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RESUMEN

Baciilus subtilis es una bacteria Gram-positiva; durante su ciclo de vida posee la
capacidad de esporular. Entre la fase de crecimiento exponencial y estacionaria se
encuentra el estado de transicion, durante el cual secreta al medio de cultivo enzimas
degradativas, entre las cuales se encuentra la subtilisina, que es codificada por el gen
aprE. La regulacion de aprE se lleva a cabo a través de multiples elementos de control,
siendo de los mas importantes represores comd Hpr, AbrB y SinR, y activadores como
DegU/DeqgS. Es importante resaltar que para la expresién normal de aprE, se
requieren por lo menos 400 pb hacia su regién 5° de regulacién. La distribucién
espacial de estos reguladores sobre esta regién, y principalmente el represor Hpr, que
posee cuatro sitios de unién en la regién 5° de regulacién de aprE, ha sugerido de
manera importante que la geometria del DNA pudiera tener un efecto en la regulacién
del gen a traves de la formacion de una horquilla de DNA.

En el presente trabajo, se realizaron mutagénesis sitio-especificas en tres
diferentes lugares cercanos a los sitios de unién del represor Hpr. 1) Se realizaron
inserciones de 5, 10, 15 y 20 pb en el sitic =60 de aprE, entre los sitios de unién Hpr1
y Hpr2. Los resultados sugieren que puede existir una interaccién proteina-proteina de
tipo cooperativo del represor Hpr en estos sitios. 2} Se realizaron inserciones de Sy 10
pb en el sitio -99 de aprE, entre los sitios de unién Hpr2 y Hpr3. Los resultados
sugieren que entre estos sitios se lleva a cabo la interaccién de Hpr para la formacién
de una horquilla de regulacion. 3) Se realizaron inserciones de 5y 10 pb en el sitio
-268 de aprE, entre los sitios de union Hpr2 y SinR. Los resultados sugieren que entre
los sitios de unién Hpr2 y Hpr3 se establece la interaccion del represor Hpr para
generar una horquilla de DNA. Se observéd que el desfasamiento como el
reestablecimiento de la fase de los sitos de unién Hpr2 y Hpr3 forman una horquilla de
DNA proteina-proteina. En estos resultados, el reestablecimiento de la fase de los
sitios de unién de Hpr, medido como la actividad de p—galactosidasa de una fusion
traduccional aprE-lacZ, no es totalmente recuperada con respecto a la cepa silvestre,
Este efecto puede deberse a que se modifican también los sitios donde actian el
activador DegU y et represor SinR.



1. INTRODUCCION
1.1 GENERALIDADES DE Baclilus subtllls.

El género Bacillus esta constitufdo por uno de los grupos mads diversos de
bacterias Gram-positivas, entre las cuales se encuentran microorganismos aerobios,
anaerobios facultativos y anaerobios. Tienen una morfologia tipo barra o bastén, y son
formadoras de endosporas (Priest, 1993; Setlow, 1993; Slepecky, 1992). Estas
esporas pueden sobrevivir mucho tiempo y son resistentes a calor, luz ultravioleta,
desecacién y solventes orgénicos (Setlow, 1994, Slepecky, 1992). La capacidad de la
mayoria de los microorganismos que conforman el género Bacillus para crecer‘a altas
temperaturas, la ausencia de productos téxicos y su habilidad para producir y secretar
grandes cantidades de proteinas, han convertido a este género en uno de los mas
valiosos para la industria biotecnolégica (Ferrari et al, 1993; Harwood, 1992,
Zukouski, 1992).

El miembro mas representativo del género Bacillus es Bacillus subtilis; el cual es
una eubacteria ampliamente distribuida, que habita principaimente en el suelo, aunque
también se le encuentra en el aire, rios y estuaros (Priest, 1989; 1993). B. sublilis,
después de Escherichia coli es la eubacteria mejor caracterizada y entre los
microorganismos Gram-positivos, es la mas fécil de manipular en términos genético-
moleculares. Los avances en la tecnologia del DNA recombinante y la expresién
génica, particularmente en B, subtilis y otros Bacillus han servido en el entendimiento
de los complejos mecanismos por los cuales se lleva a cabo el desarrollo y regulacion
genética de este tipo de bacterias en muchas éreas de investigacion basica y aplicada
{Harwood, 1992; Slepecky, 1992; Wong, 1995).

B. subtilis es una bacteria generalmente reconccida como segura (GRAS), por la
Food and Drug Administration (FDA) de los Estados Unidos USA (Boer y Diderichsen,
1991: Harworod, 1992). Tiene la capacidad de secretar directamente al medio de
cultivo grandes cantidades de enzimas degradativas, entre las cuales se encuentra la
subtilisina (Zukowski, 1992; Pierse, 1992). En estudios previos, muchos investigadores
utilizaron a B. subtifis como la contraparte Gram-positiva de |a bacteria mejor conocida
Gram-negativa, E. coli y, como un modelo para entender los mecanismos de
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diferenciacién, estudiando el proceso de esporulacién (Anagnostopoulos y Spizizen,
1991; Schaeffer, 1965). Sin embargo, en los Ultimos afios, el desarrollo de sistemas de
produccién de proteinas heterdlogas, usando a B. sublilis como microorganismo
huésped, ha venido convirliéndose en uno de los mds importantes. Algunos de estos
sistemas utilizan la regién de regulacion del gen aprE (Fig. 4), el cual codifica para la
proteasa alcalina subtilising, la proteasa mayoritaria que produce B. subtilis (Jacobs,
1995; Nagarajan et al., 1992; 1993; Strauch y Hoch, 1992a; Valle y Ferran, 1989;
Wang et al., 1988; Wong, 1995). La subtilisina es una de las enzimas de mayor uso a
nivel mundial (Dababov, 1982; Pierse, 1992; Priest, 1989). Sin embargo, los
mecanismos moleculares y fisiolégicos por los cuales se regula su sintesis, adn no han
sido estudiados en detalle, abriendo un &rea de gran interés para estudios bésicos y
aplicados.

1.2 PROCESO DE ESPORULACION

La esporulacién en B. subtilis es parte de un complejo programa de desarmollo y
diferenciacién celular que tiene como resultado la formacion de una estructura
altamente resistente denominada espora. Este proceso se ha dividido en diferentes
gstadios (Fig. 1). La formacién de esta estructura es un ejemplo exiremo de la
adaptacién de B. subtilis al medio e involucra a més de ochenta genes (Kunkel, 1991).
En el inicio de la esporulacion, la proteina SpoQA, la cual funciona como represor y
activador, juega un papel central (Fig. 2). El gen spoOA es transcrito a partir de dos
promotores, Pv y Ps. Pv es activado por el factor de transcripcion Ed”, lo cual
proporciona un nivel basal de sintesis de Spo0A en células en crecimiento vegetativo.
Ps es regulado por Ec", el cual produce un incremento sdbito en la sintesis de SpoOA
al inicio de la esporulacion (Chibazakura et al., 1991; Yamashita et al., 1989).

La proteina SpoQA pertenece a la familia de reguladores bacterianos de dos
componentes (Stock et al., 1989). La fosforiiacion de SpoDA es la clave en el control
del inicio de la esporulacién (Fig. 2). El fosfato es transferido a SpoDA por un
mecanismo complejo que involucra a histidin-protein-cinasas y at menos a dos
acarreadores de fosfato que actdan como intermediarios. Las interacciones entre los
distintos participantes han sido reproducidas in vitro (Burbulys et al,, 1991). Al menos



dos histidin-protein-cinasas, codificadas por los genes kinA y kinB, pueden transferir el
fosfato a la proteina SpoOF, la cual a su vez transfiere el fosfato a un segundo
acarreador amado Spo0B. La proteina Spo0B es el donador directo del fosfato a
SpoOA. Esta via puede permitir que mediante detectores ambientales, tanto intemos
como externos, se controle el nivel de Spo0 fosforilada de manera rapida y precisa
(Grossman, 1991). Congruente con esta idea, se ha demostrado que Jas cinasas KinA
y KinB pueden responder a diferentes sefales.

Spo0A~P regula negativamente algunos genes, siendo el mas importante abrB,
uno de los represores de aprE (Perego ot al, 1988, Strauch et al, 1990). Por otra
parte, la funcion positiva de SpoOA~P es responsable de la activacion de ciertos genes
especificos de la esporulacitn, como lo son los operones spollA (Perego et al,, 1991},
spollG (Satola et al., 1991; 1992), spollE (York et al., 1992} y el gen sinf (Bai et al.,
1992) (Fig. 2). Por otra parte, se sabe que algunas mutaciones en spobA bloguean la
esporulacién en su fase inicial y eliminan la produccion de proteasas extracelulares
(subtilisina. Strauch y Hoch, 1992a). Otras mutaciones, como |la denominada spo0A9V,
bloquea la esporulacion en el estadio Il (Fig. 1). Sin embargo, al parecer esta
mutacién produce niveles normales de subtilisina (Perego et al.,, 1991).

La iniciacion de la esporulacién es compléeja y se conocen al menos tres tipos
de sefiales principales que se interrelacionan y dan inicio a ésta:

1.2.1 Senales nutriclonales.

La fimitacion de fuentes de carbono, nitrégeno o fosforo puede inducir la
esporulacion (Freese, 1981; Sonenshein, 1989). A su vez, buenas fuentes de carbono,
como la glucosa, la reprimen (Lopez et al., 1980). Recientemente se ha demostrado
que la concentracion intracelular de GTP (o GDP) probablemente representa el efector
clave de la senal nutricional {Lopez et al, 1979; 1981). Sin embargo, aun se
desconoce como es detectada por la célula la concentracién de GTP y como se
transmite la sefal al aparato transcripcional.
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1.2.2 Densidad de poblacion.

Grossman y Losick {1988), observarén que la esporulacién no puede inducirse
eficientemente en células mantenidas a baja densidad de pobtacidn. Sin embargo, una
esporulacion eficiente se obtiene cuando las células se resuspenden a baja densidad
en un medio praviamente condicionado de células a alta densidad. Este efecto no se
debié al agotamiento de un factor esencial de crecimiento, sino a la produccién de
sustancias, posiblemente oligopéptidos, que son necesarios para inducir una
esporulacion eficlente {Waldburger et al, 1993). Se conoce poco a cerca de la
naturaleza de dichos factores y menos aun de cémo su presencia es detectada e
interpretada.

1.2.3 Ciclo celular.

En su etapa mas temprana, la esporulacién claramente comprende 1a division
celular modificada, la cual se caracteriza por la compactacién de uno de los dos
cromosomas y ia migracion de éste hacia uno de los polos de la célula (Hitchins et al.,
1969. Fig. 1). Sin embargo, a pesar de que la relacién entre el ciclo celular y el inicio
de la esporulaci6n esta bien definida (Clarke et al., 1980; Dunn et al., 1978), ia manera
en que ia célula monitorea el desarrollo del ciclo celular y transmite esta informacién al
aparato de transcripcion, permanece sin establecerse claramente (Ireton y Grossman,
1994).

Estudics sobre la regulacién transcripcional del gen aprE sugieren que ésta se
lleva a cabo a través de Ja accidén conceriada de miiltiples elementos de control
positivos y negativos, como son las proteinas AbrB, Hpr, DegU/DegS y SinR, entre
otras (Fig. 3). Algunas de estas proteinas reguiadoras ejercen su accion en la fase
vegetativa y otras durante la fase estacionaria y/o de esporulacion (Strauch y Hoch,
1992a; Valle y Ferrari, 1989); aunque la sintesis de la subtilisina al inicio de la fase
estacionaria, al igual que la de muchas ofras enzimas degradativas producidas por B.
subtilis, no es requerida para el proceso de esporulacion. La produccion de esta
enzima es inducida por mecanismos especificos que son a su vez responsables de la
activacion de la esporulacién (Fig. 1). Por tal motivo, el estudio del gen aprE ha sido



tomado como modelo para tratar de comprender los complejos mecanismos
moleculares y fisiolégicos que regulan la expresion de los genes durante el estado de
transicion en este grganismo.

1.2.4 Crecimiento vegetativa

Es comin que conforme los nutrimientos en un cultivo celular empiezan a ser
limitantes, las células en este cuitivo inician la entrada a la fase estacionaria y, como
consecuencia, activan varias respuestas de estrés (Strauch y Hoch, 1992; 1993). En B.
subtifis, al igual que en otras bacterias, hongos y eucariotas inferiores, una respuesta a
esta condicién es la formacién de una endo-espora (Setlow, 1994; Strauch y Hoch,
1992b. Fig.1). Ademas de las proteinas necesarias para la esporulacion, son también
sintetizadas durante esta misma etapa de desarrotlo proteasas, amilasas y otras
proteinas (Kunst et al, 1994). La mayor parte de estas proteinas son enzimas
degradativas, las cuales forman parte de una estrategia alternativa de la celula para
obtener nutrimentos del medio que la rodea y asi mantenerse en crecimiento
vegetativo. Ademds de la sintesis de enzimas degradativas, (levansacarasa, o-
amilasa, proteasa neutra, proteasa alcalina ¢ subtilising, etc.), algunas otras funciones
son llevadas a cabo en B. subtilis en esta misma etapa de desarrollo. Estas funciones
comprenden: i) el desarrollo de competencia, lo cual confiere a la célula la habilidad
para captar moléculas de DNA del medio, ii} la produccion de antibidticos, iii) la
sintesis de flagelo para motilidad y iv) la induccién completa del ciclo de Krebs, el cual
esta parcialmente reprimido durante ef estado vegetativo (Strauch y Hoch, 1992).

1.3 Subtilisina y la regién 5” de regulacion de aprE.

La subtilisina es una enzima que poseé una actividad éptima enunpHde 7 a 9
y cuyo peso molecular es de 28.5 KDa. Debido a este pH alcalino, la subtilisina es
conocida como proteasa alcalina. Esta enzima es un miembro de la familia de las
serin proteasas y es inhibida por floruro de para-metil-fenii-sulfonilo (pmsf). Presenta
una alta actividad proteolitica, es una proteina de 275 a.a., con una regién iider de 106
a.a. y una secuencia sefial de 29 a.a. Esta proenzima se transioca y autedigiere para
dar una proteina madura. La subtilisina ha sido utilizada en la industria de produccion
de jabones biodegradables de manera muy importante (Jacobs, 1995; Nagarajan et al.,



1993, Valle y Farrari, 1989; Zukowski, 1992).

El gen aprE, que codifica para la proteasa alcalina subtilisina, es transcrito a

través de un promotor reconocido por Ed* (Jan, et al.,2000, Park et al, 1989). Su
regulacion es llevada a cabo a través de multiples elementos de control, siendo de los
més importantes represores como AbrB, Hpr y SinR y activadores como DegU/DegS.
También se conocen otros reguladores que afectan en menor medida la expresion de
este gen, como son las proteinas Pai, SenS, DegQ, DegR. Una breve descripcion de
estos reguladores se incluye posteriormente. Es importante resaltar que, para la
accién concertada de estos reguladores sobre la expresidn de aprE, se requieren por
lo menos 400 pb hacia su regién 5° de regulacion (Fig. 4). La distribucion espacial de
estos reguladores sobre esta region ha sugerido de manera importante que la
geometria del DNA pudiera tener un efecto en ia regulacion det gen {Strauch y
Ayazifar, 1995, Jan et al., 2000). El codén de inicié del gen estructural es GTG, siendo
éste poco frecuente en los demds genes de B. subtilis (78% ATG, 9% GTG y 13%
TTG). La secuencia de unién de ribosoma de aprE (AAGGAGA) sélo difiere en una
base de la secuencia consenso en B. subtilis (AAGGAGG) (Jan et al., 2000).

1.4 Reguladores del estado de transicién.

En B. subtilis se conoce que por lo menos cuatro proteinas, AbrB, Hpr, SinR y
DegU, tienen efectos pleiotrépicos sobre la sintesis de muchas de las proteinas que se
expresan entre el final def crecimiento exponencial y el inicio de |a fase estacionaria de
crecimiento y/o esporulacion. Por lo tanto, a estas proteinas se les ha llamado
“reguladores del estado de transicién” (Kunst et al., 1994; Strauch y Hoch, 1992a) (Fig
3). Por otra parte, aunque ninguna de las mutaciones conocidas en estos reguladores
del estado de transicion afectan significativamente la formacion de la espora, los
genes que las codifican estdn bajo el control de proteinas esenciales para el inicio de
la esporulacién. Ademds, por si mismos, algunos de estos reguladores del estado de
transicion, regulan algunos de los genes del proceso de la esporulacion (Fig. 3).



Figura 3: Control de la expresion del gen aprE



Estos datos sugieren que el control de la sintesis de enzimas degradativas, y
otros procesos que se llevan a cabo durante el estado de transicién, son dependientes
de los mecanismos de regulacién de la esporulacién (Kurns et al., 1994; Strauch y
Hoch, 1992a),

1.4.1 El gen sinRy la proteina SinR.

El gen sinA fue aislado por primera vez de un fragmento de DNA cromosomal
de B. subtilis, el cual clonado en un plasmido multicopia inhibia la esporulacion y la
produccién de proteasas extracelulares (Gaur et af,. 1986). Este gen forma parte de un
operon dicistronico y es precedido por un gen llamado sin/, el cual codifica para la
proteina Sinl constituida por 57 a.a. La funcidn de Sinl es inactivar a la proteina SinR a
través de interacciones proteina-proteina durante el final de la segunda hora del
estado estacionario (t2) (Bai et al., 1992). Este operdn cuenta con tres promotores, dos
de los cuales regulan la transcripcién de ambos genes (P1 y P2}, mientras el otro {P3)
reguta Unicamente la transcripcion de sinR (Gaur et af., 1988).

Los niveles de expresion de SinR se incrementan al final de la primera hora del
estado estacionario (t0) y requieren de las proteinas Spo0A-P y SpoOH. Por el
contrario, el gen sinA es expresado constitutivamente, pero ia proteina sélo se detecta
al inicio de la esporulacién y su expresion es independiente de las proteinas SpoQA-P
y SpoOH (Gaur et al., 1988). La inactivacién del gen sinR conlleva a la pérdida de la
habilidad para desarrollar competencia, metilidad v a la sobreproduccion de proteasas
extracelulares (Gaur et al., 1986; 1988). Por otra parte, se ha reportado que la forma
activa de la proteina SinR es un tetrdmero de subunidades idénticas de 13 KDa (Gaur
et al,, 1991). Posteriormente, en experimeantos de “footprinting” in vitro, se determiné el
sitio de unién de SinR a la regién de regulacion de aprE (Fig. 4). Este abarca de la
posicion -263 a la —215 respecto al origen de transcripcion y es adyacente a un sitio de
unién de la proteina reguladora Hpr (Gaur et af., 1991; Strauch y Hoch 1992a).
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1.4.2 Los genes degll/degS y las proteinas DegU y DegsS.

Mientras que los reguladores del estado de transicion AbrB, Hpr ¥ SinR ejercen
un efecto negativo sobre la expresién del gen aprE, una variedad de estudios han
senalado que los productos de los genes degll/degS se encuentran implicados en
activar su transcripcién durante el estado de transicion. (Hener et al, 1998a; Msadek
et al., 1991. Fig. 2). Ademas, mutaciones en degSy degl/ afectan pleitrépicamente la
produccion de otras enzimas degradativas y otros procesos involucrados en el estado
de transicién (Strauch y Hoch, 1992a; Msadek et al, 1991). De estas mutaciones,
degl32 (Hy) es ampliamente utilizada en la industria bictecnoldgica por su capacidad
de sobreproducir enzimas degradativas {Dah! et al, 1991; Ferrar et al, 1995). El
analisis de la secuencia de aminodacidos de DegS y DegU reveié gue forman parte de
una familia de proteinas que cuentan con un sistema que transmite sefales por medio
de dos componentes (Henner ot al,, 1988b). DegS es una cinasa que se autofosforila
en respuesta de sefiales ambientales especificas y que posteriormente fosforila al
segundo componente, la proteina Degl, la cuat a su vez actlia como proteina
reguladora uniéndose al DNA (Henner et al., 1988a). La forma fosforilada de DegU
tiene dos funciones: a) regulacién positiva scbre la expresion de algunas enzimas
degradativas y b) regulacion negativa en el desarrollo de competencia y motilidad
(Msadek et al., 1990). Por otra parte, un andlisis de remocién {Henner et al., 1988a)
enfocado a localizar los sitios de union de DegU en la région de regulacién del gen
aprE, sugind que el fragmento de DNA involucrado abarcaba desde la posicion -164 a
la -141 {Fig. 4). Sin embargo, es importante mencionar que en experimentos de
“footprinting” in vitro, utilizando DegU y la regién de regulacién de aprE, no se localizé
el sitio de union de esta proteina, por lo que no se descarta que la activacién de DegU
sea a través de una segunda proteina reguladora.

1.4.3 El regulador AbrB.

E! gen abrB codifica para una proteina de 96 a.a. con un peso molecular de
10,773 Da. El gen es transcrito por dos diferentes promotores separados por 14 pb.
AbrB fue purificada como un hexamero, presenta un motivo hélice-vuelta-hélice. La
secuencia de nucledtidos que reconoce AbrB es variada y no se conoce un sitio
consenso, s6lo se sabe que es una secuencia rica en AT. Comunmente actda como un
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regulador negativo clasico, interactuando sobre la region promotora. Dentro de estos
genes se encuentra aprE. Se sabe también que sobre este gen interactila de manera
especifica sobre la topologia del DNA, siendo inactiva si se desfasa sobre la cadena
de DNA (Robertson et al., 1989, Strauch y Ayazifar 1995).

1.4.4 El regulador Hpr.

El locus hpr se localizd por mutaciones que causaban sobreproduccion de las
proteasas neutra y subtilisina (Higerd et al, 1992). El gen hpr ha sido clonado y
secuenciado, y la proteina purificada. Utilizando experimentos de proteccion con
DNAsa | en la region de control de regulacién de aprE, se localizaron cuatro sitos de
unién de la proteina Hpr. Los sitios en los cuales se une Hpr en aprE se encuentran
distribuidos de manera peculiar, siendo dos de estos cercanos al promotor, mientras
otros dos se localizan a mas de 200 pb del sitio de inicio de transcripcion. E! primer
sitio se encuentra sobrelapando la regién del promotor de aprE en =35 a —14, seguida
de una secuencia rica en AT. Posterior a éstas se encuentra el segundo sitio de -79 a
— 58 y mas arriba se localizan otros dos sitios de unidn en -292 a 267 y en —324 a
—295. El analisis de varios sitios de unién en aprE y otros genes regulados por Hpr, se
obtuvo una secuencia consenso de unidn la cual es ATANTTATT (Strauch y Hoch,
1992).

1.4.6 Los reguladores Pal y SenS.

El papel de estos reguladores es de menor importancia, ya que su efecto sélo
es apreciable cuando sus correspondientes genes son clonados en multicopia y su
actividad reguladora es observada durante el estado de transicién. Pai inhibe la
produccién de o-amilasa, levansacarasa, proteasas neutra y alcalina (Honjo et al.,
1990).

El gen senS en multicopia activa la transcripcion de a-amilasa, proteasas neutra
y alcalina y fosfatasa alcalina (Wang et af., 1988b; Wangy Doit, 1990).



1.5 Formacién de un asa de DNA (horquilla de DNA)

La formacidn de un asa de DNA (horquilla de DNA) es generada por una
proteina o complejos de proteinas que, simultineamente, se pegan a dos diferentes
sitios sobre una molécula de DNA. En la formacién del asa pueden llegar a intervenir
decenas a miles de pares de bases. Esto ha sido observado en la regulacion de genes
de organismos procariotes y eucariotes, en la regulacién de recombinacién sitio-
especifica, en ia regulacion de la replicaciéon del DNA y en la regulacion transcripcinal
de algunos genes (revisado por Schieif, 1992).

Se pueden requerir una gran cantidad de proteinas para regular
apropiadamente la transcripcién sobre una molécula de DNA. Por ejemplo, la
transcripcién de un gen puede requerir la presencia simultanea de diferentes
condiciones, un estado que puede ser transmitido por una proteina detectora a un
complejo de iniciacién. La formacién de un asa en el DNA permite que otras proteinas
se peguen en la vecindad del complejo de iniciacion, para que actien con este. Varias
proteinas pueden permitir o impedir la formacion de una asa. De esta manera se
pueden explicar una gran diversidad de sistermas de regulacion que utilizan la
formacién de una asa en el DNA para poder llevar a cabo la regulacion transcripcional
(Matthews, 1992; Schleif, 1992).

La formacién de una asa, s6lo se genera cooperativamente con el pegado de
una proteina y dos 0 més sitios en el DNA. Cuando una proteina se ha pegado a un
sitio, puede contribuir al pegado de una segunda proteina en su correspondiente sitio
de unién, ya que la unién de la primera proteina a su sitio incrementa 1a concentracion
(sinergismo) para el pegado de la segunda proteina (Matthews, 1992; Schleif, 1992).

La formacién de un asa en el DNA es un fendmeno que es central en la
requlacion de genes involucrando la estructuracién del DNA. La transcripcion de un
gen puede requerir de diferentes condiciones; una sefial puede ser captada por una
proteina detectora y la sefal puede viajar hasta el complejo de iniciacion. Una proteina
detectora puede ser también una proteina regultadora, la cual confiere sus actividades
a los genes blanco; ésta puede unirse a secuencias especificas localizadas cerca de
los genes que van a ser regulados. Existe un peguefio espacio donde sdlo 2 6 3
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proteinas se pueden unir muy cerca del complejo de iniciacion. La horquilla de DNA
permite que proteinas adicionales se unan en la vecindad del complejo y que puedan
interactuar en éste. Esto produce una rica diversidad de sistemas de regulacién que
pueden ser utilizadas con la intervencién de un loop de DNA (Pérez-Martin et al.,
1994).

La cooperatividad resultante para la horquilla de DNA permite a las proteinas
saturar sus sitios de unién aun y cuando la concentracién de proteina sea baja, o bien
cuando las afinidades de las proteinas por sus sitios sean bajas. La cooperatividad
también permite saturar los sitios de uni6én en el DNA involucrados en la formacién de
la horquilla.

Por una parte, la horquilla de DNA es generada por una proteina con dos sitios
de 'union de DNA. Por otra parte, dos diferentes proteinas se pegan a dos diferentes
sitios y debido a que estas se encuentran cerca una de la otra por el DNA, estas se
unen una a otra y forman una horquilla. Por lo mismo se puede esperar que la horquilla
de DNA pueda ser generada por una proteina monomérica, por una proteina
oligomérica, o por dos proteinas que solo se asocian a altas concentraciones o en F:|
presencia de un DNA que contiene sus sitios de unidn (Schleif, 1992, Pérez-Martin et
al., 1994).

Una de las primeras investigaciones referentes a la formacién de una horquilla
proteina-proteina, fue realizada por Englesberg en 1969 y afios posteriores, trabajando
en la regulacién del operén de arabinosa en E. cofi, él obtuvo evidencia genética de un
sitio hacia arriba del promotor de araBAD que actuaba para reprimir la actividad de!
promotor (Englesberg, 1974).

Existen varios métodos para detectar y medir ja formacién de una horguilla.
Estos diferentes métodos dan una idea de la riqueza y diversidad de la formacién de
horquillas, asi como el efecto de los cambios en la conformacién de una horquilia en
la regulacién de genes en células vivas. A continuacién se mencionan las mas

importantes:



1.5.1 Experimentos de giros en la hélice de DNA /n vivo e In vitro.

En este tipo da experimentos, los dos sitios involucrados en formar una horquilia
son rotados alrededor de! eje del cilindro de DNA con respecto de uno al otro por la
insercién o pérdida de diferentes bases de DNA entre los sitios. Si los dos sitios se
encuentran en posicién para formar una horquilla, la insercion o pérdida de 5 pares de
bases entre estos sitios rotard medio giro un sitio con respecto al otro alrededor del
DNA (Dunn et al, 1984). Como resultado, la formacién de una horquilla ahora
requerird no s6lo de la unién de las proteinas al DNA para obtener los sitios cerca uno
de otro, sino también de un medio giro para obtener los sitios en la fase correcta del
DNA. Se ha observado que la interferencia para la formacién de la horquilla depende
de el tamano, forma y flexibilidad de las proteinas involucradas, la distancia de
separacién entre los sitios de unién y las energias utilizadas para la formacién de un
loop {Dunn et al., 1984). Este tipo de experimentos ha sido utilizado para caracterizar
la formacion de un loop en el operdn de arabincsa de E. coli (Li et al., 1988).

1.5.2 Electroforesis de horquillas en circulos pequeiios de DNA

La electroforesis de moléculas pequefias de DNA superenrroliadas con
proteinas unidas en diferentes sitios de unién ha sido usada en el estudio de la
formacidn de horquillas en el DNA (Krdmer et al, 1988). La horquilla de DNA
superenrroliada puede ser detectada efectuando una electroforesis bajo condiciones
en la cual las proteinas pueden unirse al DNA y sus sitios de unién se encuentran en
fase en el DNA durante la separacién electroforética. Normalmente el complejo DNA-
proteina migra mas lentamente que el DNA sin proteina. En pequefios circulos de DNA
superenrrollado (incluidos pladsmidos), este retardamiento puede ser visto cuando el
DNA contiene uno ¢ mas sitios de unién para una proteina, sin gue se forme una
horquilla de DNA. Cuando se forma una horquilla de DNA superenrroltado entre dos
sitios de unién proteina-proteina, el complejo puede migrar mas que el DNA libre ©
DNA con proteinas unidas en uno o més sitios {Kramer et al., 1988). La razdn por la
cual la movilidad se incrementa cuando se establece fa unidn proteina-proteina para la
formacion de una horquilla, es debido a que la horguilla entre los dos sitios mantiene al
DNA en una estructura altamente compacta. Esto se debe a que el complejo es mas
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estable, cuando los dos sitios de unién estan presentes que cuando un sitio esta
cercano y no establecen una horquilla de DNA (Krdmer et al, 1988; Eismann &t af,
1990). €l rango de disociacién es mucho menor cuando se encuentran ambos sitios
interactuando con la unién proteina-proteina, el incremento de inestabilidad y las
propiedades de mayor movilidad se afectan cuando se rota un sitio en la fase opuesta
del DNA con respecto al otro sitio ya que no se establece una horquilla (Kramer et al.,
1988; Eismann et al., 1990. Fig. 5).



( D
©Oooo%

. v,
\ tomado de Eismann et al., 1990.

r
Circulo de DNA om Circulo de DNA
relajado Superenrrollado

G @D proteinas unidas %m" Proteinas unidas formando
(OO0 &l oA - una horquilla de DNA

&2
"" Proteinas unidas al DNA
a0 con un medio giro +/- 5 pb

Figura 5. Electroforesis de pequenos
circulos de DNA con
proteinas unidas.




1.5.3 Generacién de estructuras de sandwich

En la generacién de una horquilla una proteina o complejos de proteina se unen
a dos sitios en el DNA; al aumentar la concentracion de las proteinas y del DNA se ha
cbservado que se generan interacciones proiefna-proteina en dos diferentes
moléculas de DNA, entonces las dos moléculas de DNA pueden ser unidas a través de
proteinas y pueden formar una estructura de “sandwich”. La deteccion de estas
estructuras de “sandwich” es sencilla en ensayos de retardacion en gel, en el cual las
proteinas se unen al DNA durante la electroforesis reduciendo el costo entrépico para
la formacién de una horquitla. Cuando dos sitios se encuentran en diferentes
moléculas, el costo entrépico de formacion de sandwich es menor (Shore et al., 1981). .

1.5.4 Alteraclones en la estructura de la horquilla.

En algunos casos, el patrén de proteccién hacia DNAasal puede ser modificado
con 1a introduccion o delecién de miuiltiplos de 5 pb que provocan la pérdida de
sensibilidad a DNasal reflejando un cambic en la fase helicoidai del DNA, que se
mantiene en periodos de 10 a 11 pb. Un ejemplo de este fendémeno es la formacion
artificial de una horquilla mediada por el represor del fago lambda (Hochschild y
Ptasshne, 1986). Normalmente el represor se une en forma de dimero a o largo de!
DNA y las interacciones proteina-proteina son cooperativas. Las interacciones
proteina-protefna son tan fuertes que si los sitios de unién son movidos 55 pb, la
interaccion se mantine y se forma una horquilta. La regién entre los sitios de uni6n
muestra areas que son fuertemente protegidas y aumenta la sensibilidad contra
DNAasal.

1.6 Curvatura estdtica en la regién de regulacion de aprE

Por si misma, 1a region de regulacién de aprE presenta una curvatura estatica.
Se han realizado experimentos de PCR para mapear la parte en esta region que
presenta curvatura estatica. Se comprobé la existencia deque dos foci con curvatura
estatica ubicados aproximadamente a 210 y 310 pb hacia arriba del gen estructural de
aprE (Jan et al, 2000). Es importante resaltar que esta curvatura favorece
interacciones entre diferentes mondmeros unidos en sitios distantes en la cadena de
DNA. Tal es el caso de las proteinas Hpr unidas en sitios distantes la region de
regulacion de aprE (Fig. 4).
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2. HIPOTESIS

A pesar de la importancia industrial y basica de ia subtilisina, adin se desconoce
la mayoria de los aspectos moleculares de la regulacidn transcripcional del gen que la
codifica (apr€). Se ha propuesto que debido a la distribucion espacial de los
reguladores del estado de transicién que se unen a la regién reguladora, el mecanismo
de regulacién involucra la formacién de una asa de DNA (horquilla de DNA. Jan et al.,
2000).

Si en la regién de regulacién de aprE se forma una horquilla de DNA a través
de la unién de la proteina Hpr en sus sitios de unién al DNA y para la formacién de
esta horquilla se requiere que la proteina Hpr este en la misma fase de! DNA, entonces
la insercidn o delecién de miltiplos de 5 pb cercanos al sitio de union de Hpr
provocara un cambio de fase en el DNA, impidiendo la formacién de una horquilla y
modificando la regulacién del gen.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Analizar y caracterizar, mediante técnicas de biologia molecular, si las posibles
interacciones de los reguladores del gen aprE de Bacillus subtilis generan la formacion
de una asa de DNA (horquilla de DNA) en su regién reguladora, y si la formacion de
esta asa regula la expresion del gen aprE.

3.1 Objetivos especificos
1.- Modificar la orientacién rotacional de los sitios de pegado de los reguladores
transcripcionales del gen aprE, mediante fusiones con el gen reportero lacZ y

determinar si dichas modificaciones afectan la expresién de aprE.

2.- En base a los resultados obtenidos, proponer un modelo de regulacion para el gen
aprE.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Cepas bacterianas y Plasmidos

4.1.1 Plasmidos Referencia

pBR328 [Bolivar y Rodriguez {1877)] (Bolivar y Rodriguez (1977)
pBRE-H [pBR328 fragmento EcoRl-Hindlli de rraprE] Este trabajo
pBR-H5 [PBRE-H fragmento Hindlil+5 pb-BamHi de rraprE] Este trabajo
pBR-H10  [pBRE-H fragmento Hindlll+10 pb-BamH| de rraprE] Este trabajo
pBR-H15  [pBRE-H fragmento Hindlll+15 pb-BamHl de rraprE] Este trabajo
pBR-H20  [pBRE-H fragmento Hindlll+20 pb-BamHI de rraprE] Este trabajo
pSGPLK  [Jan, J. ef al., 2000] (Jan, J. et al,, 2000)

pSG-HS [PSGPLK fragmento EcoRI-Hindlll+5 pb-BamHI de rraprE]  Este trabajo
pSG-H10  [pSGPLK fragmento EcoRl-Hindlll+10 pb-BamHI de rraprE] Este trabajo
pSG-H15  [pSGPLK fragmento EcoRl-Hindlll+15 pb-BamHI de rraprE] Este trabajo

pSG-H20  [pSGPLK fragmento EcoRl-Hindlll+20 pb-BamHl de rraprE] Este trabajo

puUC19 [Boehinger Mannheim] {Boehinger Mannheim)
pUCE-S [pUC19 fragmento EcoR!-Sacl de rraprE} Este trabajo
pUC-S5 [PUCE-S fragmento Sacl+5 pb-BamH| de rraprE} Este trabajo
pUC-S10  [pUCE-S fragmento Sacl+10 pb-BamH| de rraprE] Este trabajo
pUCE-D [pUC19 fragmento EcoRI-Smal de rraprE] Este trabajo
pUC-D5 [PUCE-D fragmento Smal+5 pb-BamHl de rraprE} Este trabajo
pUC-D10  [pUCE-D fragmento Smal+10 pb-BamH! de rrapr£] Este trabajo

pSG-S5 [pSGPLK fragmento EcoRI-Sacl+5 pb-BamH! de rraprE] Este trabajo
pSG-S10  [pSGPLK fragmento EcoRl-Sact+10 pb-BamH| de rraprE] Este trabajo
pSG-D5 [PSGPLK fragmento EcoRl-Smal+5 pb-BamHI de rraprE]  Este trabajo

pSG-D10  [pPSGPLK fragmento EcoRI-Smal+10 pb-BamH| de rraprE] Este trabajo
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4.1.2 Cepas Referencla

Escherichia coli JM101 ({{ac-pro} supE thiF " traD30 proAB lacl ZM15)]
(Messing J. 1879)

Bacillus subtilis BSR1 [Dnpr hisA glyB} {Jan, J. et al,, 2000)
B. sublifis BSR6 (BSR1 amyE::pSG31.5 caf {Jan, J. et al., 2000)
B. sublifis BSR-H5 [BSR1 amyE:pSG-H5 caf] Este trabajo
B. subtilis BSR-H10 [BSR1 amyE::pSG-H10 caf Este trabajo
B. subtilis BSR-H15 [BSR1 amyE:pSG-H15 caf Este trabajo
B. subtilis BSR-H20 [BSR1 amyE::pSG-H20 caf] Este trabajo
B. subtilis BSR-55 [BSR1 amyE::pSG-S5 caf] Este trabajo
B. sublilis BSR-810 [BSR1 amyE:pSG-510 caf Este trabajo
B. subtilis BSR-D5 [BSR1 amyE::pSG-D5 caf Este trabajo

B. subtilis BSR-D20 [BSR1 amyE::pSG-D10 cafl Este trabajo
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4.1.3 Oligonucledtidos utilizados

Apred400
Subjan
Sacl-5
Sacl-10
Sacl-rev
Smal-5
Smal-10
Smal-rev
H20
H15
H10

Hs

Hrev

5 ° ANTTCAGCGGCGCAATGGCGGCCGCATCTI

5 "GATCCCCCATCCACAATTTTTTIGCTTCTCACTCTTTACCC3

5 ‘ TATCGAGCTCATTGTTCTCACGGAAGCACACGCS ”

5 " TATCGAGCTCAGTACATTGTTCTCACGGAAGCACACGC3 *

5 ' CCGGCTCGAGCTATAATAGCACTATAARRARGTTTCS

5 ' GTCTCCCGGGTACGGAAATAGCGAGAGATGATATACCI

5 ° GTCTCCCGGGAATTGTACGGARATAGCGAGAGATGATATACC] *
5 “CGGCGEGECCCTCTGAGCTTTATTGATARAGGS

5 * CTTARATAGAGATAAGCTTAATCCAGTAACAGTARRATCATCTCARAARS ~
5 “CTTAAATAGAGATAAGCTTAATCCAGTARAAATCATCTCAAAAAS
5 CTTAAATAGAGATAAGCTTAATCCARATCATCTCAAARAS

5 "CTTAAATAGAGATAAGCTTAAATCATCTCARAAAS

5 “CCCGAAGCTTATCTCTATTTAGGTATATCI *
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4.2 Condiciones de crecimiento

Las cepas bacterianas de E. cofi se crecieron rutinariamente en medio Luria
Bertani (LB. Sambrook et al, 1989), suplementado con antibidticos, a las
concentraciones necesarias. Para la conservacion de las cepas se utilizé medio liquido
LB adicionado con glicerot; refrigerando inmediatamente y conservando hasta su uso a
ia temperatura de -70°C (Sambrook et al, 1989). Para el manejo de las cepas,
primeramente, se tomé una asada del cepario en glicerol y se plate6 en cajas de Petri
con madio LB agar y suplementado con los requerimientos especificos de cada cepa.
El uso de LB sdlido se utilizé tanto para preparaciones de precultivos liquidos de LB,
como para ilevar a cavo medios de seleccion en las transformaciones (Sambrook ef af.,
1989).

Las cepas de B. subtilis se crecieron rutinariamente en matraces Fernback con
500 ml de medio de esporulacién Shaeffer, a 37°C (Shaeffer et al., 1965), para los
ensayos de actividad de p-Galactosidasa.

El crecimiento de las cepas de B. subtifis utilizadas como precultivos, asi como
para su conservacién en glicerol, se realizé de forma igual que para fas cepas de E.
coli (Sambrook et al., 1989).

4.3 Construcciones genéticas y analisis de secuencla de DNA

Los plasmidos fueron purificados por medio de técnicas de Biologia Molecular
basica (Sambrook et al., 1989), con excepcidn de aquellos utilizados para su analisis
por secuencia, fueron purificados usando un Kit de reactivos Qiagen, de acuerdo a las
instrucclones del proveedor. (Quiagen Inc., Chatsworth, CA). Las enzimas de
modificacién y restriccion de DNA fueron obtenidas de Gibco BRL (Life tecnologies,
Grand Istand N. Y.) y fueron usadas de acuerdo a las instrucciones del proveedor.

4.4 Fusiones traduccionales de rraprE-lacZ

Las fusiones traducionales de la region 5° de regulacion de gen aprE (rraprE)
se llevaron a cabo utilizando el gen reportero facZ de E. coli; el cual ha sido empleado
de manera eficiente en la investigacion de la regulacion de apri y otros genes en B.
subtilis. (Jan et al., 2000).La fusion es efectuada al incorporar la rraprE en su extremo
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3’ con el sitio de restriccién BamH| utilizando el oligondcleotido subjan, (Fig. 4) el cual
incorpora este sitio en fase con el gen /acZ que se encuentra en el vector pSGPLK. El
vector pSGPLK es un vector gue presenta un gen de resistencla a ampicilina y un
origen de replicacién que permite su replicacion en E. cofi, asi mismo presenta el gen
de resistencia a cloranfenicol, un sitio de multiple clonacidn unido al el gen facZ con un
sitio de clonacion BamHI en su extremo 5°, y flangueado con los fragmentos 5° y 37 del
gen amyE de B. subtilis. {Jan et al, 2000). Este plasmido permite |a integracién al
cromosoma por medio de una doble recombinacién homdloga al locus amyE.

4.5 Ensayo de actividad para j-Galactosidasa

Ei ensayo para determinar actividad de B-Galactosidasa en las cepas de B.
subtilis que llevan mutaciones en la regién 5° de regulacion del gen aprE tue realizado
segun Ferrari y colaboradores (Ferrari et al, 1988) y llevada a cabo durante el
crecimiento exponencial y el crecimiento estacionario, durante intervalos de tiempo
regulares, con pequenas modificaciones basadas en la experiencia del laboratorio en
estas determinaciones (Fig. 1),

Primeramente se hace una separacién de colonias, estriando una asada de la
cepa en glicerol y dejando en incubacién a 37°C durante un dia. Posteriormente se
toma una colonia y se deja crecer en medio LB hasta su fase estacionaria. De este
indculo se depositan 200 p! a un preindculo de 3 ml de medio Shaeffer por
aproximadamente 3 hrs. En este tiempo el cultivo alcanza aproximadamente 0.5
unidades de densidad dptica leidas a 600 nm. Se ajusta la densidad optica de todos
los cultivos a 0.5 unidades v se inoculan de los precultivos en alicuotas que van de 0.5
a 2 ml; esto depends estrictamente del célculo de ajuste a 0.5 unidades. Se inoculan
500 m! de medio Shaeffer y se muestrea cada media hora después de 3 hrs, tiempo
en el cual los cultivos se encuentran aproximadamente en el tiempo t-2. Se toman
alicuotas y se procesan para la determinacién de proteina y el ensayo de actividad de
B-Galactosidasa. En este trabajo en particular, el muestreo se siguié hasta el tiempo t
6 {ver Fig. 1}.

27



5. RESULTADOS

5.1 Construccién de mutantes

Para obtener mutantes que presentaran cambios en la orientacién rotacional del
DNA en la regién 5  de regulacién del gen aprE, se procedié a disefiar oligos que
introdujeran muitiptos de 5 pb en algunos sitios de la regién de regulacion de aprE'y
que presentaran la misma composicion de nucleétidos A-T/C-G para no alterar la
composicién general de rraprE (Fig. 6).

Uno de los sitios de insercién elegidos fue cerca del sitio 2 de unién al represor
Hpr, sin afectar su secuencia de reconocimiento y unién (Fig. 6). Se introdujeron
multiplos de 5 pb (5, 10, 15 y 20), provecando en la topologia del DNA medios giros y
giros completos con respecto a la topologia silvestre del gen.

Se amplificé un fragmento de 373 pb utilizando el oligo apr£400, el cual
introduce en el extremo 5° del fragmento un sitio de restricién para la enzima EcoRl y
el oligo Hindlll-rev, que introduce en el extremo 3', el sitio Hindlll (Fig. 6 y 7). Este
fragmento fue purificado de un gel de agarosa y clonado en el vector pBR328 digerido
con las enzimas correspondientes. Se transformd y se seleccionaron colonias
sensibles al antibidtico cloranfenicol. A este vector se le nombro pBRE-H y fue
utilizado para la construccién de las mutantes que llevan el sitio Hindlll y los muitiplos
de 5 pb {pBR-H5, pBR-H10, pBR-H15 y pBR-H20. Fig. 7).

Una vez obtenido este vector, se procedid a amplificar el resto de la secuencia
5" de regulacion hasta los tres primeros cedores del gen de aprE. Se utilizé el oligo
subjan, el cual introduce un sitio de BamHl en el extremo 3" y cuatro diferentes oligos,
Hindlll-5, Hindill-10, Hindlil-15 y HindlIl-20, los cuales introducen un sitio de Hindlli en
el extremo 5° y adicionan 5, 10, 15 y 20 pb, respectivamente, a la rraprE en la posicion
—60 (Fig. 6 y 7). Los fragmentos amplificados fueron digeridos con BamHI y HindIll ¥
clonados en el vector pBRE-H, digerido con las mismas enzimas de restriccion. Las
mutantes fueron seleccionadas con tetraciclina (30 pg /ml).
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EcoRlI
AATTCAGCGGCGCAATGGCGGCCGCATC TGATG TCTTTGC TTGGCGAATGTTCATC TTATTPCTTCCTCCCTCTCAATAATTTTTT
aprE4A0Q0 5 ' GAATTCAGCGGCGCAATGGCGGCCGCATCTS !

Hpr 4 Hpr 3 SinR
f:'[“l‘TGAAAAM"\’l‘I-\'I‘(:,st(;'x’-.'I‘.f‘u“\TATC LU TG T TCACGGAAGUACACG
SacI-5 5 * TATCGAGCTCATTGTTCTCACGGAAGCACACGC] !

SacI-10  5'TATCAAGCTCAGTACATTGTTCTCACGGAAGCACACGCY '
SacI-rev 3'GAAACTTTTTTATAGTGCTATTATAGCTCGAGCCGGS'

CATTCTATCCCTTTTCTGTRA

p AGT‘TTATTTTTCAGP\AT:\C'[‘T’[‘J‘TI\'I‘CI\TCF\I £

SinR Degl
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HindIIl-rev 3'CTATATGGATTTATCTCTATTCAAAGCCCS'
HindiI1-20 5'CTTAAATAGAGATAAGCTTAATCCAGTAACAGTAAAATCATCTCARRARDY '
HindliI-15 5 ' CTTAAATAGAGATARGCTTAATCCAGTAARARTCATCTCAAAAAS
HindIII-10 5 ' CTTAAATAGAGATARGCTTAATCCAAATCATCTCARAAARY
HindEII-S 5 ' CPTAAATAGAGATAAGCTTAAATCATCTCAAAAAS '

JTGNTATACCTAAATAGNGATA RRE:

CTATTTTCGTTCTT T TCTGTATGGAAATAGTTATTTCGAGTCTCTACGGAAATAGCAAGA
Smal-5 5 ' GTCTCCCGGGTACGGAARTAGCGAGAGRTGATATACCS ' nr D
Smal-10  +GTCTCCCGGEAATTGTACGGAAATAGCGAGAGATGATATACCS !
Smal-rev 3'CCTTTATCAATARAGCTCAGAGGGCCCGCCG

- Hpr 1 -
35 P 10 +1 Subjan 3' CCCATTTCTCACTCT
-- A ATTCACAGAATAGTCTTTTAAGTARGTC TAC TCTGAATTTTTTTARAAGGAGAGGGTAAAGAGTGAGA

M
>

8TACTAARNATATTATTCCATCTA

AbrB

BamHI
rorrrrrmacacenceceenas-st Fjgura 6: Secuencia y mutaciones en la region

AGCARRARAATTGTGGATGGGGGATC X
5 de regulacién del gen aprE.
Los sitios de pegado de las proteinas
reguladoras son mostrados.
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Figura 7:Construccion de los plasmidos y las cepas
con mutaciones de multiplos de 5 pb en la rraprE
con la introduccién de un sitio HindIII.
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Una vez que se obtuvieron las clonas, se purificaren los pidsmidos, se confirmé
la existencia de cada una de las mutaciones por digestidn con las enzimas
correspondientes y se secuenciardn los fragmentos correspondientes a las distintas
versiones de la regidn de reguiacion de aprE mutagenizada. A estos pldsmidos se les
nombraron pBR-HS, pBR-H10, pBR-H15 y pBR-H20 {Fig. 7). ‘

Se hizo un PCR de los plasmidos pBR-H5, pBR-H10, pBR-H15 y pBR-H20,
utitizando los oligos aprE400 y subjan, se purificaron los fragmentos y se digin‘eron con
flas enzimas de restriccion EcoRt y BamHI. Estos fragmentos se ligaron al vector
pSGPLK (Jan, et al., 2000) en sus sitios Unicos de EcoRl y BamH|\. El sitio de BamH|
permite una fusién traduccional con el gen reportero /acZ en este vector. pSGPLK
puede estar presente en [a bacteria E. cofi como un plasmido replicativo, mientras que
en B. subtilis es integrativo. Las construcciones son integradas por medio de una doble
recombinacion homéloga en el locus del gene de amilasa, amyE, permitiendo
selaccionar a las transformantes en un medio de seleccién con almidén, cloranfenicol y
produccion de color azul en medio con X-gal (Jan, et al., 2000; Maniatis &t al., 1982).
A los plasmidos obtenidos se les nombraron pSG-H5, pSG-H10, pSG-H15 y pSG-H20
v a las clonas de B. subtilis con las integraciones en el locus amyE, BSR-H5, BSR-
H10, BSR-H15, BSR-H20, respectivamente (Fig. 7).

Sa hizo una prueba cualitativa del efecto de las inserciones de mditiplos de 5 pb
en la posicion —60 de las mutantes en la rraprE. En cajas de Luria y X-gal, a simple
vista, se observaba un incremento en la actividad de (-Galactosidasa de manera
secuencial, siendo mayor el aumento en actividad en la cepa H20 y menor en las otras
cepas H15, H10 y H5 (datos no mostrados).

Otro de los sitios elegidos para introducir medios giros y giros completos fue en
la posicién —99, entre los sitios de unién del represor Hpr (sitio 2) y el sitio de unién a
DegU, sin afectar las secuencias de reconocimiento y unién (Fig. 6 y 8). Para ello, se
elaboraron diferentes oligos que pudieran introducir maltiplos de 5 pb, provocando en
la topologia del DNA giros completos y medios giros con respecto a la topologia
silvestre del gen (Fig 6 y 8}.
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—:RMOH:I:% pUC-D10
+5
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BSR-D10

cromosoma de Bacillus subtilis

Figura 8:Construccion de los plasmidos y las cepas
con mutaciones de multiplos de 5 pb en la rraprE
con la introduccion de un sitio smar.
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Se elaboraron oligos que introducen un sitio Gnico de Smal. Se amplificé un
fragmento de 343 pb utilizando el oligo aprE400 y el oligo Smal-rev, el cual introduce
en el extremo 3" del fragmento un sitio de Smal. Este fragmento fue purificado de un
gel de agarosa y clonado en el vector pUC19, digerido en sus sitios dnicos del
entazador con EcoRl y Smal, ligado con el fragmento amplificado y digeride con las
mismas enzimas de restriccién. Se transformd y se seleccionaron colonias sensibles al
antibittico ampicilina. Este vector, con este fragmento se le nombré pUCE-D y fue
utilizado para la construccién de las mutantes que llevan el sitic Smal y los miltiplos
de 5 pb en la posicién —99 (pUC-D5 y pUC-D10. Fig. 6 y 8).

De manera semejante a las otras construcciones, se utilizé el oligo subjan, el
cual introduce un sitio de BamHI en el extremo 3 y los oligos Smal-5, Smal-10, que
introducen un sitio de Smal en el extremo 5°, obteniéndose fragmentos de 186 y 201
pb, respectivamente. Los fragmentos fueron digeridos con BarmHI y Smal y clonados
en el vector pUCE-D, digerido con las mismas enzimas de restriccion y las mutantes
fueron seleccionadas con ampicilina (100 pg/ml) (Fig 8).

Se purificaron los plasmidos, se confirmd la existencia de cada una de las
mutaciones por digestién con las enzimas correspondientes y se secuenciardn los
fragmentos de la regidn de regulacién de aprE mutagenizada. A estos plasmidos se les
nombraron pUC-D5 y pUC-D10 (Fig. 8).

Se hizo un PCR de los plasmidos, utilizando los oligos aprE400 y subjan; se
purificaron los fragmentos y se digirieron con las enzimas de restriccion EcoRl y
BamHI; estos fragmentos se ligaron al vector pSGPLK en los sitios (nicos de EcoRl y
BamHl|. A los plasmidos obtenidos se les nombraron pSG-D5 y pSG-D10 y a las clonas
de B. subtilis con las integraciones en el locus amyE , BSR-D5, BSR-D10,
respectivamente (Fig. 8).

Para obtener una vision rmas precisa de los efectos de insertar mdltiptos de 5
pb, por uitimo se eligié un sitio cercano de unién al represor Hpr (sitic 3) y el sitio de
unién a SinR, sin afectar su secuencia de reconocimiento y unién en la posicién -268
(Fig. 6y 9).
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Se elaboraron oligos que introducen en la secuencia un sitio Unico de Sadl. Se
amplificd un fragmento de 165 pb utilizando el oligo aprE400 y el oligo Sadl-rev, que
introduce en el extremo 3" del fragmento un sitio de Sacl. Este fragmento fue purificado
de un gel de agarosa y clonado en el vector pUC18, digerido en sus sitios Gnicos del
enlazador con EcoRl y Sad, ligado con el fragmento amplificado y digerido con las
mismas enzimas de restriccion. Se transformé y se seleccionaron colonias sensibles a
el antibiético ampicilina (100 pg/ml). Al vector construido se le nombré pUCE-S y fue
utilizado para la construccion de las mutantes que llevan el sitio Sact y los muiltiplos de
5 pb en la posicion —268 de la rraprE (pUC-S5 y pUC-510. Fig6y 9).

De manera semejante a las otras construcciones, se utilizé el oligo Subjan el
cual introduce un sitio de BarmH| y los oligos, Sadl-5, Sad-10, que introducen un sitio
de Sad en el extremo 5°, obteniéndose fragmentos de 364 y 369 pb, respectivamente.
Los fragmentos fueron digeridos con BamHi y Smal y clonados en el vector pUCE-S,
digendo con las mismas enzimas de restriccion y las mutantes fueron seleccionadas
con ampicilina (100 pg/ml. Fig 9).

Se purificaron los plasmidos, se confirmé la existencia de cada una de las
mutaciones por digestién con las enzimas correspondientes y se secuenciardn los
fragmentos de la regién de regulacion de aprE mutagenizada. A estos pladsmidos se les
nombraron pUC-55 y pUC-510 (Fig. 9).

Se hizo un PCR de los plasmidos utilizando los oligos aprE400 y subjan. Se
purificaron los fragmentos y se digirié con las enzimas de restriccion EcoRl y BamHl.
Estos fragmentos se ligaron al vector pSGPLK en los sitios Unicos de EcoAl y BamHil.

A los plasmidos obtenidos se les nombro pSG-85 y pSG-S10 y a las clonas de

B. subtilis con las integraciones en el Jocus amy, BSR-85 y BSR-510, respectivamente
(Fig. 9).
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Figura 9:Construccion de los plasmidos y las cepas
con mutaciones de muiltiplos de 5 pb en la rraprE
con la introduccidén de un sitio sacI.
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5.2 Determinaciones de actividad de pB-Galactosidasa

Se hicieron determinaciones de actividad de f-Galactosidasa de las cepas BSR-
H5 (Hindlll + 5 pb), BSR-H10 (Hindlll + 10 pb}, BSR-H15 (Hindlll +15 pb), BSR-H20
(Hindlll + 20 pb). Se observé que la actividad de PB-galactosidasa incrementaba
conforme aumentaba el distanciamiento de los sitos de unién de Hpr, sitios 1 y 2 (Fig.
10 y 11). El aumento en la actividad observada fue debido a la pérdida de
cooperatividad del represor Hpr en estos sitios. Este resultado es muy importante ya
que es el primer dato que establece cooperatividad en este sistema y que involucra la
participacion de la proteina Hpr en sus sitios de unién 1y 2 (Fig. 7, 10 y 11).

Se hicieron determinaciones de actividad de B-Galaciosidasa de las cepas BSR-
S5 {Sad + 5 pb) y BSR-510 (Sad +10 pb). Se observé que las actividades de B-
Galactosidasa aumentaron con respecto a la cepa silvestre. En el caso particular, la
cepa BSR-55 presentd una actividad méxima de 1630 wmg proteina al tiempo t3;
mientras que en la cepa BSR-S10 se observé una actividad maxima de 1549 u/mg de
proteina al tiempo t6 (tiempo relativo a la esporulacion). Esto representa un
restablecimiento parcial de la actividad, el cual ha sido observado en otros sistemas (Li
et al., 1988). Este efecto en la cepa BSR-S5, indica que se ha desfasado al represor
Hpr en el sito 2 de unién con un medio giro. La actividad es restablecida parcialmente
en la cepa BSR-S10 con un giro completo. Estos datos apoyan la hipétesis de la
formaciéon de una horquilla de DNA entre el sitio 2 y 3 de unién de Hpr. El
restablecimiento en la actividad no es total, tal vez debido a que también se estan
modificando otros sitios de unién de los reguladores DegU y SinR (Fig. 1¢y 12).

Cuando se hicieron determinaciones de actividad de p-Galaciosidasa de las
cepas BSR-D5 (Smal + 5 pb) y BSR-D10 (Smal +10 pb), se observd que las
actividades de P-Galactosidasa aumentaron con respecto a la cepa silvestre. En el
caso particular de la cepa BSR-D5, present¢ una actividad maxima de 1005 w/mg de
proteina en el tiempo t5, mientras que en la cepa BSR-D10 mostro una actividad
mé&xima de 1208 u/mg de proteina en el tiempo 6. Este aumento representa un
restablecimiento parcial de |a actividad del 72% en el tiempo 13. Este efecto en la cepa
BSR-D5, indica que se ha desfasado al represor Hpr en el sito 3 de unién con un
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medio giro. La actividad es restablecida parcialmente en la cepa BSR- D10 con un giro
completo. Estos datos corroboran que se estd estableciendo la formacién de una
horquilla de DNA en -e! sitio 2 como en el sito 3 de unién de Hpr en el gen aprE. El
restablecimiento parcial es debido a lo antes mencionado (Fig. 7, 10y 12}.

En la figura 10 se puede apraciar que el efecto en las mutaciones es mas
drastico en las cepas BSR-D5 y BSR-D10 que en las cepas BSR-85 y BSR-510. Esta
diferencia puede ser debida a que no solo se estd modificando rotacionalmente el sitio
de unién da Hpr (Fig. 7), sino que también se estd modificando muy p}obablemente el
sitio de union del activador DegU. Estos datos nuevamente estan en favor de la
hip6tesis de la formacién de una horquilla de tipo represora proteina-proteina de DNA,
que involucra la participacién de la proteina Hpr en los sitios 2 y 3 en la regién de
regulacién del gen aprE.
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MODELO PROPUESTO

Mutaciones Saclj

[Mutaciones Smal j /

Gflutaciones HindIII

JAE@W

Figura 10: Curvatura en el gen aprE&, sitios de union
de proteinas reguladoras y mutaciones
realizadas.
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6. DISCUSION

El gen aprE-es un gen que se encuentra multirregulado, siendo sus
reguladores principales los represores AbrB, Hpr y SinR, y estando regulado
positivamente por el sistema de dos componentes DegS/Degl). La proteina
represora Hpr posee 4 sitios de unién en la regién 5° de regulacién. El primer sito
de untdn sobrelapa la regién promotora del gen aprE de manera similar al sitio de
unidn de la proteina AbrB. Aun no es muy claro porque un gen que pudiera parecer
no esencial para la supervivencia de B. subtilis se encuentra tan regulado. Al
parecer este gen podria ser mas importante de lo que originalmente se pensd en su
entorno natural, donde las condiciones de crecimiento estdn determinadas por el
ambiente, siendo necesario el ahorro de energia y biomoléculas empleadas en la
sintesis de proteinas. En estas condiciones de limitacidn de nutrimento, la sintesis
de la proteasa alcalina subtilisina, es requerida para la obtencidén de nutimento
dificilmente accesibles. En condiciones de crecimiento en el laboratorio, la sintesis
de esta proteina es mayoritaria del total de proteinas expresadas a partir de! estado
de transicién hasta mas o menos cuatro horas después de t0. En condiciones de
laboratorio el gen puede ser interrumpido en el genoma no se producen alteraciones
fenotipicas, ni cambios en el ciclo de vida de B. subtilis. Pero aln se desconoce
como pudiera ser la expresion de aprE en vida libre ante distintos cambios del
medio ambiente.

Es posible pensar que los sistemas de regulacidn en los que existe la
formacién de horquillas de DNA a través interacciones de tipo proteina-proteina,
sean altamente finos en su regulacidén. Un ejemplo de este tipo de sistema de
regulacion es el mediado por el represor Hpr sobre aprE. Se han encontrado otros
sitios de unién de este requlador en los genes del gen nprE asi como en el operén
de sin, teniendo en ambos casos dos sitios de union separados por varics pares de
bases, por lo que se podria sugerir la formacidn de una horquilla represora en estos
genes, de una manera mas genera! como se ha descubierto en otros sistemas
bacterianos. Seria muy importante, ahora que se cuenta con el genoma completo de
B. subtilis, localizar si en las regiones de regulacidn de otros genes, el represor Hpr
puede actuar simuitdneamente en dos sitios distantes y si éste es un sistema
general de regulacion del represor Hpr. También es importante resaltar que la
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interaccion de Hpr en el gen aprE es a través de cuatro sitios de unién de esta
proteina monomérica, en tanto que la formacién de horquillas por proteinas es
mayoritariamente de proteinas diméricas y formando tetrameros al interactuar en la
region de regulacién, como es el caso del represor del fago lambda, donde se ha
podido observar que existe cooperatividad de este represor. Al igual que en este
caso, en el presente trabajo se aportan evidencias experimentales que soportan la
idea de interaccién cooperativa de Hpr en su pegado a los sitios de unién 1y 2 enla
regulacion de aprE.

Se sabe que la regulacién a distancia de un activador, como de un represor,
es favorecida por la formacion de una horquilla de DNA que permite la interaccion
de estas proteinas con la RNA polimerasa. En el modelo gque se ha propuesto
intervienen distintas proteinas que interactian a distancia en el gen de aprE, una de
ellas es la proteina SinR, que actia como represor en este sistema; el otro es la
protefna Degl que es un activador en este sistema. En una cepa de B. subtilis en la
cual se ha interrumpido el gen hpr, es posible pensar que la formacién de la
horquilla de DNA mediada por Hpr no se lieve a cabo, sin embargo sabemos que no
se pierde el efecto regulador de otras proteinas reguladoras como DegU y SinR,
que también actdan a distancia. Una opcién seria que ellas mismas establecieran la
formacién de una horquilla para interactuar con la RNA polimerasa, sin embargo,
nuestros resultados de medicidn de actividad de p-galactosidasa en nuestras cepas
mutantes indican que este no es el caso. La explicacion mas probable para
entender la conservacion de la regulacion por Degl y SinR en cepas (hpr) es la
que considera que la horquilla pueda ser formada por la curvatura intrinseca del
DNA en la regién de requlacion de aprE. Es posible que la curvatura estatica del
DNA en la regién de regulacion de aprE pudiera ser suficiente para permitir una
interaccién de estas proteinas reguladoras con la RNA polimerasa, tal y como se ha
demostrado en otros sistemas de regulacion en ausencia de una horquilla por
interaccion proteina-proteina, como ejemplo el operén araBAD.

Tomando en cuenta que para ia regulacién del gen aprE es necesario mas de
400 pb hacia arriba del inicio de la transcripcién y su transcripcion es en direccion
divergente respecto a la del gen yhfO que se encuentra ric arriba (Fig. 13), podria
pensarse que las regiones de regulacién de aprE y yhfO comparten sitios de
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pegado a proteinas reguladoras. ¢ Cudl es el limite de los sitios de regulacién de
uno y otro gen?. El papel de [a proteina codificada por yhfO aun es desconocido, sin
embargo es posible pensar que este relacionada con la fase estacionaria de
crecimiento, ya que se observé que el sitio 4 de unidén de Hpr sobrelapa dos pares
de bases de la posible caja —35 del promotor del gen yhfO. Este sitio 4 es un sitio
reportado de unidén de Hpr en la regulacién de aprE. Adicionalmente, el programa
detectd otfro sitio més arriba del sitio 4 de unién de Hpr {sitic 5) con respecto al gen
aprE, que sobrelapa exactamente sobre la probable caja —10 del promotor de yhfO.
Aln no se ha reportado si este sitic de unién es utilizado por Hpr, pero esto hace
aln mas interesante como podria establecerse una regulacién a través de Hpr que
regulara ambos genes simultdneamente. Seria importante realizar experimentos
fusionando un gen reporterc que permitiese detectar la expresién del gen yhfO y
correlacionarlo con la expresién de aprE. Todavia falta obtener mas datos sobre
como se lleva acabo la regulacidén de genes multirregulados que pueden formar
estructuras secundarias en el DNA, como es el caso de aprE, pero conforme se
contindie trabajando en estos sistemas de regulacién se podra argumentar con
mayor seguridad |a impeortancia que tiene este tipo de regulacion en el ciclo de vida
de B. sublilis .
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7. CONCLUSIONES

En base a los. resultados obtenidos en este trabajo se pueden establecer las
siguientes conclusiones.

El represor Hpr requiere de los sitios de unién Hpr1 y Hpr2 en la regién de
regulacion de aprE para establecer una interaccién proteina-proteina de tipo
cooperativo.

Los sitios Hpr2 y Hpr3 del represor Hpr presentan interaccién prote[na-proteina;
estableciéndose la formacion de una horquilla de DNA de tipo represor y se requiere
que ambos sitios estén en fase para que se establezca esta interaccion.

Las determinaciones de actividad de p-Galactosidasa entre las mutaciones que
presentan miltiplos de 5 pares de bases e insertan el sitio Scal y las mutaciones que
insertan el sitio Smal, demuestran que se establece una horquilla mediada por el
contacto de {a proteina Hpr en los sitios de unién Hpr2 y Hpr3. Se puede observar que
el desfasamiento de los sitios de unién de Hpr como el restablecimiento de Ia fase de
los sitos en las mutaciones que presentan el sitio de unién Smal, presentan menor
actividad que las mutacicnes en los sitios Scal. Este efecto puede ser debido a que se
estan modificando también los sitios donde actian el activador DegU y el represor
SinR.
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8. PERSPECTIVAS

De este trabajo pueden establecerse los siguientes puntos que de manera
particular podrian contribuir aun mds a esclarecer como se ileva la regulacion en aprE
en B. subtifis.

Establacer el efecto que se daria al efectuar mutaciones de desfasamiento en el
sitio 4 de unién de Hpr en aprE, debido a que este silio en particular puede ser
utitizado para la regulacidn del gen divergents yhfQ.

Efectuar mutaciones de desfasamiento haciendo mutaciones en dos sitios
diferentes al mismo tiempo. Como ejemplo, mutaciones dobles en los sitios Hprl y
Hpr4, Hpr2 y Hpr3 de unidn del represor Hpr, que daria una vision mds clara de como
interactua DegU y SinR en la rraprE.

Hacer una determinacién por andlisis de secuencia gendémica de B. subtilis y de
otros Bacillus (i.e. B. halodurans) secuenciados para identificar si otros genes son
potencialmente regulados por Hpr e inferir si la regulaciéon es mediada por una
horquilla reguladora de tipo proteina-proteina.
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9. APENDICE

9.1 Técnicas generates de Biologia Molecular
9.1.1 Medios de cultivo
Luria Bertani {LB)

Bactotriptona 10g
NaCl 59
Extracto de levadura 5g
pH7.2

{Sambrook et al., 1989).

Luria Bertani (LB) solido 1L.

Bactotriptona 10g
NaCli 5g
Extracto de levadura ' 5g
Bacto-agar 159

{Sambrook et al., 1989).

Shaeffer 1L.

Extracto de carne 3g
Bactopeptona 5g
KCi 1qg

Ajustar el pH a 7 con NaOH y esterilizar.

Por separado agregar sales para un litro de medio Shaeffer.
Sales para Shaeffer 1L.

1 mM FeS0, 1 ml

47



1 M Na2s0, 1ml
1 mM MnCl, 1m

(Shaeffer et al., 1965}

9.1.2 Solucliones y Buffers (Sambrook et al., 1989).

Bufter SET Sacarosa 20%
EDTA 50 mM
Tris-HCI pH 7.6 50 mM
RNAsa: Ribonucleasa Pancredtica A 10 mg/ml
Acetato de sodio 100 mM
EGTA 0.3mM
pH 4.8

Activara calentando a 80°C durante 10 min.

Solucion litica: SDS 1.0 %
NaOH 02N
Acetato de sodio: Acetato de sodio 40.83 gr
Ac. acético cbp pH 4.8 30 ml
Hz0O cbp 100 mi

rrl

9.1.3 Mini Screening de Pldsmidos por lisis alcalina.

1. Inocular 3 ml de medio Luria con una sola colonia bacteriana. Agregar €l antibiético
requerido e incubar toda la noche a 37°C, con agitacién vigorosa (300 r.p.m.}. El
cultivo debe llegar a la fase estacionaria.

2. Centrifugar el cultivo de la noche anterior en un tubo Eppendorf de 1.5 pl, durante 5

min.

3. Lavar ia pastilla con 1 ml de Buffer SET y resuspender con vortex.
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4. Centrifugar en la microfuga durante 1 min. A 12000 r.p.m.

5. Remover el medio por aspiracién para dejar la pastilla de células lo mas seca
posible y resuspender 150 (i de Buffer SET helado.

6. Adicionar 5 pul de RNAsa y mezclar con vortex.
7. Agregar 350 pl de solucién de lisis recién preparada. Mezclar por inversién repetida.
8. Incubar 10 min. en hielo.

9. Agregar 250 p! de solucién de acetato de sodio 3 M pH 4.8. Cerrar el tubo y mezclar
perfectamente el tubo por inversion repetida hasta que desaparezca [a viscosidad.

10. Incubar 30 min. en hielo.

11. Centrifugar durante 5 min. a 4°C y el sobrenadante, aproximadamente 700 i
pasarto a un tubo Eppendort limpio.

12. Adicionar un volumen de isopropancl y mezclar invirtiendo el tubo varias veces
Nota: Opcionalmente se puede hacer una extraccion con cloroformo al DNA antes de

presipitarlo. Esto elimina exopolisacaridos mejorando la calidad del DNA.

13. Centrifugar 15 min a tem. amb., remover €} sobrenadante e invertir e} tubo abierto
sobre una toalla de papel para secarlo lo mas posible.

14. Lavar con un volumen de etanol al 70 %, centrifugar a 12000 r.p.m. por 10 min.
15. Remover el sobrenadante y secar la pastilla

16. Resuspender en 50 ui de TE 10 mM. Usar 5 ! para cada reaccién de restriccién,
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(Sambrook et al., 1989).

9.1.4 Macro Screening de Piasmidos por lisis alcalina

1. Inocular 90-100 ml de medio Luria con una sola colonia bacteriana. Agregar el
antibiético adecuado e incubar toda la noche a 37°C y con agitacion vigorosa (300

r.p.m.}. El cultivo debe llegar a la fase estacionaria.

2, Centrifugar el cultivo de toda la noche en tubos estériles de 30 mi, durante 5 min a
10000 r.p.m. a 10°C. Desechar el sobrenadante.

3. Lavar las pastillas resuspendiendolas en 10 ml de Buffer SET, utilizando vortex.
4, Centrifugar durante 5 min. A 12000 r.p.m.

5. Remover ¢l medio por aspiracién para dejar la pastilla de células lo mds seca
posible y resuspender en 4.5 ml de SET frio.

6. Adicionar 100 pl de RNAsa y vclver a mezclar con vortex.

17. Agregar 10.5 ml de solucién de lisis recien preparada y a temperatura ambiente.
Cerrar el tubo y mezciar por inversion repetida.

8. Incubar 10 min. en hielo.

9. Agregar 7.5 ml de solucién de acetato de sodio 3 M pH 4.8. Cerrar el tubo y mezclar
perfectamente el tubo por inversion repetida hasta que desaparezca la viscosidad.

10. Incubar 30 min. en hielo.

11. Centrifugar durante 15 min. a 4°C y el sobrenadante filtrarlo al vacio y pasarlo a
otro tubo limpio de 30 ml,
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12. Adicionar un volumen de isopropanol y mezclar invirtiendo el tubo varias veces.

13. Centrifugar 15 min. a tem. amb., remover el sobrenadante e invertir el tubo abierto
sobre una toalla de papel para secarlo lo mas posible.

14, Lavar con un volumen de etanol al 70 %, centrifugar a 12000 r.p.m. por 10 min. y
resuspender en 500 pl de TE.

15. Agregar 500 ul de fenol. Dar vortex y centrifugar por 5 min.

16. Extraer la fase acuosa y colocaria en un tube Eppender.

17. Agregar un volumen de cloroformo al DNA antes de presipitarlo. Esto elimina
exopolisacéridos mejorando la calidad del DNA.

18. Centrifugar 1 min y extraer la fase acuosa.

19. Agregar NaCL 5 M en proporcién de 8 pl por cada 100 pl de fase acuosa y un
volumen de isopropancl. Centrifugar 15 min,

20. Tirar sobrenadante y lavar con Et-OH al 70 %.
21. Secar y resuspender en 500 ul de TE.

(Sambrook et al., 1989).

9.1. 5 AMPLIFICACION DE DNA CON DNApol ELONGASA

Elongasa es una mezcla de fagy DNA polimerasa de Pyrococcus sp. La enzima
mayoritaria en la mezcla es la faq polimerasa que se encarga de la polimerizacién y la
minoritaria es la polimerasa de Pyrococcus que se encarga de corregir las
incorporaciones equivocadas, debido a su actividad de exonucleasa 3'--> 5", Este
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sistema permite amplificar faciimente eficientemente DNA templados menores ©
iguales a 12 Kb.

1. Preparar en hielo y por separado las siguientes mezclas:

Mezcla 1: Templado + Iniciadores + ANTP

Reactivo; Conc. final
Mezcla dNTP 10 mM 200 nM de cada dNTP
Iniciador Adelante 400 nM

Iniciador Reverso 400 nM

Templado ) 25 pg*

H20 cbp 20 pl

Nota:* Cuando se utiliza DNA de plasmido como molde, utilizar de 0.1 a 0.5 pg

Mezcla 2: Buffer + enzima*

Reactivo: Volumen
Buffer A 5X 4.0 ul
Buffer B 5X 6.0 ul
Enzima Elongasa 1-2 unidades
H20 cbp 30 pi

Nota: * Se puede preparar un coctel cuando se van a poner varias reacciones.
Pipetear los reactivos adecuadamente y cuando los volimenes sean muy pequenos
utilizar pipetas P2y P10.

** Concentracién total de MgS0O4 de 1.6 mM, Tris-S04 60 mM pH 9.1 a 25°C y

{NH4)2504 18 mM
2. Combinar los reactivos en tubos de amplificacién de paredes delgadas (PCR).
3. Condiciones de reaccion: 1 min a 95°C

45 seg a 60°C

1.5 mina 72%C Durante 20 ciclos.
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9.1.6 Extraccién de bandas de DNA en gel preparativo.

1. Cortar la banda del gel y colocarla en un tubo Eppendord.
2. Congelar la agarosa con la banda de en hielo seco por 5 min.
3. Machacar la agarosa en frio.

4. Agregar 1 vol. igual de fenol. Agitar en vortex .

5. Congelar en hielo seco por 5 min.

6. Centrifugar 15 min.

7. Pasar la fase orgdnica superior a un tubo Eppendorf.

8. Agregar un vol. igual de cloroformo, agitar en vortex.

9. Centrifugar 2 min.

10. Pasar la fase orgdnica superior a un tubo Eppendorf.
11. Agregar 8 ul de NaCl 5 M por cada 100 pl de liquido.
12. Agregar 5 pl de glicégeno por tuvo y resuspender.

13. Agregar un vol. igual de isopropanol y resuspender.

14. Centrifugar 15 min.

15. Decantar el sobrenadante y favar con etanol ai 70%.
16.Centrifugar por 10 min

17. Secar la pastilla de DNA.

(Sambrook et al., 1989).

9.1.7 PREPARACION DE CELULAS ELECTROCOMPETENTES DE E. coli

1. Se coloca un cultivo durante toda {a noche en un medio liquido YENB {Bacto yeast
extract. 0.75%), Bacto Nutrient Broth (0.8%); Difco Laboratories). Esto es
importante para eliminar en todos los pasos necesarios para remover las sales. Se
conoce que las sales reducen la eficiencia de electrotransformaciéon y originan
arqueo en la cubeta de electroporacion.

2. Inocular 1 L del medio freso YENB con 5 a 10 ml. de! cultivo toda fa noche a 37°C a
300 r.p.m., se cosechan las celulas a una DO de 600 nm.
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3. Centrifugar a 10000 r.p.m. por 5 min. a 4°C.

4. Retirar el sobrenadante y lavar el peliet 2 veces en 100 ml. de agua fria y centrifugar
como en el paso 3; remover y descartar el sobrenadante.

5. Resuspender en 20 ml. de glicerol a! 10% frio. Centrifugar como en el paso 3;

remover y descartar el sobrenadante.

6. Resuspender las células en un volumen fina! de 2 a 3 ml. de glicerol al 10% frio.

7. Alicuotar en tubos Eppendorf con 50 pl totales.

8. Almacenar a —70°C en antes de su uso. Estas células competentes seran viables
por1 a2 anos.

{Sambrook et al., 1989).
9.1.8 Electroporacion.

1. Una alicuota de 50 pl de células competentes, adicionar de 1 a 2 pul de ADN (2ng/
ul). Manejar en hielo.

2. Transferir la mezcia de las células y el ADN a una cubeta fria para electroporacion
de 0.2 cm (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) y electroforar dando un pulso de 2500 Volts.

4. Remover la cubeta de la camara e inmediatamente adicionar 1 ml del medio YENB
a la cubeta (E!l medio SOC puede también ser utilizado). €l medio SOC contiene Bacto
triptona al 2%, extracto de bacte levadura al 0.5 %, NaCl 10 mM, KCi 2.5 mM, MgCl2

10 mM MgSQ4 y glucosa 20 mM.. Resuspender las células. Transferir la suspencién

celular a un tubo de vidrio estéril e incubar con agitacién a 37°C por 1hr.

4. Platear el cultivo en cajas de Petri con medio de seleccidon, incubar durante la

noche a 37°C.

54



9.1.9 Determinacién de proteina por el método de Lowry

Este método esta basade en la formaciéon de un compuesto colorido a partir de
residuos de aminodcidos aromaticos proveniente de la hidrolisis alcalina de proteina
celular.

Preparar las siguientes soluciones

Reactivo A: CuSQ,5H,0 al 0.5% y Tartrato de Na-K al 1%. Antes de realizar las

determinaciones, mezclar {en la canttdad necesaria) 1:1 las dos soluciones anteriores.

Reactivo B: Na,CO; al 2% en NaOH 0.1 N. Disolver 20 g de Carbonato de sodioy 4 g
de Hidrdxido de sodio en 1L de agua.

Reactivo C: a 49 ml de reactivo B agregar 1ml de Reactivo A.

Reactivo D: Solucién 1:1 de reactivo de folin y agua.

Procedimiento

1.- Tomar una muestra de 1 ml del caldo de fermentacién en un tubo Eppendorf de 1.5
ml. Centrifugar por 3 min. a 12 000 r.p.m. Separar el sobrenadante del paquete celular.
Congelar las muestras en hielo seco. Si las muestras no son analizadas
inmediatamente almacenarlas en congelador.

2.- Resuspender las muestras en 1 m! butfer Z.

3.- En un tubo colocar 1ml de Reactivo C y agregar 200 ml de muestra. Mezclar y
dejar reposar por 10 min. Agregar 100 mi de reactivo D. Mezclar y dejar reposar por 30
min. Leer el color producido en el espectrofotémetro a una longitud de onda de 590
nm. Leer contra blanco de reactivos. Para esto utilizar 200 ml de agua destilada
procesada de igual manera que la muestra. Realizar cada determinacién por
duplicado.
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Elaboracién de curva patrén.

A partir de una solucién patrén de albimina de 1 mg/ml [(de una solucién patrén de
Sigma de 10 g/dl), hacer dos diluciones 1:10 ]. Variar la concentracién de albimina de
0 a 0.4 mg/m! de acuerdo a la siguiente tabla:

m! de solucidn patrén mi de agua destilada Albimina C. final [mg/ml]
0 1000 0
25 975 0.025
50 950 0.050

100 900 0.100
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