1 1 gr.
Antibibtico Medio L{guido Medio Sdlide
Tetraciclina 15 pg/m1 30 pa/ml

I11- Cepas Bacterianas y pli:midus.

Escherjichia £oli HBLO1 K-12 (F~7, hsd€20 (r-, wm"), recAl3, ara-ig.
proA2, lacYl, gal K2, rps L20, {(Sm), xyl1-3, mtl-i, supE4d4, lambda™).

Escherichia coli ATCC11105 (PA™).

Plismido pPAZ (33).

IV~ Condiciones para la digesti&h de DNA con Endonucleasas de

Restriccidn.

tas condiciones de reaccidn de las endonucleasas de resti:ciéh. s han
" estandarizado para usar nblo tres buffers differentes en lugar de uno

digtinta para cada enzima. Los buffers son:?

NacCl Tris pH 7.4 MgEo DTT
Buffer ALTO 100 mM S50 mM 10 mM o}
Buffer MEDIO S0 mM 10 mM 10 mM 1 mM
Buffer BAJO o] 10 mM 10 mM 1 mM

Por 1o general la maynrfa de las reacciones se llevan al cabo a 37 °C.

Enzimas utilizadas:
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Buffer ALTO Buffer BAJO

Asull : *

BglIl

EcoRI

En algunos casos, se pueden hacer digestiones dobles en el mismo
buffer aungue se pierda un poco la actividad de 1a enzima que no se

usa en su buffer thino.

Lig;-n T4. Esta.enzima come su nombre 1o indi:a es utiliiads para las
.r-acciuncl en las que e quieren i!gar‘fra§ncntus de DNA previamente
diéeridos con alguna enzima de restriccian. .

Inﬁuhar a 4 'C cuando los extremos a ligar son rasurados y a 12 C

cuando son cohesivos, con buffer ligasa durante 12 o mi&s horas.

Hétodos

I- Transformacidn de cepas de Escherichia cali.

Inocular 3 ml de medio Luria con la cepa deseada e incubar toda l1a
noche a 37°C, con agita:iéh constante (200 r.p.m.),a mencos gue la ceﬁa
reguiera otra temperatura. Al siguiente &{a ihu:ular un matraz de 150
ml cbn 30 mi‘de medio Luria ¢ incubar con agitacién hasta que llegue a
una densidad de 0.4 a 595 nm. Centrifugar a 10000 r.p.m. (10 K)
durénte S min, en un tubo estéril. £l sobrenadante se decanfa b4
‘el precipitado se resuspende con 15 ml de NaCl 10 nM frio y _elté%i].
Centrifugar 1guél que en el caso anterior y resuspender el precipitado

suavemente en CacCl 30 mM. Dejar en hielo durante 20 min. Yy
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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 y pasar a un tubo estéril, agregar 0.1 ugr

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 c€lulas a hielo S minutos

mas. Agregar 3 ml de medio Luria e incubar con agita:ién a 37°C de

hora a 1 hora 3y media. Finalmente, platear 0.2 m)l en caja petri con

medio s81ido con el antibidtica necesar io para la seleccidn de las

células transfarmantes. Incubar las cajas a 37 °C durante al menos té

hrs (23).

T1- Purificacidn de DNA de plasmido.

El métpdo utilizade es el que se denomina de *lisis alcalina®,

métndo desarrolladeo por Maniatis (30). En éste, se contemplan 3 pasos!

crecimiento de la bacteria y ampli#i:a:ién del plésmido; lisis de 1la

- bacteriaj y finalmente purificaciﬁn da=1 DNA del plésmido.

Se crece la bacteria gue lleva al plismidn que se desea purificar,

hasta wuna densidad de 0.4 a 595 nm de D.O0. ¥y entonces agregar

cloramfenicoli1?0 pge’ml e inecubar, con agita:ién durante 18 hrs.

Colectar las células poar centrifugacién ¥ agregar 10 ml de solucidn I

(50 mM glucosa, 25 mM Tris HClL pH 8.0 v 10 mM EDTA) para resuspender.

A esto se la anade S mgr/ml de lisozima y se le agrega posteriormente

20 ml de solucitr II (0.2 N MaoH Y 1% 8DS) vy se incuba en hielo 10

min. Se agrega 15 ml de snlucién II1 (60 ml de acetato de potasio S M,

1.5 ml de acido acético glacial ¥ 28.5 ml de agua).Se centrifuga a 20

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

s01o el DNA con isopropanol ¥y se lava con etanol al 70 %. Se

resuspende Yy se le agrega 10 mgr/ml de RMAasa. Se extrae y precipita

39



de nuevo Yy 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 centrifugacién Yy Qque corresponden al plssmido roto y al
superenrollado Yy que se pueden notar debido al ioduro de propidio que
contiene la sulucién de CsCl. Estas se pasan por una columna de resina
Dowex para quitar el ioduro de propidio y despuéé se dializan con
buffer TE (Tris 10 mM pH 8.0 ¥y EDTA imM) por 1o mencs con 2 cambios de
1000 veces el volumen del pl;ﬁmido. Por 6ltimo precipitar con etannl vy

centrifugar. El DNA asi{ obtenido se resuspende en el mfnimo volumen de

buffer TE.

IIl- Micro-ensayo de DNA de plésmido {screening).

El métodn es similar al anterior pero en este caso se crecen solo 3 ml
de :élulas. Los pasos son identicos ai anterior hasta obtener el
sobrenadante,sélo que en este caso se extrajo con fenol saturado con
agua en una relacicn 121. Posteriormente se precipité el DNA con sal vy
etansl. Se re5u5pendi5 en 10 fl de agua bidestiladfa ¥y estéril. E1 DNA

qued5 listo para ser digerido por enzimas de restriccicn (38).

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

lLa electroforesis de DNA s& llevo a cabo en placa conforme a las
gsiguientes condiciones:

Agarosa 1 % disuelta por calentamiento en Tris-boratos-EDTA (Tris §0
mM, acido borico 90 mM y EDTA 2.5 mM pH 8.2) con lo cual se llenan las

placas y se hace el gel. Las muestras de DNA gque se desea analizar se
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preparan caon cantidad suficiente de¢ DA para que sean visibles {desde

0.2 a 1 fgr) y se les agre3jan S f’ de "Stop Mix" (& gr. de urea, 1 ml

de azul de bromofenol al 0.5 % en aqua, 1 ml de xilencianol al 0.5 %
en agua, tode para preparar 10 ml) y se aplican las muestras en iocs
carriles del gel. Se corren a 150 V durante una hora en buffer Tris-

boratos-EDTA (TBE). Los geles de acrilamida al 7.5 % se preparan de la

siguiente manera:

Acrilamida 7.5 ml
< TBE 10X 3.0 ml
Agua destilada 19.4 ml
Persulfato de amonio\10 mgr/ml 0.15 ml
TEMED 0.015 ml

Se corren a 200 V por { hora o més en buffer TBE.
€1 DNA se revela por tincién con una 5oluci5n de bromurc de etidio

0.1 mgr/100 ml y se observa con una Iiﬁpara de luz ultravioleta {(3).

V- Aislamiento de fragmentos de DNA de un gel 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, pPara
de5pués anadir un volumen igual de fenol saturado con agua 1:if., EI
siguiente paso es el de agitar con Vortex durante 10 seqg.
Posteriormente se congela a -70°C entre 5 y 15 minutos el tubo para
centrifugar por 15 minutos mas. En un nuevo tubo Sse recupera el
sobrenadante, dbnde de encuentra el DNA. Se extrae el sobrenadante con
un volumen equivalente de fenol saturado dos veces. Finalmente, se

precipita el DNA con etannl y se seca por vacfo, para despué%
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resuspender el DNA en agua bidestilada (2).

VI- Extraccion 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
tubs. Repetir el procedimiento anterior, volver a agitar y volver a
centrifugar 1 min. Tomar la fase actuosa y agregar 1/25 del volumen de
NaCl 3 M y anadir 2.5 veces el volumen total de etanol a -20°C. Agitar
por inversion e incubar en hielo durante 15 minutes. Centrifugar de S

a 10 minutos vy tirar el sobrenadante. Secar el tubo con vacfo Y

resuspender en asgua estéril y filtrada o en buffer TE.

vii- Bigensayo para 1la medicién de actividad de 1la PA

La idea general de este bioensayo es la siguiente? se ha reportado
que la actividad del gene de QaC es mayor a 30°C, por lo tanto se deja
creciendo 1la cepa silvestre de E, gRlji ATCC11105 con y sin plgsmidn
pPA22 a 30 °'C durante wfs de 24 Hrs. Las células se dejan creciendo en
cajas de petri en medio minimo M?. En un caso Se ahadid medio M9 més
Glucosa vy en otro medio M? mfs dcido Fenilacético. Una vez crecidas
‘las células, se ahade a las cajas el agar de superficie lfquida que
lleva Penicilina G ¥y Serratia marescences. Una vez anadido el agar de
superficie se incuban las cajas a 37°C durante toda ia noche.

El resultado del biocensayo se evidencia a través'de 1a farmacidn de un
halo de inhibicidn alrededor de las células. Cuando una celpnia de
bacterias presenta un halo de inhibi:ign 1o que ocurre es que hubo una

cierta prnduccién ¥y excrecién al medio de la enzima penicilino
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acilasa. Al agregar al medio el agar de superficie con la Penicilina G
v la Serratia marescences, la enzima producida a 30°C, hidroliza la
penicilina 6 produciendo paor un lado al acido Fenilacético y por el
otro al Acido s-amino-penicildnico (4-APA). El &4-APA causa inhibicidn
en el crecimiento de la bacteria Serratia marescences, ya que este
compuesto rompe la pared celular de 1a bacteria, ocasionando la muerte
a la bacteria, lo cual implica la formacidn de un halo alrededor de
lJas colonias productoras de la enzima. Reésulta evidente el halo de
inhibicidn ya gue ademds donde noc hay presencia de halo, l1a bacteria

farma un tapete uniforme color rojo intenso (40).

VIII- Manejo de Secuencias por Computadora.

Se utilizd 1la mini-computadora VAX 117280, con el sistema
operativo VAX/UMS, se corrid el programa PRPLOT,; para graficar el
perfil de hidofobicidad-hidrofilicidad. El programa PRPLOT forma parte
del *Pratein Segquence Analysis Software™ el cual forma, a su vez,

 parte del sistema "Protein Identification Resourse (PIR)",
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RESULTADDS

I- Andlisis de la Prote{na en su extremo NHz terminal.

Desde un punto de vista basico resulta de gran interes el estudio

de 1a enzima PA. Un aspecto importante es el procesamientoc de su

precurspr vya que la enzima madura esta compuesta por dos subunidades

las cuales se originan a partir del! mismo péptidu precursor (3,4,33).

A traves del analisis del péptido precursor se ha identificado una

secuencia de 26 residuos en el extremo NH2 terminal que

caracteristicas de un pédptido senal encargado de

posee las
traslocar a la

protefna en espacio perip!ésm!cn.

Para la PA la secuencia correspondiente al péptido sefal es la

siquiente &

w1 10

l .
Met~-Lys-Asn-Arg-Asn-Arg-Met-Ile-Val-Asn~Cis-Val-Try-Ala~Ser-Leu-Met-
20 25{ '
§
-Tyr-Tyr-Trp-Ser—Leu—Pro-Aia—Leu-Ala;Glu-Gln—Ser-SQr-Ser-

L— sitio de procesamiento

Junto con esta secuencia se presenta una g}éf!ca {(¥ig. &) basada en
los parimetros de Hoop y Wood (20}, Esta gré%i:a muestra un perfil de
hidrofobicidad-hidrofilicidad del fragmento de secuencia en cuestidn.
Se aprecia claramente una,regién hidré*oba en eske fragmento y con los

residuns Ala- Leu-Ala justo antes del sitio de corte.
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HIDROFILICIDAD
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0.50 — .
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~—1.00 r—
—1.50 ! ! 1 L ! ! ! 1 L
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AMINOACIDOS ‘
Residuo (26)
26

Ala—iLeu—Ala—

Figura 8. Gridfica del perfil de hidrofilicidad-hidrofobicidad hecho
con el algoritmo de Hopp y Woods (20). Per#$il realizado con . una
ventana de 8 y gque va desde la metionina inicial en el extremo amino-
terminal hasta el residuo 100. La flecha indica el sitioc de corte del
péptido sehal (residuc 26). Los valles en esta grafica representan
zonas hidrofdbicas.
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1I- Analisis de 1a regién reguladora

La expresién del gene estructural de la PA estd regulada por 1la

regién de control localizada e€n el extremo 5° del gene. Son varios los
elementos que al parecer intervienen en esta regulacign.

Establecido el posible sitio de inicio de la transcripci&n 16y vy

analizando cuidadosamente la secuencia nucleot{dica se ha propuesto

que el promotor de este dene se encuentra alrededor del nucledtido

-35 1a siguiente secuencia:l

S TAGATA 3
mientras que a una distancia de -10 en relacion con el inicio de

la
transcripcién aparece la secuencial

S TAGTAT 3

Ademds 1a distancia entre estas dos secuencias es de 17 pares de

bases, cuando se ha visto gque la distancia condn entre el -10 y el -35

varfa de 186 a 18 pares de bases (295).

Dentro de ests regidn reguladora se han localizado dos posibles sitios

,
de unidn a 1la molecula CRP, Ambos sitios se acercan en cuanto a

similitud con la secuencia consenso y sus posiciones con respecto  al

inicio de la trans:ripcién son  entre -6B/ -69 Yy -~109/-110

respectivamente (figura S y 11). Finalmente, me ha propuesto, en base

al criterio de similitud con la secuencia consenso, un sitio de union

a ribosoma (RB), localizado aproximadamente a 22 pares de bases del

inicio de la transcripcién.
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I4
La secuencia del promotor del gene gac fue comparada con la secuencia

consenso de la manera siguiente!

-2% -10
T A 6 A T A + 17 pb > T A G T A T

CONSENSO }' '}‘ <|5 A € A 4———16-1Bpb—3 T A T A ;;. T
{11 LU l
82 84 78 65 54 4S BO 95 45 40 50 9&

Por otra parte, para el mismo gene pas Se mapearon en la regién
reguladora tres secuencias palindrémicas imperfectas en las posiciones
-84, =19/-20 y +3/+4, Comp se puede observar en la figura Sy 11 , el
pal{ndrnme mas alejado, cercand al extremo S'se sitda entre las dos
secuencias propuestas para el pegado de la molécula de CRP. La segunda
secuencia palindrdhi:a esté situada entre el ~-35 ¥ el -10
correspondientes al promotor. Finalmente el tercer palfndrqme
imperfectn identificado en esta regién de control, sobrepone a 1la

secuencia del -10 del promotor.

III- Clonacidn de 1la regién de regulacién del gene pag que lleva

los tres operadores putativos.

El pldsmido pFAZ es el portador del gene pac completo, incluyendo 1a
reglén de regulacién (22) . El experimernto qgue se realizé, se
fundamentd en 1a clonacidn, a partir del pldsmido pPAZ, de un segmento
de DNA que 1lleva la regsén de control. El1 primer. paso fué el de
deletar, a este plésmidn, la regién del genoma correspondiente a 1a
regién codificadora para la resistencia a cloramfenicol.

La construccion de este nuevo plésmido se detalla en la figura 29,

For
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EcoRI

HindIL

Bgli/EcoRL
+
Polimerasa

EcoRY -

BglI/EcoRI

Pvu

Figura 9. Construceidn del plismido pPAR2 portador de la regidn de
r&gulacidn del gene paz. Este plasmida l!leva una delecion que va de
BglIl a EcoRI. E! pldsmido pPAZS lleva al aenrne gag complgta,  es  un
pldsmido derivado del pldsmido pPAZ, al cual se le deleto la regién
codificadora para la resistencia a cloramfenicol.

43



ello, se hizo upa digestién con la enzima de restriccicn Asull,

Analizando esta digestiﬁn, se pbtuvieron dos fragmentos, siendo el de
mayor tamano el portador del gene completo gac, la regién codificadora

para la resistencia a Tetraciclina y el sitio de origen de 1a

replicacién. Una vez aislado, este fragmento fuéd ligado y transformado

en la cepa de Escherichia colji HB1O1. Posteriormente se puri+ic6 el
nuevo p!ésmido 1lamado pPA2S.
A partir del plésmido PPAZ23 ge cnnstruyé el pPAZZ2. For ello, se le

deletd una parte del gene estructural de pag. La delecidn va desde el
sitio de restriccidn Bglll (pnsi:iéh 1620 pb), hasta el sitio de
EcoRI. La de!ecién elimind todo el extremo 3° del gene estructural,

El nuevo plismido, tieva 1la regi&n de regulacién, con las tres

secuencias palindrémi:as. Finalmente se trans&orm5 el pPA2Z en la cepa

ce Eascherichia goli ATCC11105 para posteriores cuantificaciones de la

produccidn de la enzima PA. ’

1V- Medicion de 1la actividad de la enzima PA

Una wvez gue se tuvo el pléémido pPA22Z se realizo el experimento que

pretendié cuantificar 1a induccidn del gene por medio de la produccién

final de enzima y as{ demostrar alguna de las hipétesis planteadas.

En la figura 10 se aprecia que la cepa silvestre de Escherighia £oll

ATCC11105 en medioc M? con glucosa como fuente de carbono no produce

enzima PA. La misma cepa en medico M? con scide fenilacéticn como

. P +
fuente de carbOno nuestra una clara produccion de enzima, evidenciada

por el halo de inhibicidn.
El siguiente caso representa a la misma cepa, en el mismo medio con

glucosa pero ahora con la presencia del plésmidu pPA22,
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Figura 10. Resuviltados del biocensayo con la bacteria £

mwngga en cajas de petri en medio MY con glucosa y M? con acido
fenilacética. lLas colonias corresponden a la cepa de Escherighia cali

ATCC11105, con ¥y sin plaswido pPA22, El tapete bacteriano es de color
rojo intensn, evidenciandp la presencia de la Serratia ma.
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Finalmente, gSe presenta a 1la misma cepa, en medip M? con acide
fenilacético llevando al pldsmido pPAR2.

Es notoria 1la presencia de un pequeno halo de inhibicidn en el caso
del medio M? con glucosa para la cepa con pléamidn. Vembs claramente
que sin p)ésmidn, la cepa no es capaz de producir la enzima mientras
que con el plaémido hay algo de prndu:cién.

Los resultados mds interesantes se presentan en los dus caseos para los
cuales las células fueron crecidas en medio M9 con dcido fenilacético
como fuente de carbono. EIl1 primero de ellos se refiere 5010 a la cepa
silvestre donde sé aprecia 1la induceidn por parte del dcido
tenilacético apareciendo claramente un halo de inhibicidn.

Para la ceca silvestre llevando al plésmido pPAZ2 se observa con mayor
claridad e} halo de inhibicidh y esta claridad estd dada con relacion
al caso anterior puesto que hay una mayor prndu:cién de enzima. FPara
la cepa sin plisnido, la inhibizidn no resulta ser uniforme mnientras
que para la misma cepa portadora del plgémidn el halo es claro vy

uniforme coconc se puede apreciar en la figura 10,

V- Estudin sobre operadore.

Lué resultadons a los experimentos antes mentionados indican 1la
posible presencia de uno o varios operadores attivos que pudieran
tener un papel importante en la regulaci&h del gene gag. Por ellp,
decidimos analizar con mé% detalle estas secuencias palindréﬁicas

locatizadas en la regién de control de este gene.



e .
A- Recopilacion de aljgunas secuencias reportedas como Oper adores

Las secuencia se wnuestran en la Tabla I incluyendo al final las tres

. o+ N :
secuencias palindremicas correszpordientes a los posibles operadores en

el gene pac.

B- Localizacidn y tamahc de los operadores citados.

. Id o
Una vez agrupadons e¢stos operadores se realizo un analisis un  poco

mis detallado a nivel de secuencia de nucledtidos y de la regién en

4 . .
donde se 1localizan dentro de loe correspondientes genes u operones.

Comp resumén de las observaciones se presenta la Takl!a IX, En esta

tabla se muestra 21 tawano del operador, tomando &n cuenta uno de los

1ados del palindrome » 21 ndmero de nuciedtidos que efectivamente

.
resultan ser simnetricos. En el caso dzl gene pat llamaremos pa!fndrnme

I a la secuencis gue se localiza ertre los deos sitios de unidn a la

’ ¢ .
molecula CRP, es decir, el gque se encuentra mas alejado en relacidn al

sitio de inicio de 1la trans:ripcién. El palfndrome 11 serd el que se

localiza entre 1las regiones -35 y =10 del gprowmotor +uncional

finalmente el Palf{ndrome III serd el que sobrepone parcialmente al

promotor funcional en 1la regién -10 (Fig.S v 11).

Retomando el andlisis de la Tabla II podemos ver como enh ciertos casos

$ué posible corocer la regidn en ddnde se localizan el o los

L4 - .
operadores, pera tambien como en otros no se reporta la lacalizacidn

en relacidn con el +1 del inicio de la trans:rip:iﬁn.

"
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PALINDROME 1

*
s—AATTTTTGTATCAAAAATT -3

PALINDRCME 1T

- _
s5—~AACCGAAGCTTCGT T3

PALINDROME I

s GTATCAATTCGCTAATTATAC-3

BOOTTACOCAGCOAGOATOTOAOTOAACTATAOGLOBCOTOTTEOCAAATGCTUCCTOTCTG
GATTCORARATYT TOCTACAAAATCCAACCATARAAGTCOT TTACAACATATTTTTCTOATTTACATACAGATAATGACC TG

ABCTOTCTCTCTGG¢GGTCATCﬂTCTATGCGtCCGqOGGATCTOTCAC&A&AABGAATAGAAACAAAATGQICABCGGTG
Hpall 1
e

A — B8

e ————————]
hhTAAlGCGATTCBTTTTTABATCACATTAATGA&ATTTTTBTATCAAAQ&T'AG?TATCGCGCTCRCAOTTCAIAAEGA

—-33 1] -1i0 m .
e o e ——
AACARTTCTCTOLAANTAGATARACCGAADC TTCOTTOCTAGTATICAAT TCOCTAATTATACACC TBCCAGARGOAT ACA

Xmnl Hind Il

ATE ARA AAT AQA AAT COT ATE ATC GTG AAT TOT GTT ACT BCT TCC C¥G ATC TAT TAY YGO
Met Lys Asn Arg Asn Arg Met Ile Val Asn Cyn Val Thr Ala Ser Leu HMet Tyr Tyr ¥rp

Figura 11. Secuentias palindwémi:as localizadas en la regién de
regulacion del gene 2L - Los palfndromea han Sido numerados del 1 al
I11 siende el 1 &1 wads cevcano al extremc £'. Se precisan algunos
sitios de restriccidn.

U
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Secuencios Nucleotidas de algunos Regiones correspondientes o operadores

Proteino Requladora Gene regulodo v Operador Secuencia Referencias
TrpR 1tp operon ATCBAACTAGT TAACTRGTACGCA 18
1pR ATCGTACTCTTTAGCGAGTCAAC 18
oroH ARTGTAGCTAGAGAACTAAGIGCATT 18
Biotin bioA bioB ATCGACT TOMAACCARAT TRAMAGATTTAGGTTTACARGTCTACA 34
LedA recA ATACTGTATGAGCATACAGTA 18,43
Texd TOCTGIATATACTCACAGCA 18,49
oA BACTGTATATACACCCAGGS 18,49
el la¢ operon TGTGTERAATTGTGAGCOGAATRACAMT TTCACACA _ 14
Galft 90 oparon - Oe AATTCTTGTGTARACGAT TCCACTAATT 21
god operon—0i CCAATGTAACCGCTAGCACCGA 21
Fenl{t) penP AAGTATTACATATGTAAGATTT 18
penP CAMATCTTACAARTGIAGTCTTY 18
peal AGAGTATTACATT TGTAAGTATA 18
TR {Tni0} 1et0 ACTCTATCATYGATAGAGT 18
o - TECCTATCAGTGATGAGS 18
Lerdda ciCro Consens: TRTCACCGECGSIGATA
CAP Consénsa AANTGTGARNTNNANCANATY
PA poc ANTTTTTGTATCARARATT 16
AACCGAAGLTYCGTT H
GTATCASTTCOCTAAT TATAC ‘ 16
Tabla I.

Secuencias nuclectidicas de algunas resiones reportadas como
aoperadaores., Al final de esta lista'se afiadiercn las tres secuencias
palindronicas localizadas en la region de contrcl del gene gpaLn.
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N NUCLEATIDOS
OPERADORES TAMANOQ SIMETRICOS REGION
lac 17 14 —-10 ... +10
aroH 12 9 =50 ... =25
trp 10 S —20 ... +1
trpR 9 6 —-20 ... +10
bicA bioB 20 15 —20 ... +20
lexAl 10 6 -20 ... +1
lexA2 10 5 +2 ... +25
recA 11 10 =35 ... —10
uvrB 9 4 -
Amidasa 9/7—8/10| 8/7T—8/9 |-100-80/-35-20/-10
lambda OR1 5 4
lambda QRZ2 7 5
lambda OR3 8 5
lambda OL 1 5 4
lambda OL2 7 4
lambda OL3 7 4
gal Qe i0 7 —-67 ... —52
gal Oi 7 q +46 ... +60
argF 21 10 —32 ... +7
argl 19 13 —-32 ... +7
rgR 8 4
argR 9 4 —-22 , -5
carAB 9 S
penP 12 9 +20 ... —10
penP 12 7 -5 ... —33
penl 12 7 —-10 ... +1
tetAOL 9 9
. tetROR 9 a
Tabla 11. Cumpilacion de una serie de operadores en funcidn de su
tamafio, numero de nucleotxdos simetricos y regién en la que se
en:uentran. El tamafio esta dado por el numero de nucledtidos

simétricos o no simetricas, tonando en cuenta Unicamente la mitad del
pal fndrome. Los nucledtidas simetricos son aguellos gue tienen su base
complementaria en el otro lado de simetria del palindrone.
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C~- Abundancia de Purinas ¥ Pirimidinas en operadores.

El criterioc siguiente consistid en analizar la rigueza de

Adenina y Timinas (A+T) v+ Guaninas y Citosinas (G+4C) en distintos

operadores. Para estio se consideraron untos cuantos operadores cuya

secuencia es corscida. Cor estos datos se elabord la Tabla 1II.

A ] [ T Total A+T G6+C
Trp R 5] < 5 7 22 13 {0.59) 9 (0.41)
Hv 5 4 S 9 23 14 (0.6) 9 (0.39)
Aro H Q © 2 S 23 15 {(Q.55) S (0.35})
Leu =) 3 S 3 23 1S (0.65) g (0.35)
Lac 11 = S5 10 35 21 {(0.6) 14 (0.4)
Trp 7 4 o 5 20 12 (0.6) B8 (0.49)
LigA bioB 16 7 S 12 40 28 (0.7) 12 (0.3)
lexA (] 3 5 5] 20 12 {0.6) 8 (0.4)
recA 8 3 4 7 22 15 {0.68) 7 _{0.31)
avr B 3 2 3 10 18 13 (0.72) 5 (0.28)
gal Os 7 3 4 7 21 14 (0.68) T (0.33)
gal Qi 4 2 5 3 14 7 {0.5) 7 (0.5)
PARA AMIDASA
1 a "1 1 =] 19 17 (0.89) 2 (0.1)
I 2 3 4 a 15 8 10.53) ! 7 (0.461
1 b 2 4 8 21 15 (0.71) 6 (0.28)

Tabla III, Frecuencia de utilizaciéh de purinas y pirimidinas en
varios operadores, los valores de A,G6,C y T estan tomados en toda la
extensibn del palindreoms=, por lo gue el valor total corresponde a
ambos ladcs del pal{ndrome. Se presenta el nimero de A /7 T y de C /7 G
con , sus respectivos porcentajes para cada uno. Al final de la tabla
estan los valores para los tres palfndromes del gene gag.
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D- Similitud entre las tres secuencias palindrénicas de 1a regidn de

regulaci&n del gene pat.

Como otro criterio, se alipearon 1as secuencias de DNA

correspondientes a 1los tres posibles pal(ndrumes del gene go&k. La

Tabla V muestra 1os respeétivns alineamientos, El alineamiento Fud

extendido a los lados ¥y las letras minusculas represcentan las bases

que no forman parte de las secuencias palindrﬁhicas. Ademis, los

cuadros con lineas punteadas indican las hnmnlog(as de las bases que

tampoco forman parte de los pal {ndromes.
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PALINDROME 1

3 - AATTTTTOTATCAAAAATT - 5

PALINDROME II

*
3'-AACCGAAGCTTCGTT- s

PALINDROME I

- GTATCAATTCGCTAATTATAGC -

ALINEAMIENTOS

m em-taTi-claaTT]-clelcfrala T T[a]T[alc o ¢
tittala tigalaa 71T Tlo|-[r AlT c Alajalala T T

H

m 6 T[al-Tc[wal- ~[rTccfr)a afTira{Talc
x o Alajc cejane c{TTC6|T|T|e cltia git ait

I JAAITTTTTIGITAITICAAAAANTT
I JAA[CCGAAGIC-ITITCG—-—-—{TT

Tabla 1V. Secuencias de los posibles operadores y/o pscudo~-operadores
para la regidh de control del gene garn. Alineamiento de las tres
secuencias palindrdmicas entre sf{. Las letras maydsculas corresponden
a los nucledtidos quelestén inclufdos en las secuencias palindromicas
mientras que las minusctulas son las bases que no forman parte de los
pal{ndromes peroc que van flangqueando a los palfﬂdromes. Los cuadros en
lineas punteadas incluyen la identidad entre bases gque al menos en una
de las secuencias no forman parte del pal{ndrume. gl guidh entre las

bases representa un “"gap®” gue se ha propuesto, para optimizar el
alineamiento.

S8



DISCUSION ¥ COMCLUSIONES

En este primera parte de la discusidn nos enfocamos al estudio del
procesamiento de la enzima para posteriormente discutir la
urganlzaciéh b4 rogula:ién del gene estructural de esta protefnn. En
cuanto al procesamiento de la enzima, resulta inevitable pensar en un
analisis de 1a secuencia primaria de amino acidos de 1a PA para poder
delucidar funciones, similitudes vy posibles hnnulngfas con otras
sistemas proteicos dque nos lleven a un mejor entendimiento del

procesamiento de la enzima.

I- Procesamiento de la enzima PA.

Son varios loz elementos gue intervienen en el procesamiento de la
enzima PA. El precursor de esta enzima que permite la unifn covalente
de las cadenas o Yy B vfa el péptido espaciador o conector tiene
caracter{sticas interesantes. Se sugiere gque este péptidn conector
intervenga diractamente en el doblamiento de la protefna para llevar
al cabo parte de las funciones de procesamientc y/o de traslo€acién a
membrana y de funcionalidad de la enzima.

Recordemos tambien que la funcidn del pébtldo senal presente en el

precursor, es la de traslocar al péptido precursor al espacio
perlplésmicu. Consecuentemente también es probable que intervenga en
esta parte del procesamiento algﬁn tipo de doblamiento necesario para

alcanzar e] espacio peripldsmico. Ya en espacio peripldsmico se lleva

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

alto grado de similitud con péptidos que intervienen en traslocacion

de prote(nas 2 membrana e incluso a espacio peripliémico. Recientes

publicaciones relacionadas con prutefnas que pegan maltosa (Maltose-

binding-protein, MBP) muestran un tipo de péptido sehal muy

relacionadc con el de la PA (19). Como se mostro en la seccidn de

resultados, este péptido al igual gue el péptidn sphal correspondiente

al precursor de 1a PA; mantienen la organiznci&n con la similitud en
tamafio, (26 residuos) y el sitio de corte, ya que tienen en ambos
casos ¢1 miswo tamano vy 1a wmisma secuencia; Ala-lLeu-Ala (6).
Dependiendo de 1las posibles relaciones con el resto de la protefna.
esta similitud sugiere un comportamiento muy parecido al de una tfptca

prote{na gue tiene que ser traslocada a espacio peripldsmico.

I1I- Estudio de la regién de regﬁla:i&n del gene pac

Pasando a la regiéh regulatoria del gene gar ¥y retomando 1a idea

de que los sitios que se han analizadn en esta regién sean
posiblemente funcionales, es factible preoponer un wmodelo de
r.éula:tén.

Lo anterior se complementa con datos obhtenidos en nuestro

laboratorio relacionados con el efecto de ciertas sustancias en 1la

induccidn o represiéh del gene pAac.

En relacién al promotor del gene pag, ae puede decir que 1a

secuencia correspondiente a la regién -35 se ve gue hay una similitud

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

secuencia de la caja * Pribnow® © -10, un punto muy importante es que'

se conserva la Timina final  gue hay un cambio de una purina por otra
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purina (T por A) en la pusiciGn 4, Se puede decir, por lo tanto gque el
pramotor propuesto para el gene pac no Se acerca estrictamente a 1la
secuencia consenso de promotores pero resulta ser s=similar, Por 1o
anterior se puede pensar que se trata de un promotor no muy fuerte gue
pudiera necesitar de otros elementos de regulacién para llevar al cabo
eficientemente su funcidn.

Se han i{dentificado dos sitios de unién a la mnlé&ula CRP y se
sabe que la expreuién de]l gene pac estg regulada a nivel de 1la
trnns:ripcidn por el AMP cfclico (13). Por lo tantpo se puede suponer
que el efecto de la concentracién dei AMP ciclico sobre 1a expresién
del gene paAc es debido a gue la protnfna CRP funciona comp activador
cuando se llega a cierta concentracidn de AMP cfclico. Se ha reportado
nque las distancias de los sitios de uniéh a CRP varf{an entre -106/-107
y =36/-37. Podemos entonces proponer que ambos sitios de pegado a CRP
pudieran ser funcionales. Aundque resulta diffcil predecir cual de
estas dos secuencias fuera realmente funcional o si ambas tuvieran que
ver con el est{mulo en el inicio de 1la transcrtpci&h. Ademds se ha
observado gue para lograr una alta prndu:cién de enzima, aparte de no
usar glucosa o alguna otra fuente de carbono que disminuya los niveles
de AMP cfclico, es necesario adicionar al medio de cultivo el inductor
que &5 el deide +enilacéticu. La induccidn de la expresién del gene
por el acido 4enilac6tlco, posiblemente sea contrplada por una
prutefna reguladora, la cual pndr{a ser un represor que funcionara
come tal cuando la concentracidn de Scido +en}!acéticu fuera baja.
Esto se propone , tomando en cuenta la presencia de tres regiones
palindrém!cas las cuales sobreponen parcialmente al posible sitio de
unidn a CRP Yy al promotor. Si una prutefna reguladora se une a

cualguiera de las tres secuencias palindrémicas, nop se permitir{a la
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interaccién de CRP o de la RNA polimerasa con sus respectivos sitios
de unidn en el DNA. Lo anterior ocasiaonaria que los niveles de le

transcripcién fueran bajos.

111- Discusidn de 1os resultados derivados de las clonaciones.

Dadas las observaciones anteriores,  resulta prometedor el pensar que
el dcido fenila:éticn juega un papel de inductar dentro del sistema de
regula:ién del gene pac.

Esto puede explicarse.pur ei efecto de inﬁué:ién qde se  presenta al
tener plasmido dentro de la céluia en multicopia. Un nimero elevado de
copias del operador titula al represor lo cual inducirfa al gene Yy
' consetuentemente =e incfeméntarfa la produccién de enzima.

Los resultados gue muestiran la induccidn del gene pac en la cepa . de
EScherichia c<oli ATﬁC!liOS, variando la fuente de carbongc indica por
una parte gue efectivamente el crecimiento de las eélulas debe hacerse
a 30 "C pero sobre todo gue el dcido f$enilacético juega un papel de
inductor para el inicio de la transcripcién de gene pac. De esta forma
se puede prnﬁnner un modele de reguia:ién para este géne RAE VYa que
con la:presencia de un ihdu&tar res@lta factible pensar en un tipo de
cnnt}ol negativo. Sin.embargo, no serf{a correcto conciuir dnicamente
ld -anterior dado que'se cbserva una cierta induccidn del gene en
Cromosoma, induc:ién que provoca una expresién baja en el caso de la
cepa con plismidu Pera sin inductor y que pudiera evidenciar un cierto

tipo de control positivo.
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I4
Finalmente , dada que la expresion del gene del <Cronasomna se

incrementa considerablemente por la presencia del plésmida multicopia

que lleva 1os posibles operadores funcionales v adetds loz dos sitis
de pegado a la protef{na CRP, podemos proponer que e}l modeloc de

regulacién debe contemplar ambos tipos de controles, tanto al cantrol

negativo wome a1 positivo. A continuacion presentaremos un esguema
que trata de resumir lasc posibilidades existentes, resultante del

experimento anterior (fig. 12);

IV~ Estudio sobre operadares

Los resultados anteriores muestran gque el gene pac puede estar sujeto

a una regulacidn negativa.

En cuanto a los resultados derivados del estudios de una serie de
operadores con los tres posibles operadores del Jene QXL es diffeil

definir cual o cuales de estas secuencias pudieran considerarse como

el operador o los operadores funcionales. B8Sin embargo, se traté de

sistematizar las cowparaciones y por ello se realizaron los siguientes

analisis:

A~ Csmpilacién de algunas secuencias reportadas como OUperadores

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

para los siguientes estudios ademas de paoder ir conociendo méas

caracter{sticas en relacidn con el complejo represor-operador.

Un punto interesante para algsunns casas en gue la secuencia

nucleotfdica se conoce es el de poder deducir alguna secuencia

consenso. Cann  puede chkservarse en la Tabla I el tamana de ics
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MODELO DE REGULACION

Regidn de control capaz de Pidsmido pPA22 portador de la
tituler ol represor : region reguladora

E. coli ATCCMIOS

O G

itivo Si el control 85 negotivo el gens
g:ﬁec‘ulclan':;?:‘cizsu;: sqee:“po::v dei cromosoma se iqduco por la
cromosoma presencia del plasmido muiticopic
itevando o region que pega -al
represor

y

Si ambos controles, se lograra una expresidn
constitutiva bajo ds! gene, la cuol pueds ser
incrementada si s& anade al inductor

Figura 12. Mpcdelo de regulacscfn en el cual se tiene un DNA
(pldamido pPAZ22) portador de la regidh de control. Por transiormacién

el pldsmido pPA2Z es irtroducido =n multicopia en la cepa bacteriana
de Escherichia fpli ATCC1110S5.

circular
”
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operadores reportados al igual que suUS secuencias var fan
considerablemente. A pesar de 1o anterior en ciertos casos, como por
ejemplao para el +ago lL.ambda dénde el complejo represor-operador
necesita de seis secuencias paltndr&hicac para llevar al cabo su
funcidn regulatoria, el deducir una secuencia consenso resulta &til.
£1 intereés en alinear las distintas secuencias nos ileva a evidenciar
un cierto ndmero de nu:leétidos muy conservados gque presumiblemente
tengan una relacion funcional necesaria en el reconocimienta por parte
de 1la uol‘cula represora. Otro punto es el poder analizar con mis
detalle la secuencia palindrémica cawo tal vya que @1 represor
usualmente es una molecula dimérica Yy el reconocimiento se lleva al
cabo en forma simétrica, es decir; que este d{mero primero reconoce a
una de las mitades del palindrome para después hacer el contacto

completo en la otra mitad de la secuencia simdtrica o asimetrica.

B- Localizacidn ¥y tamano de los posibles operadores del gene pac.

Pensando en un valor prumédio en relacién con el tamafic de estas
secuencias we pndr(a intuir que los pal(ndrames 1 vy e€i I1I para el
caspo del gene Rac son los gue mis se acercan a ese valor promedio
obtenido a partir del tamafic de 1os operadores reportados. En cuanto
al némero de hucleétidns simétricns idénticos, los pal{ndrumes Iy IIX
son de nuevo los gque mantienen los ndmeros mds significativos.

Como se puede apreciar en los casos repart;dns resulta frecuente
situar a un buen grupo de operadores en una regién comprendida entre
el -100 v el +20 en relacidn con el inicio de la transcripcidn. Los

pa!fndrcmes 1, IT yv 111 del! gene pag se localizan entre el triplete
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codificante inicial y el -100 por lo tanto resulta importante recalcar

que estps posibles operadores estan situados en una regién ddnde en

otros genes, operadores funcionales 1llevan al cabo sus funciones

regulatorias.

En relacién con 1o anterior, se han reportado experimentos con
aperadores funcionales que evidencian la interaccion prutefna—DNA. Uno
de los resultados muestra que para un grupo de operadores existe un
cierta ,5ubrepusic16n de estas secuencias palindrémicas, con la

secuencia correspondiente al promotor. Lo anterior ocurre para el
palfndrome IIX del gene pac mientras gue el II estd localizada entre
las regiones =35 y -10 del promotor.

Aunque este fendmeno de sobreposicidn es muy frecuente en otros

operadores existen :asns.en 108 cuales el aperador esta alejado de 13
reglih del promotor. Cuando el operador sobrepone al promotor resulta
1691:9 pensar en que €l ctomplejo que forma la interaccidn represoar-
operador, evita gue 1a RNA polimerase se pegue al promotor y &as{ no se
inicia la transcripcién. Pero resulta ser que €ste no es el Jnico

mecanismo posible ya que recientes investigaciones han demostrado 1la
existencia de operadores funcionales a mac 1L Kilobase de distancia del

promotor dentro del mismo gene estructural (12,21,44),

L d - : <
Pero también, feromenos regulatorios de repreaxén eficiente en

procarionte, especialmente en Esgherichia coli, son los gue presentan

los operones gal, ara v d=g, los cuales requieren de dos

vperadores
separados por 110, 200 v 600 pares de bases respectivamente., La
nrganlzacién de estos elenentos reguladores han llevada a los

investigadores a proponer un modelo conocido como "DNA lopp" o de

doblamienta del DNA. De acuerdo con este modelo, que al parecer



resulta ser un mecanismo de regula:ién eficiente a nivel de 1la
transcripcién, el *loop" del DMNA hace gue haya wuna concentracidn
local mayor de prute{na represora en la rogiéﬁ del promotor. De esta
manera, se sSupone que se logra el pegado eficiente de 1la molécula
represora evitando asf la interaccidn RMA polimerasa - promptor. Una
de las conclusiones 2 las que se puede llegar es gque no es posible
pensar en un s6lo mecanismo de regulaclén para todo tipo de control
negativo vy que ademds se aprecia una cierta evolucidn de una serjie de

sistemas de control de la expresidn 5énica (34,35).

€~ Abundancia de Purinas y Firimidinaw en operadores

Otro tipo de estudio fue el basado en la frecuencia de purinas vy
pirimidinas. Como - se puede apreciar en la tabla IV la frecuencia de
{A+T) oscila entre un 60 ¥ un 72%, mientras que las (G+C) oscilan
entre un 30 y 40%. Cuando se analiza el caso de los tres palindromes
del gene gpac vemos como para el palfndrome 1 v I1I 1las frecuencias de
tA+T) spn de 8%% vy 1% respectivamente. MHMientras que para el
patfndrome 31 el wvalor es de S53%. Se sabe que €l reconocimiento
espe:f#ico de pares de bases en la doble cadena del DNA por parte de
una protefna, involucra el reconocimiento de pares especfficcs de
grupos de puentes de hidrégeno, como grupos donadores Yy aceptores

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

t42).

Los pares de A - T o T -~ A pueden distinguirse de lus.G - Co € -G
por la presencia de un grupo central donador. Los pares A - To T - A
llevan la secuencia a - d - a de donadores y aceptores vy ademas se

localiza un grupo metf{lo. La secuencia de donadores y aceptores para
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6 - CoC- G es: a-a~-~dpara 6 ~ C en el surco mayar y d - a - a
para C -~ G. Es importante hacer notar que los grupos funcionales en el
surco mayor estan en el lado opuesto de su base correspondiente. Por
1o tanto, en general , aungue existen excepciones, las proteinas no
pueden estar en contactao con los grupns funcionales en el surco mayor
y menor simultianeamente. Las proteinas no sdlo reconocen en forma
individual pares de donadores, aceptores, sino secuencias de pares de
bases, ¥y e3 esa naturaleza de la pcsicién de aceptores y donadores de
puentes de hidr&éenn que resulta !mpres:ind!ble para el reconocimiento

e interarrion protefna - DNA (42).

D- Similitud entre las tres secuencias palindrémi:as de 1a regién de

regula:l&n del gene pag

El siguiente criterio de analisis fué el del alineamiente entre los
palfndromes. La similitud entre los palindromes I y II resulta ser 1a
menos significativa dada 1a poca similitud que muestra. Para 1laos
palindromes II y III, pudiera deciree que hay un buen alineamienta,
pero ez importante hacer notar fue fué necesario dejar 3 hueros {(gaps)
en la secuencia palindrémica III para mejorar el alineamienta.
Finalmente el alineamiento entre los palfndromes I y 111 parece ser el
mis significativo, por varias razpnes. La primera, como se puede
apreciar en la Tabla V, es que el alineamiento requirié de un sdlo
hueco {gap) en ambas secuencias para mejorar el alineamiento. Por otra
parte, las bases idénticas en su maynrfa snn.adeninas by timinas.
Finalmente, en la secuencia aledana hay una similitud alta en (A+T)
que pudiera tener importancia en el sentido de que este tipo de

secuencias ayudan a la preparacién para el reconocimiento b4
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posicionamiento de la meléeula represora (35). Un punto importante gue
surge de este estudio de similitudes es que se podrfa pensar en que el
palfndrume I +$unjiera como un pseudo-operador gue ayudara al
posicionamiento definitivo del represor en la secuencia palindrémica
IIT del geﬁe pag a la cual sobrepone al promotor en el -10 , evitando

as{ la unidn de la RNA polimerasa.

E~ Conclusiones sobre las comparaciones.

Para empezar ¢l criterio de tamano de los palfndrnmes no aporta
mucha informacidn Yya fgue por lo general el tamaho es variable, La
localizacidon de las tres secuencias coincide con la mayor{a de 1los
operadores reportados. En cuantec a 1la riqueza de purinas b4
pirimidinas, se ve que es mayor en tfrminos generales la abundancia de
Purinas (A+T) vy en relacidn con esto el palindrome I y II son los que
tienen amayor abundancia de purinas. E! alineamiento entre las tres
secuencias palindrdhicas entr; s{ muestra que la secuencias de los
palfndromes I71I1Y y 1I1/131 son bastante simiiares. En el primer caso
sélo s deja un hueco en cada secuencia para optimizar el
alineamiento. Adem;s hay una mayor rigueza de purinas, aunque en los
palfndrnmes I vy III sigue siendo buena la similitud entre 1las dos
secuencias.

Estos resultados no son concluyentes para poder definir cual es el
operador funcional, aunque recordemos gue existen trabajos
experimentales hechos con un pléémido cuya construccién no lleva las
secuencias palindrémicas I v II v gue su expresién es constitutiva por

lo cual pudiera descartar al palfndrome II1 como el dnico posible
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=itio de pegado de una molécula represora (3%). Consecuentemente
padr{a pensarse en el palfndrome 11 como un candidato sdlido para
tener las funciones de operador, puesto gue ademds el palfndrome 1
estd alejado del promotor implicando la dificultad para el represor de
abarcar suficiente espacio para lograr impedir el acceso a 1la RNA
polimerasa a su promotor. Este wmodelo de regulaciéﬁ se muestra en l1a
figura 13, tomando en cuenta sdio a uno de laos posibles operadores.
Finalmente resulta evidente la variedad de posibilidades tanto en
el procesamiento, como en la regulacién dei gene pac. Con este gene vy
con el estudio de muchos otros reportados podemos concluir que es
di$fcil hablar de un s6lo modelo de regulacf{on y que ademds debemos
pensar en procesos de convergencia y divergencia evolutiva a nivel de
secuencia nucleot{dica para explicar mejor ciertos

procesos
bioldgicos.
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Figura 13. HModelo de rnaulacion para el gene Rag. Se indié can las
pesibles interacciones entre las protefnas reguladora y ‘a rnaznn 57
del cene pag, bajo distintos niveles de Scido f$enilacérice y AMP
cfelico. El nivel de produccién de la penicil:no acilasa es m{nimo en
Ay en B, aumenta en C, llegando a su maximo en D. Este modelo se basa
en datps obtenidos en nuestro laboratorio.



PERSPECTIVAS

Es indudable que el contar con la secuencia nucleotfdica, b4
consecuentemente la secuencia deducida de amino Acidos abre un
horizonte amplio para profundizar en el conocimiento del gene en
cuestion y del producto del wmismo. En un inicico se contd  con la
secuencia parcial y ahora se conoce la secuencia completa, del gene
que codifica para la enzima fPa, 1o cual nos lleva a pensar en amplias
perspectivas de estudio, Es importante no olvidar que ademas del
conocimiento de la secuencia, existen una serie de antecedentes
+islnlégicns, biogqufmicos y de regulacién que pueden conplementar
futuros estudios. Para el gene pac el identificar, cual o cuales
pudrfan ser los operadores funcionales, implica un importante avance
en el conocimiento de los mecanismos de regulaciéh de este gene en
particular. Mediante técnicas de ADM recombinante y de nutagénests
serfa posible identificar este elemento regulatorio para
posteriormente pensar en la lo:alizacién e tdentifi:acién de la
molécula represora que interviene en la regulacion del gene pac. Al
ver en conjunto la infurmacién hasta aqui presentada sobre el gene pag
¥ €en base a los datos reportados, de gue el gene esta regulado- bajo
control! negative vy presenta represién catabdlica {3%9), se hace
evidente que este gene posee la urganizacién tipica de un gene
involucrado en la utilizacién de una fuente de carbono segﬁn se
muestra en la fiaura 14.

Por otra parte, el estudio de la protefina v de su secuencia primaria

de aminodcidos abre grandes persgectivas en el entendimiento del

72



Sitio da

Terminoso

Gans estructural

detl represor
CRP -—
—ZA. 3
=35 -10
e
Promotor

Operador (?)
1 / \n\
hnginiad - -—m_.p
P /7. W v /. r— ?
A B =35 =10
CRP
PE o PC ¥}
WA 3

Figura 14,
involucrados

Similitud
en la asimi

entre 1a
lacian  de

nrganizacién del gene nag (B).

urganiza:ién t‘pica de |
fuentes de carbono (A

genes

y,

la



procesamiento de la enzima, su localizacidn a nivel membranal, su modo
de accidn ¥ un posible origen evolutivo. Un posible enfoque serfa
mediante un estudio detallado de la secuencia primaria de la protefna
a travds de algunn de los sistemas de cémputn conocidaos. Este estudic
tendr{a como objetivo el tratar de localizar similitudes con otras
secuencias de otras prntefnas para paoder proponer similitudes .
estructurales y funcionales, a nivel de secuencia y tal vez encontrar
alguna relacidn evolutiva con otras protef{nas.

Este tipo de estudio podrfa llevarnos al planteamiento de alg&n modelo
relacionado con el funcionamiento de la enzima. Tambien podr{a darnos
indirios sobre la posible relacion con genes localirzados en el genoma
de Escherichia coli - Esta posible relacitn se basa en la hipdtesis
del fendmenc de doble dupiicaciéﬁ sufrida por el genoma de Escherichia
" mali a la largo de su evnlucién t30). Lo anterior smervirfa para
confirmar predicciones hechas a partir del estudio de similitudes
entre secuencias primarias de prutefnas. En relacidh con los estudios
planteados, convendria también localizar el gene pac en el cromosoma
de Escherichia cali para as{ confirmar o no las predicciones hechas en
relacidn con las analngfhs en Gunclo; con otros genes.

As{ mismo, convendri{a demastrar si efectivamente la enzima madura b4
funcional se localiza en espacio periplfﬁni:o y &1 no interactda con
otro compuesto membranal a alguna atra prutefna.

Las perspectivas de estudio son amplias. Un punto de interes adicional
s¢ basa en la necesidad que habr fa de implementar nuevas metndologfas.
Metodologfhs que ser{an de gran utilidad no 8410 en el estudio de este
sistema gi npo en el de muchos otros, con diversos objetivos ¥y

aplicaciones.
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