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RESUMEN 

Bacillus subti/is es una bacteria Gram-positiva; durante su ciclo de vida poses la 

capacidad de esporular. Entre la lase de crecimiento exponencial y estacionaria se 

encuentra el estado de transici6n, durante el cual secreta al medio de cultivo enzimas 

degradativas, entre las cuales se encuentra la subtilisina, que es codilicada par el gen 

aprE. La regulaci6n de aprE se lleva a cabo a !raves de multiples elementos de control, 

siendo de los mas importantes represores como Hpr, AbrB y SinR, y activadores como 

DegU/DegS. Es importante resaltar que para la expresi6n normal de aprE, se 

requieren por lo menos 400 pb hacia su regi6n 5 · de regulaci6n. La distribuci6n 

espacial de estos reguladores sobre esta region, y principalmente el represor Hpr, que 

posee cuatro sitios de uni6n en la regi6n 5 • de regulaci6n de aprE, ha sugerido de 

manera importante que la geometria del DNA pudiera tener un electo en la regulacl6n 

del gen a !raves de la lormaci6n de una horquilla de DNA. 

En el presente trabajo, se realizaron mutagenesis sitio-especificas en Ires 

dilerentes lugares cercanos a los sitios de uni6n del represor Hpr. 1) Se realizaron 

inserciones de 5, 10, 15 y 20 pb en el sitio -60 de aprE, entre los sitios de uni6n Hpr1 

y Hpr2. Los resultados sugieren que puede existir una interacci6n proteina-proteina de 

tipo cooperative del represor Hpr en estos sitios. 2) Se realizaron inserciones de 5 y 1 O 

pb en el sitio -99 de aprE, entre los sitios de uni6n Hpr2 y Hpr3. Los resultados 

sugieren que entre estos sitios se lleva a cabo la interacci6n de Hpr para la lormaci6n 

de una horquilla de regulacion. 3) Se realizaron inserciones de 5 y 10 pb en el sitio 

-268 de aprE, entre los sitios de union Hpr2 y SinR. Los resultados sugieren que entre 

los sitios de union Hpr2 y Hpr3 se establece la interaccion del represor Hpr para 

generar una horquilla de DNA. Se observ6 que el desfasamiento como el 

reestablecimiento de la lase de los silos de uni6n Hpr2 y Hpr3 lorman una horquilla de 

DNA proteina-proteina. En estos resultados, el reestablecimiento de la lase de los 

sitios de uni6n de Hpr, medido como la actividad de ~alactosidasa de una lusi6n 

traduccional aprE-lacZ, no es totalmente recuperada con respecto a la cepa silvestre. 

Este electo puede deberse a que se modifican tambien los sitios donde actuan el 

activador DegU y el represor SinR. 



1. INTRODUCCION 

1.1 GENERALIDADES DE Baell/us subtll/s. 

El genero Bacillus esta constitufdo por uno de los grupos mas diversos de 

bacterias Gram-positives, entre las cuales se encuentran microorganismos aerobics, 

anaerobios facultativos y anaerobios. Tienen una morfologfa tipo barra o bast6n, y son 

formadoras de endosporas (Priest, 1993; Setlow, 1993; Slepecky, 1992). Estas 

esporas pueden sobrevivir mucho tiempo y son resistentes a calor, luz ultravioleta, 

desecaci6n y solventes organicos (Setlow, 1994; Slepecky, 1992). La capacidad de la 

mayoria de los microorganismos que conforman el genero Bacillus para crecer a altas 

temperatures, la ausencia de productos t6xicos y su habilidad para producir y secreter 

grandes cantidades de proteinas, han convertido a este genero en uno de los mas 

valiosos para la industria biotecnol6gica (Ferrari et al., 1993; Harwood, 1992; 

Zukouski, 1992). 

El miembro mas representative del genero Bacillus es Bacillus subtilis; el cual es 

una eubacteria ampliamente distribuida, que habita principalmente en el suelo, aunque 

tambien se le encuentra en el aire, rios y estuaries (Priest, 1989; 1993). B. subtilis, 

despues de Escherichia coli, es la eubacteria mejor caracterizada y entre los 

microorganismos Gram-positives, es la mas facil de manipular en terminos genetico­

moleculares. Los avances en la tecnologia del DNA recombinante y la expresi6n 

genica, 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 regulaci6n 

genetica de este tipo de bacterias en muchas areas de investigaci6n basica y aplicada 

(Harwood, 1992; Slepecky, 1992; Wong, 1995). 

B. subtilis es una bacteria generalmente reconocida 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, muches investigadores 

utilizaron a 8. subtilis como la contraparte Gram-positiva de la bacteria mejor conocida 

Gram-negativa, E. coli y, como un modelo para entender los mecanismos de 
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diferenciaci6n, estudiando el proceso de esporulaci6n (Anagnostopoulos y Spizizen, 

1991; Schaeffer, 1965). Sin embargo, en los tlltimos aiios, el desarrollo de sistemas de 

producci6n de proteinas heter61ogas, usando a 8. subtilis corno microorganismo 

huesped, ha venido convirtiendose en uno de los mas importantes. Algunos de estos 

sistemas utilizan la regi6n de regulaci6n del gen aprE (Fig. 4), el cual codifica para la 

proteasa alcalina subtilisina, la proteasa mayoritaria que produce 8. subtilis (Jacobs, 

1995; Nagarajan et al., 1992; 1993; Strauch y Hoch, 1992a; Valle y Ferrari, 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 fisiol6gicos por los cuales se regula su sintesis, atln no han 

sido estudiados en detalle, abriendo un area de gran interes para estudios basicos y 

aplicados. 

1.2 PROCESO DE ESPORULACION 

La esporulaci6n en B. subtilis es parte de un complejo programa de desarrollo y 

diferenciaci6n celular que tiene como resultado la forrnaci6n de una estructura 

altamente resistente denominada espora. Este proceso se ha dividido en diferentes 

estadios (Fig. 1 ). La formaci6n de esta estructura es un ejemplo extrerno de la 

adaptaci6n de 8. subtilis al medio e involucra a mas de ochenta genes (Kunkel, 1991). 

En el inicio de la esporulaci6n, la proteina SpoOA, la cual funciona como represor y 

activador, juega un papel central (Fig. 2). El gen spoOA es transcrito a partir de dos 

prornotores, Pv y Ps. Pv es activado por el facior de transcripci6n Ea", lo cual 

proporciona un nivel basal de sintesis de SpoOA en celulas en crecimiento vegetativo. 

Ps es regulado por Ec:,H, el cual produce un incremento stlbito en la sintesis de SpoOA 

al inicio de la esporulaci6n (Chibazakura et al., 1991; Yamashita et al., 1989). 

La proteina SpoOA pertenece a la tamilia de reguladores bacterianos de dos 

componentes (Stock et al., 1989). La fosforilaci6n de SpoOA es la clave en el control 

del inicio de la esporulaci6n (Fig. 2). El fosfato es transferido a SpoOA por un 

mecanismo complejo que involucra a histidin-protein-cinasas y al menos a dos 

acarreadores de fosfato que acttlan como intermediarios. Las interacciones entre los 

distintos participantes han sido reproducidas in vitro (Burbulys et al., 1991). Al menos 
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dos histidin-protein-cinasas, codificadas por los genes kinA y kinB, pueden transferir el 

fosfato a la protefna SpoOF, la cual a su vez transfiere el fosfato a un segundo 

acarreador llamado SpoOB. La proteina SpoOB es el donador directo del fosfato a 

SpoOA. Esta vfa puede permitir que mediante detectores ambientales, tanto intemos 

como externos, se controle el nivel de SpoO fosforilada de manera rapida y precisa 

(Grossman, 1991). Congruente con esta idea, se ha demostrado que las cinasas KinA 

y KinB pueden responder a diferentes seiiales. 

SpoOA-P regula negativamente algunos genes, siendo el mas importante abrB, 

uno de los represores de aprE (Perego et al., 1988; Strauch et al., 1990). Por otra 

parte, la funci6n positiva de SpoOA-P es responsable de la activaci6n de ciertos genes 

especilicos de la esporulaci6n, como lo son los operones spol/A (Perego et al., 1991 ), 

spol/G (Satola et al., 1991; 1992), spol/E (York et a/., 1992) y el gen sin/ (Bai et al., 

1992) (Fig. 2). Por otra parte, se sabe que algunas mutaciones en spoOA bloquean la 

esporulaci6n en su lase inicial y eliminao la producci6n de proteasas extracelulares 

(subtilisina. Strauch y Hoch, 1992a). Otras mutaciones, como la denominada spoOA9V, 

bloquea la esporulaci6n en el estadio II (Fig. 1). Sin embargo, al parecer esta 

mutaci6n produce niveles normales de subtilisina (Perego et al., 1991 ). 

La iniciaci6n de la esporulaci6n es compleja y se conocen al menos Ires tipos 

de seiiales principales que se interrelacionan y dan inicio a esta: 

1.2.1 Seiiales nutrlclonales. 

La limitaci6n de fuentes de carbono, nitr6geno o f6sforo puede inducir la 

esporulaci6n (Freese, 1981; Sonenshein, 1989). A su vez, buenas fuentes de carbono, 

como la glucosa, la reprimen (L6pez et al., 1980). Recientemente se ha demostrado 

que la concentraci6n intracelular de GTP (o GDP) probablemente representa el elector 

clave de la seiial nutricional (Lopez et al., 1979; 1981). Sin embargo, aun se 

desconoce c6mo es detectada por la celula la concentraci6n de GTP y c6mo se 

transmite la seiial al aparato transcripcional. 
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1.2.2 Densldad de poblaci6n. 

Grossman y Losick (1988), observar6n que la esporulaci6n no puede inducirse 

eficientemente en celulas mantenidas a baja densidad de poblaci6n. Sin embargo, una 

esporulaci6n eficiente se obtiene cuando las celulas se resuspenden a baja densidad 

en un medio previamente condicionado de celulas a alta densidad. Este efecto no se 

debi6 al agotamiento de un factor esencial de crecimiento, sino a la producci6n de 

sustancias, posiblemente oligopeptidos, que son necesarios para inducir una 

esporulaci6n eficiente (Waldburger et al., 1993). Se conoce poco a cerca de la 

naturaleza de dichos lactores y menos aun de c6mo su presencia es detectada e 

interpretada. 

1.2.3 Cicio celular. 

En su etapa mas temprana, la esporulaci6n claramente comprende la divisi6n 

celular modificada, la cual se· caracteriza por la compactaci6n de uno de los dos 

cromosomas y la migraci6n de este hacia uno de los polos de la celula (Hitchins et al., 

1969. Fig. 1 ). Sin embargo, a pesar de que la relaci6n entre el ciclo celular y el inicio 

de la esporulaci6n esta bien definida (Clarke et al., 1980; Dunn et al., 1978), la manera 

en que la celula monitorea el desarrollo del ciclo celular y transmite esta inlormaci6n al 

aparato de transcripci6n, permanece sin establecerse claramente (Ireton y Grossman, 

1994). 

Estudios sobre la regulaci6n transcripcional del gen aprE sugieren que esta se 

lleva a cabo a !raves de la acci6n concertada de multiples elementos de control 

positivos y negativos, como son las proteinas AbrB, Hpr, DegU/DegS y SinR, entre 

otras (Fig. 3). Algunas de estas proteinas reguladoras ejercen su acci6n en la lase 

vegetativa y otras durante la lase estacionaria y/o de esporulaci6n (Strauch y Hoch, 

1992a; Valley Ferrari, 1989); aunque la sintesis de la subtilisina al inicio de la lase 

estacionaria, al igual que la de muchas otras enzimas degradalivas producidas por B. 

subtilis, no es requerida para el proceso de esporulaci6n. La producci6n de esta 

enzima es inducida por mecanismos especificos que son a su vez responsables de la 

activaci6n de la esporulaci6n (Fig. 1 ). Portal motivo, el estudio del gen aprE ha sido 
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tornado come modelo para tratar de comprender los complejos mecanismos 

moleculares y fisio16gicos que regulan la expresi6n de los genes durante el estado de 

transici6n en este organismo. 

1.2.4 Creclmlento vegetativo 

Es comun que conforme los nutrimientos en un cultivo celular empiezan a ser 

limitantes, las celulas en este cultivo inician la entrada a la lase estacionaria y, come 

consecuencia, activan varias respuestas de estres (Strauch y Hoch, 1992; 1993). En 8. 

subtilis, al igual que en otras bacterias, hongos y eucariotas inferiores, una respuesta a 

esta condici6n es la formaci6n de una endo-espora (Setlow, 1994; Strauch y Hoch, 

1992b. Fig.1). Ademas de las proteinas necesarias para la esporulaci6n, son tambien 

sintetizadas durante esta misma etapa de desarrollo 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 medic que la rodea y asi mantenerse en crecimiento 

vegetative. Ademas de la sintesis de enzimas degradativas, (levansacarasa, a­

amilasa, proteasa neutra, proteasa alcalina 6 subtilisina, etc.), algunas otras funciones 

son llevadas a cabo en 8. subtilis en esta misma etapa de desarrollo. Estas funciones 

comprenden: i) el desarrollo de competencia, lo cual confiere a la celula la habilidad 

para captar meleculas de DNA del medic, ii) la producci6n de antibi6ticos, iii) la 

sintesis de flagelo para metilidad y iv) la inducci6n completa del ciclo de Krebs, el cual 

esta parcialmente reprimido durante el estado vegetative (Strauch y Hoch, 1992). 

1.3 Subtilisina y la regl6n 5 • de regulaci6n de aprE. 

La subtilisina es una enzima que posee una actividad 6ptima en un pH de 7 a 9 

y cuyo peso molecular es de 28.5 KDa. Debido a este pH alcalino, la subtilisina es 

conocida come proteasa alcalina. Esta enzima es un miembro de la familia de las 

serin proteasas y es inhibida por floruro de para-metil-fenil-sulfonilo (pmsf). Presenta 

una alta actividad proteolitica, es una proteina de 275 a.a., con una regi6n lider de 106 

a.a. y una secuencia sei\al de 29 a.a. Esta proenzima se transloca y autodigiere para 

dar una proteina madura. La subtilisina ha sido utilizada en la industria de producci6n 

de jabones biodegradables de manera muy importante (Jacobs, 1995; Nagarajan et al., 
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1993; Valley Ferrari, 1989; Zukowski, 1992). 

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

!raves de un promoter reconocido par Ee! (Jan, et al.,2000, Park et al., 1989). Su 

regulaci6n es llevada a cabo a !raves de multiples elementos de control, siendo de las 

mas importantes represores coma AbrB, Hpr y SinR y activadores coma DegU/DegS. 

Tambien se conocen otros reguladores que afectan en menor medida la expresi6n de 

este gen, como son las proteinas Pai, Sens, DegQ, DegR. Una breve descripci6n de 

estos reguladores se incluye posteriormente. Es importante resaltar que, para la 

acci6n concertada de estos reguladores sabre la expresi6n de aprE, se requieren par 

lo menos 400 pb hacia su regi6n 5' de regulaci6n (Fig. 4). La distribuci6n espacial de 

estos reguladores sabre esta regi6n ha sugerido de manera importante qua la 

geometria del DNA pudiera tener un efecto en la regulaci6n del gen (Strauch y 

Ayazifar, 1995, Jan et al., 2000). El cod6n de inici6 del gen estructural es GTG, siendo 

este poco frecuente en las demas genes de 8. subtilis (78% ATG, 9% GTG y 13% 

TTG). La secuencia de uni6n de ribosoma de aprE (AAGGAGA) s61o difiere en una 

base de la secuencia consenso· en 8. subtilis (AAGGAGG) (Jan et al., 2000). 

1.4 Reguladores del estado de translcl6n. 

En 8. subtilis se conoce que par lo menos cuatro proteinas, AbrB, Hpr, SinR y 

DegU, tienen efectos pleiotr6picos sobre la sintesis de muchas de las proteinas que se 

expresan entre el final del crecimiento exponencial y el inicio de la lase estacionaria de 

crecimiento y/o esporulaci6n. Por lo tanto, a estas proteinas se les ha llamado 

"reguladores del estado de transici6n" (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 transici6n afectan significativamente la formaci6n de la espora, las 

genes que las codifican estan bajo el control de proteinas esenciales para el inicio de 

la esporulaci6n. Ademas, por si mismos, algunos de estos reguladores del estado de 

transici6n, regulan algunos de los genes del proceso de la esporulaci6n (Fig. 3). 
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Estos datos sugieren que el control de la sintesis de enzimas degradativas, y 

otros procesos que se llevan a cabo durante el estado de transici6n, son dependientes 

de los mecanismos de regulaci6n de la esporulaci6n (Kurns et al., 1994; Strauch y 

Hoch, 1992a). 

1.4.1 El gen sinR y la protefna SlnR. 

El gen sinR lue aislado por primera vez de un fragmento de DNA cromosomal 

de B. subtilis, el cual clonado en un plasmido multicopia inhibia la esporulaci6n y la 

producci6n de proteases extracelulares (Gaur et al,. 1986). Este gen forma parte de un 

oper6n dicistronico y es precedido por un gen llamado sin/, el cual codifica para la 

proteina Sinl constituida por 57 a.a. La funci6n de Sinl es inactivar a la proteina SinR a 

traves de interacciones protefna-proteina durante el final de la segunda hora del 

estado estacionario (12) (Bai et al., 1992). Este oper6n cuenta con Ires promotores, dos 

de los cuales regulan la transcripci6n de ambos genes (P1 y P2), mientras el otro (P3) 

regula unicamente la transcripci6n de sinR (Gaur et al., 1988). 

Los niveles de expresi6n de SinR se incrementan al final de la primera hora del 

estado estacionario (IO) y requieren de las proteinas SpoOA-P y SpoOH. Por el 

contrario, el gen sinR es expresado constitutivamente, pero la proteina solo se detecta 

al inicio de la esporulaci6n y su expresi6n es independiente de las proteinas SpoOA-P 

y SpoOH (Gaur et al., 1988). La inactivaci6n del gen sinR conlleva a la perdida de la 

habilidad para desarrollar competencia, motilidad y 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 tetramero de subunidades identicas de 13 KDa (Gaur 

et al., 1991). Posterionmente, en experimentos de "footprinting" in vitro, se determin6 el 

sitio de union de SinR a la regi6n de regulacion de aprE: (Fig. 4). Este abarca de la 

posicion -263 a la-215 respecto al origen de transcripci6n yes adyacente a un sitio de 

uni6n de la proteina reguladora Hpr (Gaur et al., 1991; Strauch y Hoch 1992a). 
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EcoRI 

Apre400 
AATTCAGCGGCCCAATGGCGGCCGCATCTGATGTCTTTGCTTGGCGAATGTTCATCTTATTTCTTCCTCCCTCTCAATAATTTTTT 

5'GAATTCAGCGGCGCAATGGCGGCCGCATCT3' 

Hpr 4 

CATTCTATCCCTTTTCNT+FFMFFFFIFMIEFIIFMWA1• 

Hpr 3 SinR 

SinR DegU 

CTATTTTCGTTCTTTTCTGTATGGAAATAGTTATTTCGAGTCTCTACGGAAATAGCGAGAGAIIPiiifi99Phiii4EB96~TCATCTCAAAAAAATG 

Hpr 2 

Hpr 1 

GG 

AbrB 

BamHI 
TCGTT'!TTI'AACACCTACCCCCTAGG-5' 
AGCAAAAAATTGTGGATGGGGGATC 

+ 1 Subj an 3 ' CCCATTTCTCACTCT 
TTCACAGAATAGTCTTTTAAGTAAGTCTACTCTGAATTTTTTI'AAAAGGAGAGGGTAAAG~GA 

Figura 4: Secuencia de la region 5· de regulaci6n 
del gen aprE. Los sitios de pegado de 
las protefnas y de los oligos Subjan y 
Apre400 son mostrados. 



1.4.2 Los genes degU/degS y las protefnas DegU y DegS. 

Mientras que los reguladores del estado de transicion AbrB, Hpr y SinR ejercen 

un efecto negative sobre la expresion del gen aprE, una variedad de estudios han 

seiialado que los productos de los genes degU!degS se encuentran implicados en 

activar su transcripci6n durante el estado de transici6n. (Hener et al., 1998a; Msadek 

et al., 1991. Fig. 2). Ademas, mutaciones en degS y degU afectan pleitr6picamente la 

producci6n de otras enzimas degradativas y otros procesos involucrados en el estado 

de transici6n (Strauch y Hoch, 1992a; Msadek et al., 1991). De estas mutaciones, 

degU32 (Hy) es ampliamente utilizada en la industria biotecnol6gica por su capacidad 

de sobreproducir enzimas degradativas (Dahl et al., 1991; Ferrari et al., 1995). El 

analisis de la secuencia de aminoacidos de DegS y DegU revel6 que forman parte de 

una familia de proteinas que cuentan con un sistema que transmits seiiales por medic 

de dos componentes (Henner et al., 1988b). DegS es una cinasa qua se autofosforila 

en respuesta de seiiales ambientales especificas y que posteriormente foslorila al 

segundo componente, la protefna DegU, la cual a su vez actua como protefna 

reguladora uniendose al DNA ·(Henner et al., 1988a). La forrna fosforilada de DegU 

tiene dos funciones: a) regulaci6n positiva sabre la expresi6n de algunas enzimas 

degradativas y b) regulaci6n negativa en el desarrollo de competencia y motilidad 

(Msadek et al., 1990). Por otra parte, un analisis de remoci6n (Henner et al., 1988a) 

enfocado a localizar los sitios de union de DegU en la regi6n de regulaci6n del gen 

aprE, sugirio que el fragmento de DNA involucrado abarcaba desde la posici6n -164 a 

la -141 (Fig. 4). Sin embargo, es importante mencionar que en experimentos de 

"lootprinting" in vitro, utilizando DegU y la region de regulacion de aprE, no se localiz6 

el sitio de union de esta proteina, por lo que nose descarta que la activaci6n de DegU 

sea a !raves de una segunda proteina reguladora. 

1.4.3 El regulador AbrB. 

El 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 coma un hexamero, presenta un motive helice-vuelta-helice. La 

secuencia de nucle6tidos que reconoce AbrB es variada y no se conoce un sitio 

consenso, solo se sabe que es una secuencia rica en AT. Comunmente actua coma un 
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regulador negative clasico, interactuando sabre la regi6n promotora. Deniro de estos 

genes se encuentra aprE. Se sabe tambien que sabre este gen interactua 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 localiz6 por mutaciones que causaban sobreproducci6n de las 

proteasas neutra y subtilisina (Higerd et al., 1992). El gen hpr ha side clonado y 

secuenciado, y la proteina purificada. Utilizando experimentos de protecci6n con 

DNAsa I en la regi6n de control de regulaci6n de aprE, se localizaron cuatro sites de 

uni6n de la proteina Hpr. Los sitios en los cuales se une Hpr en aprE se encuentran 

distribuidos de rnanera peculiar, siendo dos de estos cercanos al promoter, mientras 

otros dos se localizan a mas de 200 pb del sitio de inicio de transcripci6n. El primer 

sitio se encuentra sobrelapando la regi6n del promoter de aprE en --35 a -14, seguida 

de una secuencia rica en AT. Posterior a estas se encuentra el segundo sitio de -79 a 

- 59 y mas arriba se localizan otros dos sitios de uni6n en -292 a -267 y en -324 a 

-295. El analisis de varies sitios de uni6n en aprE y otros genes regulados par Hpr, se 

obtuvo una secuencia consenso de uni6n la cual es ATANTT A TT (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 s61o 

es apreciable cuando sus correspondientes genes son clonados en multicopia y su 

actividad reguladora es observada durante el estado de transici6n. Pai inhibe la 

producci6n de n-amilasa, levansacarasa, proteasas neutra y alcalina (Honjo et al., 

1990). 

El gen sens en multicopia activa la transcripci6n de n-amilasa, proteasas neutra 

y alcalina y fosfatasa alcalina (Wang et al., 1988b; Wang y Doil, 1990). 
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1.5 Formacl6n de un asa de DNA (horqullla de DNA) 

La formaci6n .de un asa de DNA (horquilla de DNA) es generada por una 

proteina o complejos de proteinas que, simultaneamente, se pagan a dos diferentes 

sitios sabre una rnolecula de DNA. En la formaci6n del asa pueden llegar a intervenir 

decenas a miles de pares de bases. Esto ha sido observado en la regulaci6n de genes 

de organismos procariotes y eucariotes, en la regulaci6n de recombinaci6n sitio­

especifica, en la regulacion de la replicaci6n del DNA y en la regulaci6n transcripcinal 

de algunos genes (revisado por Schleif, 1992). 

Se pueden requerir una gran cantidad de proteinas para regular 

apropiadamente la transcripci6n sabre una rnolecula de DNA. Por ejemplo, la 

transcripcl6n 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 iniciaci6n. La formaci6n de un asa en el DNA permite que otras proteinas 

se peguen en la vecindad del complejo de iniciacion, para que actuen con este. Varias 

proteinas pueden permitir o impedir la formacion de una asa. De esta manera se 

pueden explicar una gran diversidad de sistemas de regulaci6n que utilizan la 

fonmacion de una asa en el DNA para poder llevar a cabo la regulaci6n transcripcional 

(Matthews, 1992; Schleif, 1992). 

La fonmacion de una asa, s61o se genera cooperativamente con el pegado de 

una proteina y dos o mas 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 union, ya que la union de la primera proteina a su sitio incrementa la concentraci6n 

(sinergismo) para el pegado de la segunda proteina (Matthews, 1992; Schleif, 1992). 

La formaci6n de un asa en el DNA es un fen6meno que es central en la 

regulaci6n de genes involucrando la estructuraci6n del DNA. La transcripci6n de un 

gen puede requerir de diferentes condiciones; una seiial puede ser captada par una 

proteina detectora y la seiial puede viajar hasta el complejo de iniciaci6n. Una proteina 

detectora puede ser tambien una proteina reguladora, la cual confiere sus actividades 

a las genes blanco; esta puede unirse a secuencias especificas localizadas cerca de 

las genes que van a ser regulados. Existe un pequeiio espacio donde solo 2 6 3 
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protefnas se pueden unir muy cerca del complejo de iniciaci6n. La horquilla de DNA 

permite que proteinas adicionales se unan en la vecindad del complejo y que puedan 

interactuar en este. Esto produce una rica diversidad de sistemas de regulaci6n que 

pueden ser utilizadas con la intervenci6n de un loop de DNA (Perez-Martin et al., 

1994). 

La cooperatividad resultants para la horquilla de DNA permite a las proteinas 

saturar sus sitios de uni6n aun y cuando la concentraci6n de proteina sea baja, o bien 

cuando las afinidades de las proteinas por sus sitios sean bajas. La cooperatividad 

tambien permite saturar los sitios de uni6n en el DNA involucrados en la formaci6n de 

la horquilla. 

Por una parte, la horquilla de DNA es generada por una protefna con dos sltios 

de ·uni6n 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 monomerica, por una proteina 

oligomerica, o por dos proteinas que solo se asocian a altas concentraciones o en la 

presencia de un DNA que contiene sus sitios de union (Schleil, 1992, Perez-Martin et 

al., 1994). 

Una de las primeras investigaciones referentes a la formaci6n de una horquilla 

proteina-proteina, fue realizada por Englesberg en 1969 y afios posteriores, trabajando 

en la regulaci6n del oper6n de arabinosa en E. coli, el obtuvo evidencia genetica de un 

sitio hacia arriba del promoter de araBAD que actuaba para reprimir la actividad del 

promoter (Englesberg, 1974). 

Existen varies metodos para detectar y medir la formaci6n de una horquilla. 

Estes diferentes metodos dan una idea de la riqueza y diversidad de la formaci6n de 

horquillas, asi como el efecto de los cambios en la conformaci6n de una horquilla en 

la regulaci6n de genes en celulas vivas. A continuaci6n se mencionan las mas 

importantes: 
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1.5.1 Experlmentos de glros en la helice de DNA In vivo e In vitro. 

En este tipo de experimentos, los dos sitios involucrados en formar una horquilla 

son rotados alrededor del eje del cilindro de DNA con respecto de uno al otro por la 

inserci6n o perdida de diferentes bases de DNA entre los sitios. Si los dos sitios se 

encuentran en posici6n para formar una horquilla, la inserci6n o perdida de 5 pares de 

bases entre estos sitios rotara medic giro un sitio con respecto al otro alrededor del 

DNA (Dunn et al., 1984). Como resultado, la formaci6n de una horquilla ahora 

requerira no s61o de la uni6n de las proteinas al DNA para obtener los sitios cerca uno 

de otro, sino tambien de un medio giro para obtener los sitios en la lase correcta del 

DNA. Se ha observado que la interferencia para la formaci6n de la horquilla depende 

de el tamaiio, forma y flexibilidad de las proteinas involucradas, la distancia de 

separaci6n entre los sitios de uni6n y las energias utilizadas para la formaci6n de un 

loop (Dunn et al., 1984). Este tipo de experirnentos ha sido utilizado para caracterizar 

la formaci6n de un loop en el oper6n de arabinosa de E. coli (Li et al., 1988). 

1.5.2 Electroforesis de horquillas en circulos pequeiios de DNA 

La electroforesis de moleculas pequeiias de DNA superenrrolladas con 

proteinas unidas en diferentes sitios de uni6n ha sido usada en el estudio de la 

formaci6n de horquillas en el DNA (Kramer et al., 1988). La horquilla de DNA 

superenrrollada puede ser detectada efectuando una electroforesis bajo condiciones 

en la cual las proteinas pueden unirse al DNA y sus sitios de uni6n se encuentran en 

lase en el DNA durante la separaci6n electroforetica. Normalmente el complejo DNA­

proteina migra mas lentamente que el DNA sin proteina. En pequeiios circulos de DNA 

superenrrollado (incluidos plasmidos), este retardamiento puede ser visto cuando el 

DNA contiene uno o mas sitios de uni6n para una proteina, sin que se forme una 

horquilla de DNA. Cuando se forma una horquilla de DNA superenrrollado entre dos 

sitios de uni6n proteina-proteina, el complejo puede migrar mas que el DNA libre o 

DNA con proteinas unidas en uno o mas sitios (Kramer et al., 1988). La raz6n por la 

cual la movilidad se incrementa cuando se establece la uni6n proteina-proteina para la 

formaci6n de una horquilla, es debido a que la horquilla 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 uni6n estan presentes que cuando un sitio esta 

cercano y no establecen una horquilla de DNA (Kramer et al., 1988; Eismann et al., 

1990). El rango de disociaci6n es mucho menor cuando se encuentran ambos sitios 

interactuando con la uni6n proteina-proteina, el incremento de inestabilidad y las 

propiedades de mayor movilidad se afectan cuando se rota un sitio en la lase opuesta 

del DNA con respecto al otro sitio ya que nose establece una horquilla (Kriimer et al., 

1988; Eismann et al., 1990. Fig. 5). 
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tornado de Eismann et al., 1990. 

0 Cfrculo de DNA f"vvv-.t\ Cfrculo de DNA 
relajado l/\JVV\) Superenrrollado 

~ _ ~ Proteinas unidas 
()Q()O\j al DNA 

. . 

Protefnas unidas al DNA 
con un medio giro +/- 5 pb 

Proteinas unidas formando 
una horquilla de DNA 

Figura 5: Electroforesis de pequenos 
cfrculos de DNA con 
protefnas unidas. 
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1.5.3 Generacl6n de estructuras de sandwich 

En la generaci6n de una horquilla una protefna o complejos de protefna se unen 

a dos sitios en el DNA; al aumentar la concentraci6n de las protefnas y del DNA se ha 

observado que se generan interacciones protefna-protefna en dos dilerentes 

moleculas de DNA, entonces las dos molecules de DNA pueden ser unidas a !raves de 

protefnas y pueden former una estructura de "sandwich". La detecci6n de estas 

estructuras de "sandwich" es sencilla en ensayos de retardaci6n en gel, en el cual las 

protefnas se unen al DNA durante la electroloresis reduciendo el costo entropico para 

la lormacion de una horquilla. Cuando dos sitios se encuentran en dilerentes 

molecules, el costo entropico de lormaci6n de sandwich es menor (Shore et al., 1981 ) .. 

1.5.4 Alteraclones en la estructura de la horqullla. 

En algunos casos, el patron de protecci6n hacia DNAasal puede ser modificado 

con la introduccion o deleci6n de multiplos de 5 pb que provocan la perdida de 

sensibilidad a DNasal reflejando un cambio en la lase helicoidal del DNA, que se 

rnantiene en perfodos de 1 O a 11 pb. Un ejemplo de este lenomeno es la formaci6n 

artificial de una horquilla mediada por el represor del Iago lambda (Hochschild y 

Ptasshne, 1986). Norrnalmente el represor se une en lorma de dfmero a lo largo del 

DNA y las interacciones protefna-protefna son cooperatives. Las interacciones 

protefna-protefna son tan luertes que si los sitios de union son movidos 55 pb, la 

interaccion se mantine y se lorma una horquilla. La regi6n entre los sitios de uni6n 

muestra areas que son luertemente protegidas y aumenta la sensibilidad contra 

DNAasal. 

1.6 Curvature estatica en la regl6n de regulacl6n de aprE 

Por sf misma, la region de regulaci6n de aprE presenta una curvatura estatica. 

Se han realizado experimentos de PCR para rnapear la parte en esta regi6n que 

presenta curvatura estatica. Se comprob6 la existencia deque dos loci con curvatura 

estatica ubicados aproxirnadamente 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 monomeros unidos en sitios distantes en la cadena de 

DNA. Tai es el caso de las protefnas 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 la subtilisina, aun se desconoce 

la mayoria de los aspectos moleculares de la regulaci6n transcripcional del gen qua la 

codifica (aprE). Se ha propuesto que debido a la distribuci6n espacial de los 

reguladores del estado de transici6n que se unen a la regi6n reguladora, el rnecanismo 

de regulaci6n involucra la formaci6n de una asa de DNA (horquilla de DNA. Jan et al., 

2000). 

Si en la regi6n de regulaci6n de aprE se forma una horquilla de DNA a traves 

de la uni6n de la protefna Hpr en sus sitios de uni6n al DNA y para la lormaci6n de 

esta horquilla se requiere qua la proteina Hpr este en la misma lase del DNA, entonces 

la inserci6n o deleci6n de multiples de 5 pb cercanos al sitio de uni6n de Hpr 

provocara un cambio de lase en el DNA, impidiendo la lormaci6n de una horquilla y 

modificando la regulaci6n del gen. 
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetlvo general 

Analizar y caracterizar, mediante tecnicas de biologia molecular, si las posibles 

interacciones de los reguladores del gen aprE de Bacillus subtilis generan la formaci6n 

de una asa de DNA (horquilla de DNA) en su regi6n reguladora, y si la formaci6n de 

esta asa regula la expresi6n del gen aprE. 

3.1 Objetlvos especfflcos 

1.- Modificar la orientaci6n 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 expresi6n de aprE. 

2.- En base a los resultados obtenidos, proponer un modelo de regulaci6n para el gen 

aprE. 
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4. MATERIALES Y METOOOS 

4.1.1 Plasmldos 

4.1 Cepas bacterianas y Plasmidos 

Referencia 

pBR328 

pBRE-H 

[Bolivar y Rodriguez (1977)] (Bolivar y Rodriguez (1977) 

[pBR328 fragmento EcoRI-Hindlll de rraprEJ Este trabajo 

pBR-H5 [pBRE-H fragrnento Hindlll+5 pb-BamHI de rraprEJ Este trabajo 

pBR-H10 [pBRE-H fragmento Hindlll+10 pb-BamHI de rraprEJ Este trabajo 

pBR-H15 [pBRE-H fragrnento Hindlll+15 pb-BamHI de rraprEJ Este trabajo 

pBR-H20 [pBRE-H fragmento Hindlll+20 pb-BamHI de rraprEJ Este trabajo 

pSGPLK [Jan, J. et al., 2000] (Jan, J. et al., 2000) 

pSG-H5 [pSGPLK fragrnento EcoRI-Hina111+5 pb-BamHI de rraprEJ Este trabajo 

pSG-H1 O [pSGPLK fragmento EcoRI-Hindlll+ 1 O pb-BamHI de rraprEJ Este trabajo 

pSG-H15 [pSGPLK fragmento EcoRI-Hindlll+15 pb-BamHI de rraprEJ Este trabajo 

pSG-H20 [pSGPLK fragrnento EcoRI-Hindlll+20 pb-BamHI de rraprEJ Este trabajo 

pUC19 

pUCE-S 

pUC-S5 

[Boehinger Mannheim] (Boehinger Mannheim) 

[pUC19 fragmento EcoRI-Saci de rraprEJ Este trabajo 

[pUCE-S fragmento Saci+5 pb-BamHI de rraprEJ Este trabajo 

pUC-S10 [pUCE-S fragmento Saci+10 pb-BamHI de rraprEJ Este trabajo 

pUCE-D [pUC19 fragmento EcoRI-Smal de rraprEJ Este trabajo 

pUC-D5 [pUCE-D fragmento Smal+5 pb-BamHI de rraprE] Este trabajo 

pUC-D10 [pUCE-D fragmento Smal+10 pb-BamHI de rraprEJ Este trabajo 

pSG-S5 [pSGPLK fragmento EcoRI-Saci+5 pb-BamHI de rraprEJ Este trabajo 

pSG-S1 O [pSGPLK fragmento EcoRI-Saci+ 10 pb-BamHI de rraprEJ Este trabajo 

pSG-D5 [pSGPLK fragmento EcoRI-Smal+5 pb-8amHI de rraprEj Este trabajo 

pSG-D1 O [pSGPLK fragmento EcoRI-Smal+ 10 pb-BamHI de rraprEJ Este trabajo 
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4.1.2 Cepas 

Escherichia coli JM101 

Bacillus subtilis BSR1 

B. subtilis BSR6 

B. subtilis BSR-H5 

B. subtilis BSR-H10 

B. subtilis BSR-H15 

B. subtilis BSR-H20 

B. subtilis BSR-S5 

B, subtilis BSR-S10 

B. subtilis BSR-D5 

B. subtilis BSR-D20 

Referencla 

[(lac-pro) supE thiF' tra030 proAB lac/ ZM15)J 
(Messing J. 1979) 

[ Dnpr hisA glyBj (Jan, J. et al., 2000) 

[BSR1 amyE::pSG31.5 ca~ (Jan, J. et al., 2000) 

[BSR1 amyE::pSG-H5 ca~ Este trabajo 

[BSR1 amyE::pSG-H10 ca~ Este trabajo 

[BSR1 amyE::pSG-H15 ca~ Esta trabajo 

[BSR1 amyE::pSG-H20 ca~ Este trabajo 

[BSR1 amyE::pSG-S5 ca~ Este trabajo 

[BSR1 amyE::pSG-S10 ca~ Este trabajo 

[BSR1 amyE::pSG-D5 ca~ Este trabajo 

[BSR1 amyE::pSG-D10 ca~ Este trabajo 
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4.1.3 Ollgonucle6tldos utlllzados 

Apre400 

Subjan 

Sacl-5 

Sacl-10 

Sac I-rev 

Srnal-5 

Srnal-10 

Srnal-rev 

H20 

H15 

H10 

H5 

Hrev 

5'AA'l"l'CAGCGGCGCAA'l'GGCGGCCGCATCT3' 

5'GATCCCCCATCCACAA'l."l"l.'T'l"CTCTTTACCC3' 

5 'TATCGAGCTCATTGTTCTCACGGAAGCACACGC3' 

5'TATCGAGCTCAGTACATTGTTCTCACGGAAGCACACGC3' 

5'CCGGCTCGAGCTATAATAGCACTATA••>.J>.AGTTTC3' 

5'GTCTCCCGGGTACGGAAATAGCGAGAGATGATATACC3' 

5'GTCTCCCGGGAATTGTACGGAAATAGCGAGAGATGATATACC3' 

5'CGGCGGGCCCTCTGAGCTTTATTGATAAAGG3' 

5 ~ C'r'l'AAA'l'AGAQA'l'AAGC'l"l'll'l'CCAG'l'AACAG'l'AAAA"l'CATC'l'CAAAAA3 ' 

5'CTTAAATAGAGATAAGCTTAATCCAGTAAAAATCATCTCAAAAA3' 

5 'CTTAAATAGAGATAAGCTTAATCCAAATCATCTCAAAAA3 ' 

5'CTTAAATAGAGATAAGCTTAAATCATCTCAAAAA3' 

5'CCCGAAGCTTATCTCTATTTAGGTATATC3' 
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4.2 Condiclones de crecimlento 

Las cepas bacterianas de E. coli se crecieron rutinariamente en medio Luria 

Bertani (LB. Sambrook et al., 1989), suplementado con antibi6ticos, a las 

concentraciones necesarias. Para la conservaci6n de las cepas se utilize media liquido 

LB adicionado con glicerol; refrigerando inmediatamente y conservando hasta su uso a 

la temperatura de -70°C (Sambrook et al., 1989). Para el manejo de las cepas, 

primeramente, se tom6 una asada del cepario en glicerol y se plate6 en cajas de Petri 

con media LB agar y suplementado con los requerimientos especificos de cada cepa. 

El uso de LB s61ido se utiliz6 tanto para preparaciones de precultivos liquidos de LB, 

coma para llevar a cavo medias de selecci6n en las transformaciones (Sambrook et al., 

1989). 

Las cepas de 8. subtilis se crecieron rutinariamente en matraces Fernback con 

500 ml de media de esporulaci6n Shaeffer, a 37°C (Shaeffer et al., 1965), para los 

ensayos de actividad de ~-Galactosidasa. 

El crecimiento de las cepas de 8. subtilis utilizadas coma precultivos, asi coma 

para su conservaci6n en glicerol, se realize de forma igual que para las cepas de E. 

coli (Sambrook et al., 1989). 

4.3 Construcciones genetlcas y analisls de secuencla de DNA 

Los plasmidos fueron purificados por media de tecnicas de Biologia Molecular 

basica (Sambrook et al., 1989), con excepci6n de aquellos utilizados para su analisis 

por secuencia, fueron purificados usando un Kit de reactivos Qiagen, de acuerdo a las 

instrucciones del proveedor. (Quiagen Inc., Chatsworth, CA). Las enzimas de 

modificaci6n y restricci6n de DNA fueron obtenidas de Gibco BRL (Life tecnologies, 

Grand Island N. Y.) y fueron usadas de acuerdo a las instrucciones del proveedor. 

4.4 Fuslones traduccionales de rraprE-lacZ 

Las fusiones traducionales de la region 5 · de regulaci6n de gen aprE (rraprE) 

se llevaron a cabo utilizando el gen reportero lacZ de E. coli; el cual ha sido empleado 

de manera eficiente en la investigaci6n de la regulaci6n de aprE y otros genes en 8. 

subtilis. (Jan et al., 2000).La fusion es efectuada al incorporar la rraprE en su extrema 
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3' con el sitio de restricci6n 8amHI utilizando el oligontlcleotido subjan, (Fig. 4) el cual 

incorpora este sitio en lase con el gen laCZ que se encuentra en el vector pSGPLK. El 

vector pSGPLK es un vector que presenta un gen de resistencia a ampicilina y un 

origen de replicaci6n que permite su replicaci6n en E coli, asi mismo presenta el gen 

de resistencia a cloranfenicol, un sitio de multiple clonaci6n unido al el gen laCZ con un 

sitio de clonaci6n 8amHI en su extrema 5', y flanqueado con los fragmentos 5' y 3' del 

gen amyE de 8. subtilis. (Jan et al., 2000). Este plasmido permite la integraci6n al 

cromosoma por medio de una doble recombinaci6n hom61oga al locus amyE. 

4.5 Ensayo de actlvldad para P-Galactosldasa 

El ensayo para determinar actividad de P-Galactosidasa en las cepas de 8. 

subtilis que llevan mutaciones en la regi6n 5' de regulaci6n del gen aprE lue realizado 

segtln 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 pequeiias modificaciones basadas en la experiencia del laboratorio en 

estas determinaciones (Fig. 1 ), 

Primeramente se hace una separaci6n de colonias, estriando una asada de la 

cepa en glicerol y dejando en incubaci6n a 37'C durante un dia. Posteriormente se 

toma una colonia y se deja crecer en medio LB hasta su lase estacionaria. De este 

in6culo se depositan 200 µI a un prein6culo de 3 ml de medio Shaeffer por 

aproximadamente 3 hrs. En este tiempo el cultivo alcanza aproximadamente 0.5 

unidades de densidad 6ptica leidas a 600 nm. Se ajusta la densidad 6ptica de todos 

los cultivos a 0.5 unidades y se inoculan de los precultivos en alicuotas que van de 0.5 

a 2 ml; esto depende estrictamente del calculo de ajuste a 0.5 unidades. Se inoculan 

500 ml de medio Shaeffer y se muestrea cada media hora despues 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 determinaci6n de proteina y el ensayo de actividad de 

p-Galactosidasa. En este trabajo en particular, el muestreo se sigui6 hasta el tiempo t 

6 (ver Fig. 1 ). 
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5. RESULTADOS 

5.1 Construcci6n de mutantes 

Para obtener mutantes que presentaran cambios en la orientaci6n rotacional del 

DNA en la regi6n 5 • de regulaci6n del gen aprE, se procedi6 a diseiiar oligos que 

introdujeran mtlltiplos de 5 pb en algunos sitios de la regi6n de regulaci6n de aprE y 

que presentaran la misma composici6n de nucle6tidos A-T/C-G para no alterar la 

composici6n general de rraprE (Fig. 6). 

Uno de los sitios de inserci6n elegidos fue cerca del sitio 2 de uni6n al represor 

Hpr, sin afectar su secuencia de reconocimiento y uni6n (Fig. 6). Se introdujeron 

mtlltiplos de 5 pb (5, 10, 15 y 20), provocando en la topologia del DNA medias giros y 

giros completos con respecto a la topologia silvestre del gen. 

Se amplific6 un fragmento de 373 pb utilizando el oligo aprE400, el cual 

introduce en el extreme 5 • del fragmento un sitio de restrici6n para la enzima EcoRI y 

el oligo Hindlll-rev, que introduce en el extreme 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 transform6 y se seleccionaron colonias 

sensibles al antibi6tico cloranfenicol. A este vector se le nombro pBRE-H y fue 

utilizado para la construcci6n de las mutantes que llevan el sitio Hindlll y los mtlltiplos 

de 5 pb (pBR-H5, pBR-H10, pBR-H15 y pBR-H20. Fig. 7). 

Una vez obtenido este vector, se procedi6 a amplificar el resto de la secuencia 

5 · de regulaci6n hasta los Ires primeros codor.es del gen de aprE Se utiliz6 el oligo 

subjan, el cual introduce un sitio de BamHI en el extrema 3 • y cuatro diferentes oligos, 

Hindlll-5, Hindlll-10, Hindlll-15 y Hindlll-20, los cuales introducen un sitio de Hindlll en 

el extrema 5 · y adicionan 5, 10, 15 y 20 pb, respectivamente, a la rraprE en la posici6n 

-60 (Fig. 6 y 7). Los fragmentos amplificados fueron digeridos con BamHI y Hindlll y 

clonados en el vector pBRE-H, digerido con las mismas enzimas de restricci6n. Las 

mutantes fueron seleccionadas con tetraciclina (30 µg /ml). 
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EcoRI 

aprE400 
AATTCAGCGGCGCAATGGCGGCCGCATCTGATGTCTI'TGCTTGGCGAATG'M'CATCTTATTTCTTCCTCCCTCTCAATAATT'ITl'T 

5 'GAATTCAGCCC'..CGCAATGGCGGCCGCATCT3' 

Hpr 4 Hpr 3 SinR 

SacI-rev 3'GAAACT'M"M'"I'ATAGTGCTATTATAGC."l'CGAGCCGG5' 

SinR DegU 

CAGGTCATTTGMCGAATTTfT'ICGAC• GGAATTTGCCGGGACTCAGGAGCATTTAACCTA.AAAAAGCATGACATTTC • GCl\TMTGl•ACATT'l'ACTCt\TGT 

HindIII-rev 3'CTATATGGATTTATCTCTA'l"l'CGAAGCCC5' 
HindIII-20 5 'CTTAAATAGAGATAAGCT'l'AATCCAGTAACAGTAAAATCATCTCAAAAA3' 

HindIII-15 5 'CTTAAATAGAGATAAGCT'l'AATCCAGTAAAAATCATCTCAAAAA3' 
HindIII-10 S'CTTAAATAGAGATAAGC'l"l'AATCCAAATCATCTCAAAAA.3' 

HindIII-5 5 • CTTAAATAGAGATAAOC'rrAAATCATCTCAAAAA3' 

~ CTATTTTCGTTCTTTTCTGTATGGAAATAGTTATTTCGAGTCTCTACGGAAATAGCGAGAGM&iii3Eihi&Fii&ftuTCATCTCAAAAAAATG 
SmaI-5 5 'GTCTCCCGGGTACGGAAATAGCGAGAGATGATATACC3' Hpr 2 

SmaI-10 5'GTCTCCCGGGAATTGTACGGAAATAGCGAGAGATGATATACC3' 
SmaI-rev 3'CCTTTATCAATAAAGCTCAGAGGGCCCGCCG 

Hpr 1 

GG 

AbrB 

BamHI 
TCG'ITITITAACACCTACCCCC'l'AGG-5' 
AGCAAAAAATTGTGGATGGGGGATC 

+ 1 Subj an 3' CCCATTTCTCACTCT 
TTCACAGAATAGTCTTTTAAGTAAGTCTACTCTGAAI ITTTTTAAAAGGAGAGGGTAAAGAGTGAGA 

Figura 6: Secuencia y mutaciones en la regi6n 
5 · de regulaci6n del gen aprE. 
Los sitios de pegado de las proteinas 
reguladoras son mostrados. 



EcoRI Hpr2 Hpr1 apzE 

oligo aprE400 
5

~ oligo HindIII rev 
+ HindIII 

oligos HindIII 

fragmento de PCR 373 pb 
EcoRI 

HindIII .. +2Q 

Hi~+15 
Hind~+,O 
Hind~+S 

""-... ~ oligo Subjan 
~amHI 

fragmentos de PCR 
HindIII .. +2Q fP-9 162 pb 
H~ndIIIIJ +15 a:::::,o.o 157 pb 

' --•5 ....0:::::::0,, 147 pb -BamHI 

\ 

+5~ndIII Z'.~+10 ~ 152 pb 

EcoRI HindIII BamHI 

cmRI JtcRI f\ pBRE-H 
_...,.t'.:c... ::J,, -c-::::;•--::c)ot:'.:::::v.:)111· --

psR32a +5 pBR32a., 

arny-f 

EcoRI HirxiIII BamHI pBR-H5 

.... ..c:::1,,,--:=-,-:::::.---....,;=-,.l..«::::,o,,c~)--•PBR-H10 
pBR-H15 
pBR-H20 

+5 

I :;~ t +20 

HindIII BamHI 
lac.'l. 

+5 pSG-H5 
+10 pSG-H1 0 +15 
+20 pSG-H1 5 

pSG-H20 

amy cepas 

arny-b 

cromosoma de Bacillus subtilis 

BSR-HS 
BSR-H1 0 
BSR-H1 5 
BSR-H20 

Figura 7:Construcci6n de los plasmidos y las cepas 
con mutaciones de multiples de 5 pb en la rraprE 
con la introducci6n de un sitio HindI I I. 
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Una vez que se obtuvieron las clonas, se purificaron los plasmidos, se confirm6 

la existencia de cada una de las mutaciones por digesti6n con las enzimas 

correspondientes y se secuenciar6n los fragmentos correspondientes a las distintas 

versiones de la regi6n de regulaci6n de aprE mutagenizada. A estos plasmidos se les 

nombraron p8R-H5, p8R-H10, p8R-H15 y pBR-H20 (Fig. 7). 

Se hizo un PCR de los plasmidos p8R-H5, p8R-H10, p8R-H15 y p8R-H20, 

utilizando los oligos aprE400 y subjan, se purificaron los fragmentos y se digirieron con 

las enzimas de restricci6n EcoRI y BamHI. Estos fragmentos se ligaron al vector 

pSGPLK (Jan, et al., 2000) en sus sitios unicos de EcoRI y BamHI. El sitio de BamHI 

permite una fusi6n traduccional con el gen reportero lacZ en este vector. pSGPLK 

puede estar presente en la bacteria E. coli como un plasmido replicativo, mientras que 

en B. subtilis es integrativo. Las construcciones son integradas por medic de una doble 

recombinacl6n hom61oga en el locus del gene de amilasa, amyE, permitiendo 

seleccionar a las transformantes en un medio de selecci6n con almid6n, cloranfenicol y 

producci6n de color azul en medic con X-gal (Jan, et al., 2000; Maniatis et al., 1982). 

A los plasmidos obtenidos se les nombraron pSG-H5, pSG-H10, pSG-H15 y pSG-H20 

y a las clonas de 8. subtifis con las integraciones en el locus amyE, BSA-HS, BSR­

H1 O, BSR-H15, BSR-H20, respectivamente (Fig. 7). 

Se hizo una prueba cualitativa del efecto de las inserciones de multiplos de 5 pb 

en la posici6n -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 P-Galactosidasa de manera 

secuencial, siendo mayor el aumento en actividad en la cepa H20 y menor en las otras 

cepas H15, H10y HS (datos no mostrados). 

Otro de los sitios elegidos para introducir medics giros y giros completos fue en 

la posici6n -99, entre los sitios de union del represor Hpr (sitio 2) y el sitio de uni6n a 

DegU, sin afectar las secuencias de reconocimiento y uni6n (Fig. 6 y 8). Para ello, se 

elaboraron diferentes oligos que pudieran introducir multiplos de 5 pb, provocando en 

la topologfa del DNA giros completos y medios giros con respecto a la topologfa 

silvestre del gen (Fig 6 y 8). 

JI 



Ee~ Hpr4 r3 Hpr2 Hpr1 aprE 

oligo aprE 400 +5 ~al oligo SmaI rev 

oligos SmaI 

fragmento de PCR 343 pb 

E~ 

~+10 
Sm~+5 

\ 

+5~' 

Eco RI Smal 8am HI 

'-...... ~ oligo Subjan 
~amHI 

fragmentos de PCR 
Smar ~ Smal .. +10 201pb 

• +5 186 pb 

~HI 

1 ------'c~1 ___ pucE-o --.c::lo, -c::-c:,.. - ...I 

.. pUC19 +5 pUC19 • 

pUC-D5 
----.c::i---C>-:::)-----l(:::::---a:::)l)-ci~),--•PUC-D10 

Eco RI Smar 8am HI 

amy-£ 

cromosoma de Bacillus subtilis 

SmaI 

I +5 t +10 

Bam HI 

+5 pSG-D5 
+10 pSG-D1 O 

lac:2 

cepas 

amy-b 

BSR-D5 
BSR-D1 0 

Figura 8:Construcci6n de los plasmidos y las cepas 
con mutaciones de multiples de 5 pb en la rraprE 
con la introducci6n de un sitio SmaI. 
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Se elaboraron oligos qua introducen un sitio unico de Smal. Se amplilic6 un 

fragmento de 343 pb utllizando el oligo aprE400 y el oligo Smal-rev, el cual introduce 

en el extremo 3 • del Jragmento un sitio de Smal. Esta fragmento fue purificado de un 

gel de agarosa y clonado en el vector pUC19, digerido en sus sitios unicos del 

enlazador con EcoRI y Smal, ligado con el fragmento amplificado y digerido con las 

mismas enzimas de restricci6n. Se transform6 y se seleccionaron colonias sensibles al 

antibi6tico ampicilina. Este vector, con este fragmento se le nombr6 pUCE-D y fue 

utilizado para la construcci6n de las mutantes que llevan el sitio Smal y los multiplos 

de 5 pb en la posici6n -99 (pUC-D5 y pUC-D1 O. Fig. 6 y 8). 

De manera semejante a las otras construcciones, se utiliz6 el oligo subjan, el 

cual introduce un sitio de BamHI en el extremo 3 • y los oligos Smal-5, Smal-10, qua 

introducen un sitio de Smal en el extremo s·, obteniendose fragmentos de 186 y 201 

pb, respectivamente. Los fragmentos fueron digeridos con BamHI y Smal y clonados 

en el vector pUCE-D, digerido con las mismas enzimas de restricci6n y las mutantes 

fueron seleccionadas con ampicilina (100 µg/ml) (Fig 8). 

Se purificaron los plasmidos, se confirm6 la existencia de cada una de las 

mutaciones por digesti6n con las enzimas correspondientes y se secuenciar6n los 

fragmentos de la regi6n de regulaci6n 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 restricci6n EcoRI y 

BamHI; estos fragmentos se ligaron al vector pSGPLK en los sitios unicos de EcoR1 y 

BamHI. A los plasmidos obtenidos se les nombraron pSG-D5 y pSG-D10 ya las clonas 

de 8. subtilis con las integraciones en el locus amyE , BSR-D5, BSR-D10, 

respectivamente (Fig. 8). 

Para obtener una vision mas precisa de los efectos de insertar multiplos de 5 

pb, por ultimo se eligio un sitio cercano de union al represor Hpr (sitio 3) y el sitio de 

union a SinR, sin afectar su secuencia de reconocimiento y union en la posicion -268 

(Fig. 6 y 9). 
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Se elaboraron oligos que introducen en la secuencia un sitio ,mica de Sacl. Se 

amplific6 un fragmento de 165 pb utilizando el oligo aprE400 y el oligo Sacl-rev, que 

introduce en el extrema 3' del fragmento un sitio de Sacl. Esta fragmento fue purificado 

de un gel de agarosa y clonado en el vector pUC19, digerido en sus sitios unicos del 

enlazador con EcoRI y Sacl, ligado con el fragmento amplificado y digerido con las 

mismas enzimas de restricci6n. Se transform6 y se seleccionaron colonias sensibles a 

el antibi6tico ampicilina (100 µg/ml). Al vector construido se le nombr6 pUCE-S y fue 

utilizado para la construcci6n de las mutantes que llevan el sitio Sacl y los multiplos de 

5 pb en la posici6n-268 de la rraprE(pUC-S5 y pUC-S10. Fig 6 y 9). 

De manera semejante a las otras construcciones, se utiliz6 el oligo Subjan el 

cual introduce un sitio de BamHI y los oligos, Sacl-5, Sacl-10, que introducen un sitio 

de Sacl en el extrema 5 ·, obteniendose fragmentos de 364 y 369 pb, respectivamente. 

Los fragmentos fueron digeridos con BamHI y Smal y clonados en el vector pUCE-S, 

digerido con las mismas enzimas de restricci611 y las mutantes fueron seleccionadas 

con ampicilina (100 µg/mL Fig 9). 

Se purificaron los plasmidos, se confirm6 la existencia de cada una de las 

mutaciones por digestion con las enzimas correspondientes y se secuenciar6n los 

fragmentos de la regi6n de regulaci6n de aprE mutagenizada. A estos plasmidos se les 

nombraron pUC-SS y pUC-S10 (Fig. 9). 

Se hizo un PCR de los plasmidos utilizando los oligos aprE400 y subjan. Se 

purificaron los fragmentos y se digiri6 con las enzimas de restricci6n EcoRI y BamHL 

Estos fragmentos se ligaron al vector pSGPLK en los sitios unicos de EcoRI y BamHI. 

A los plasmidos obtenidos se les nombro pSG-S5 y pSG-S10 y a las clonas de 

B. subtilis con las integraciones en el locus amy, BSR-SS y BSR-S10, respectivamente 

(Fig. 9). 
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con la introducci6n de un sitio sacI. 
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5.2 Determinaciones de actlvidad de IJ-Galactosidasa 

Se hicieron determinaciones de actividad de j3-Galactosidasa de las cepas BSR­

H5 (Hindi II + 5 pb), BSR-H10 (Hindlll + 10 pb), BSR-H15 (Hindlll + 15 pb), BSR-H20 

(Hindlll + 20 pb). Se observ6 que la actividad de j3-galactosidasa incrernentaba 

conforme aumentaba el distanciamiento de los silos de uni6n de Hpr, sitios 1 y 2 (Fig. 

10 y 11 ). El aumento en la actividad observada fue debido a la perdida de 

cooperatividad del represor Hpr en estos sitios. Este resulted? es muy importante ya 

que es el primer dato que establece cooperatividad en este sistema y que involucra la 

participaci6n de la protefna Hpr en sus sitios de uni6n 1 y 2 (Fig. 7, 10 y 11). 

Se hicieron determinaciones de actividad de j3-Galac,osidasa de las cepas BSR­

S5 (Sacl + 5 pb) y BSR-S10 (Sacl +10 pb). Se observ6 que las actividades de p­
Galactosidasa aumentaron con respecto a la cepa Silvestre. En el caso particular, la 

cepa BSR-S5 present6 una actividad maxima de 1630 u/mg proteina al tiempo 13; 

mientras queen la cepa BSR-S10 se observ6 una actividad maxima de 1549 u/mg de 

proteina al tiempo t6 (tiempo relative a la esporulaci6n). 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 silo 2 de uni6n con un medio giro. La actividad es restablecida parcialmente 

en la cepa BSR-S1 O con un giro complete. Estes datos apoyan la hip6tesis de la 

formaci6n de una horquilla de DNA entre el sitio 2 y 3 de uni6n de Hpr. El 

restablecimiento en la actividad no es total, tal vez debido a que tambien se estan 

modificando otros silios de union de los reguladores DegU y SinR (Fig. 10 y 12). 

Cuando se hicieron determinaciones de actividad de j3-Galactosidasa de las 

cepas BSR-D5 (Smal + 5 pb) y BSR-D10 (Smal +10 pb), se observo que las 

actividades de j3-Galactosidasa aumentaron con respecto a la cepa silvestre. En el 

caso particular de la cepa BSR-D5, presento una actividad maxima de 1005 u/mg de 

proteina en el tiempo 15, mientras que en la cepa BSR-D1 O mostr6 una actividad 

maxima de 1208 u/mg de proteina en el liempo 16. Este aumento representa un 

restablecimiento parcial de la 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 union con un 
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rnedio giro. La actividad es restablecida parcialmente en la cepa BSR- D1 O con un giro 

completo. Estos datos corroboran que se esta estableciendo la formaci6n de una 

horquilla de DNA en .el sitio 2 como en el sito 3 de uni6n de Hpr en el gen aprE. El 

restablecimiento parcial es debido a lo antes mencionado (Fig. 7, 10 y 12). 

En la figura 1 O se puede apreciar que el efecto en las mutaciones es mas 

drastico en las cepas BSR-D5 y BSR-D10 queen las cepas BSR-S5 y BSR-S10. Esta 

diferencia puede ser debida a que no s61o se esta modificando rotacionalmente el sitio 

de uni6n de Hpr (Fig. 7), sino que tambien se esta modificando muy probablemente el 

sitio de uni6n del activador DegU. Estos datos nuevamente estan en favor de la 

hip6tesis de la formaci6n de una horquilla de tipo represora protefna-protefna de DNA, 

que involucra la participaci6n de la protefna Hpr en los sitios 2 y 3 en la regi6n de 

regulaci6n del gen aprE. 
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MODELO PROPUESTO 

-400 

Mutaciones Smar 

Mutaciones HindI II 

Figura 10: Curvatura en el gen aprE, sitios de uni6n 
de proteinas reguladoras y mutaciones 
realizadas. 

38 



~ e 

2500 

2000 

i 1500 

~ c 
:, 

1000 

500 

0 

Figura 11: Actividad de ~-galactosidasa en mutantes rraprE-lacZ que llevan inserciones 
de 5, 1 O, 15 y 20 pb entre los sltios de unl6n Hpr1 y Hpr2 

------------------------

2 3 4 5 6 

Tlempo relatlvo al lnlclo de esporulacl6n (hrs) HS, H10, H15 y H20 

EcoRI r1 

7 

-a--wr 
_._HS 

-O-H10 

.......... H15 

-ir-H20 ---~ 

lac Z 



... 
0 

1800 

1600 

1400 

1200 

.ii e 1000 

i 
'.9 800 - · 
C 
:::, 

600 

400 

Figura 12: Actividad de ~-galactosidasa en mutantes rraprE-lacZ que llevan lnserclones 
de 5 y 20 pb entre los sitlos de unl6n DegU y Hpr2, SlnR y Hpr3 

0 "-~~~~~~~~~~~~~~~·~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

0 2 3 4 5 6 7 

SlnR DegU 

-0-WT 

:~ss 

l
--o-S10 
-+-D5 ' 

c::!:: D10 

lac Z 



6. DISCUSION 

El gen aprE · es un gen que se encuentra mullirregulado, siendo sus 

reguladores principales los represores AbrB, Hpr y SinR, y estando regulado 

positivamente por el sistema de dos componentes DegS/DegU. La proteina 

represora Hpr posee 4 sitios de uni6n en la regi6n 5 · de regulacl6n. El primer silo 

de uni6n sobrelapa la regi6n promotora del gen aprE de manera similar al sitio de 

uni6n de la proteina AbrB. Aun no es muy claro porque un gen que pudiera parecer 

no esencial para la supervivencia de 8. subtilis se encuentra tan regulado. Al 

parecer este gen podria ser mas importante de lo que originalmente se pens6 en su 

entomo natural, donde las condiciones de crecimiento estan determinadas por el 

ambiente, siendo necesario el ahorro de energfa y biomoleculas empleadas en la 

sintesis de proteinas. En estas condiciones de limitaci6n de nutrimento, la sintesis 

de la proteasa alcalina subtilisina, es requerida para la obtenci6n de nutrimento 

dificilmente accesibles. En condiciones de crecimiento en el laboratorio, la sintesis 

de esta proteina es mayoritaria del total de proteinas expresadas a partir del estado 

de transici6n hasta mas o menos cuatro horas despues de 10. En condiciones de 

laboratorio el gen puede ser interrumpido en el genoma no se producen alteraciones 

fenotfpicas, ni cambios en el ciclo de vida de 8. subtilis. Pero aun se desconoce 

como pudiera ser la expresi6n de aprE en vida libre ante distintos cambios del 

medio ambiente. 

Es posible pensar que los sistemas de regulaci6n en los que existe la 

formaci6n de horquillas de DNA a !raves interacciones de lipo proteina-proteina, 

sean altamente finos en su regulaci6n. Un ejemplo de este tipo de sistema de 

regulaci6n es el mediado por el represor Hpr sobre aprE. Se han encontrado otros 

sitios de uni6n de este regulador en los genes del gen nprE asi como en el oper6n 

de sin, teniendo en ambos casos dos sitios de union separados por varios pares de 

bases, por lo que se podria sugerir la formaci6n de una horquilla represora en estos 

genes, de una manera mas general coma se ha descubierto en otros sistemas 

bacterianos. Seria muy importante, ahora que se cuenta con el genoma completo de 

8. subtilis, localizar si en las regiones de regulaci6n de otros genes, el represor Hpr 

puede actuar simultaneamente en dos sitios distantes y si este es un sistema 

general de regulaci6n del represor Hpr. Tambien es importante resaltar que la 
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interacci6n de Hpr en el gen aprE es a !raves de cuatro sitios de uni6n de esta 

proteina rnonomerica, en tanto que la formaci6n de horquillas por proteinas es 

mayoritariamente de proteinas dirnericas y formando tetrameros al interactuar en la 

regi6n de regulaci6n, como es el caso del represor del Iago 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 interacci6n cooperativa de Hpr en su pegado a los sitios de uni6n 1 y 2 en la 

regulaci6n de aprE. 

Se sabe que la regulaci6n a distancia de un activador, corno de un represor, 

es favorecida por la forrnaci6n de una horquilla de DNA que permite la interacci6n 

de estas proteinas con la RNA polimerasa. En el modelo que se ha propuesto 

intervienen distintas proteinas que interactuan a distancia en el gen de aprE, una de 

ellas es la proteina SinR, que actua corno represor en este sistema; el otro es la 

protefna DegU 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 formaci6n de la 

horquilla de DNA mediada por Hpr no se lleve a cabo, sin embargo sabernos que no 

se pierde el efecto regulador de otras proteinas reguladoras como DegU y SinR, 

que tambien actuan a distancia. Una opci6n seria que ellas mismas establecieran la 

formaci6n de una horquilla para interactuar con la RNA polimerasa, sin embargo, 

nuestros resultados de medici6n de actividad de Jl-galactosidasa en nuestras cepas 

mutantes indican que este no es el caso. La explicaci6n mas probable para 

entender la conservaci6n de la regulaci6n por DegU y SinR en cepas (hpr-) es la 

que considera que la horquilla pueda ser formada por la curvatura intrinseca del 

DNA en la regi6n de regulaci6n de aprE. Es posible que la curvatura estatica del 

DNA en la region de regulaci6n de aprE pudiera ser suficiente para permitir una 

interacci6n de estas proteinas reguladoras con la RNA polimerasa, tal y corno se ha 

demostrado en otros sistemas de regulaci6n en ausencia de una horquilla por 

interacci6n proteina-proteina, coma ejemplo el oper6n araBAD. 

Tomando en cuenta que para la regulaci6n del gen aprE es necesario mas de 

400 pb hacia arriba del inicio de la transcripci6n y su transcripci6n es en direcci6n 

divergente respecto a la del gen yh/0 que se encuentra rio arriba (Fig. 13), podria 

pensarse que las regiones de regulaci6n de aprE y yh/0 comparten silios de 
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pegado a proteinas reguladoras. lCual es el limite de los sitios de regulaci6n de 

uno y otro gen?. El papel de la proteina codificada por yhfO aun es desconocido, sin 

embargo es posible pensar que este relacionada con la lase estacionaria de 

crecimiento, ya que se observ6 que el sitio 4 de uni6n de Hpr sobrelapa dos pares 

de bases de la posible caja -35 del promotor del gen yhfO. Esta sitio 4 es un sitio 

reportado de uni6n de Hpr en la regulaci6n de aprE. Adicionalmente, el programa 

detect6 otro sitio mas arriba del sitio 4 de uni6n de Hpr (sitio 5) con respecto al gen 

aprE, qua sobrelapa exactamente sobre la probable caja -10 del promotor de yhfO. 

Aun no se ha reportado si este sitio de uni6n es utilizado por Hpr, pero esto hace 

aun mas interesante como podria establecerse una regulaci6n a !raves de Hpr que 

regulara ambos genes simultaneamente. Seria importante realizar experimentos 

fusionando un gen reportero que permitiese detectar la expresi6n del gen yhfO y 

correlaciona~o con la expresi6n de aprE. Todavia falta obtener mas datos sobre 

coma se lleva acabo la regulaci6n de genes multirregulados que pueden forrnar 

estructuras secundarias en el DNA, coma es el caso de aprE, pero conforme se 

continue trabajando en estos sistemas de regulaci6n se podra argumentar con 

mayor seguridad la importancia que tiene este tipo de regulaci6n en el ciclo de vida 

de a. subtilis . 
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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 uni6n Hpr1 y Hpr2 en la regi6n de 

regulaci6n de aprE para establecer una interacci6n proteina-protefna de tipo 

cooperative. 

Los sitios Hpr2 y Hpr3 del represor Hpr presentan interacci6n protefna-proteina, 

estableclendose la forrnaci6n de una horquilla de DNA de tipo represor y se requlere 

que ambos sitios esten en lase para que se establezca esta interacci6n. 

Las determinaciones de actividad de ~-Galactosidasa entre las mutaciones que 

presentan multiples de 5 pares de bases e insertan el sitio Seal y las mutaciones que 

insertan el sitio Smal, demuestran que se establece una horquilla mediada por el 

contacto de la proteina Hpr en los sitios de uni6n Hpr2 y Hpr3. Se puede observar que 

el desfasamiento de los sitios de uni6n de Hpr como el restablecimiento de la lase de 

los silos en las mutaciones que presentan el sitio de uni6n Smal, presentan menor 

actividad que las mutaciones en los sitios Seal. Esta efecto puede ser debido a qua se 

estan modificando tambien los sitios donde acttlan 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 mas a esclarecer come se lleva la regulaci6n en aprE 

en B. subtilis. 

Establecer el efecto que se daria al efectuar mutaciones de desfasamiento en el 

sitio 4 de uni6n de Hpr en aprE, debido a que este sitio en particular puede ser 

utilizado para la regulaci6n del gen divergente yhfO. 

Efectuar mutaciones de desfasamiento hacienda mutaciones en dos sitios 

diferentes al mismo tiempo. Como ejemplo, mutaciones dobles en los sitios Hpr1 y 

Hpr4, Hpr2 y Hpr3 de uni6n del represor Hpr, que daria una visi6n mas clara de c6mo 

interactua DegU y SinR en la rraprE. 

Hacer una determinaci6n por analisis de secuencia gen6mica 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 regulaci6n es mediada por una 

horquilla reguladora de tipo proteina-proteina. 

' 
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9.APENDICE 

9.1 Tecnlcas generales de Blologia Molecular 

9.1.1 Medlos de cultlvo 

Luria Bertoni (LB) 

Bactotriptona 

NaCl 

Extracto de levadura 

pH 7.2 

(Sambrook et al., 1989). 

Luria Bertoni (LB) s61ido 1 L. 

Bactotriptona 

NaCl 

Extracto de levadura 

Bacio-agar 

(Sambrook et al., 1989). 

Shaeffer 1 L. 

Extracto de came 

Bactopeptona 

KCI 

MgSO• 

3g 

5g 

1 g 

0.13 g 

Ajustar el pH a 7 con NaOH y esterilizar. 

10 g 

5g 

5g 

10 g 

5g 

5g 

1.5 g 

Por separado agregar sales para un litre de medic Shaeffer. 

Sales para Shaeffer 1 L. 

1 mM Feso. 1 ml 
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1 M Na2S04 

1 mM MnCl2 

(Shaeffer et al., 1965) 

1 ml 

1 ml 

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

Buffer SET Sacarosa 

EDTA 

Tris-HCI pH 7.6 

RNAsa: Ribonucleasa Pancreatica A 

Acetato de sodio 

EGTA 

pH 4.8 

Activarla calentando a 80°C durante 10 min. 

Soluci6n litica: SDS 

Na OH 

Acetato de sodio: Acetato de sodio 

20% 

50mM 

50mM 

10 mg/ml 

100 mM 

0.3mM 

1.0% 

Ac. acetico cbp pH 4.8 

H20 cbp 

0.2 N 

40.83 gr 

30ml 

100ml 

9.1.3 Mini Screening de Plasmldos por llsls alcalina. 

1. lnocular 3 ml de medio Luria con una sola colonia bacteriana. Agregar el antibi6tico 

requerido e incubar toda la noche a 37°C, con agitaci6n vigorosa (300 r.p.m.). El 

cultivo debe llegar a la lase estacionaria. 

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

min. 

3. Lavar la 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 medic per aspiraci6n para dejar la pastilla de celulas lo mas seca 

posible y resuspender 150 µI de Buffer SET helado. 

6. Adicionar 5 µI de RNAsa y mezclar con vortex. 

7. Agregar 350 µI de soluci6n de lisis recien preparada. Mezclar per inversi6n repetida. 

8. lncubar 10 min. en hielo. 

9. Agregar 250 µJ de soluci6n de acetate de sodio 3 M pH 4.8. Cerrar el tube y mezclar 

perfectamente el tube per inversi6n repetida hasta que desaparezca la viscosldad. 

1 o. lncubar 30 min. en hielo. 

11. Centrifugar durante 5 min. a 4°C y el sobrenadante, aproximadamente 700 µI 

pasarto a un tube Eppendorf limpio. 

12. Adicionar un volumen de isopropanol y mezclar invirtiendo el tube varias veces 

Neta: Opcionalmente se puede hacer una extracci6n con cloroformo al DNA antes de 

presipitarlo. Esto elimina exopolisacaridos mejorando la calidad del DNA. 

13. Centrifugar 15 min a tern. amb., remover el sobrenadante e invertir el tube abierto 

sabre una toalla de papel para secarlo lo mas posible. 

14. Lavar con un volumen de etanol al 70 %, centrifugar a 12000 r.p.m. per 10 min. 

15. Remover el sobrenadante y secar la pastille 

16. Resuspender en 50 µI de TE 10 mM. Usar 5 µI para cada reacci6n de restricci6n. 
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(Sambrook et al., 1989). 

9.1.4 Macro Screening de Plasmldos por llsls alcallna 

1. lnocular 90-100 ml de medic Luria con una sola colonia bacteriana. Agregar el 

antibi6tico adecuado e incubar toda la noche a 37'C y con agitacion vigorosa (300 

r.p.m.). El cultivo debe llegar a la lase estacionarta. 

2. Centrtfugar el cultivo de toda la noche en tubas estertles de 30 ml, durante 5 min a 

10000 r.p.m. a 10'C. Desechar el sobrenadante. 

3. Lavar las pastillas resuspendiendolas en 1 O ml de Buffer SET., utilizando vortex. 

4. Centrtfugar durante 5 min. A 12000 r.p.m. 

5. Remover el medic por aspiraci6n para dejar la pastilla de celulas lo mas seca 

posible y resuspender en 4.5 ml de SET frto. 

6. Adicionar 100 µI de RNAsa y volver a mezclar con vortex. 

17. Agregar 10.5 ml de soluci6n de lisis recien preparada ya temperatura ambiente. 

Cerrar el tuba y mezclar por inversion repetida. 

8. lncubar 1 O min. en hielo. 

9. Agregar 7.5 ml de soluci6n de acetate de sodio 3 M pH 4.8. Cerrar el tuba y mezclar 

perfectamente el tuba por inversion repetida hasta que desaparezca la viscosidad. 

10. lncubar 30 min. en hielo. 

11. Centrifugar durante 15 min. a 4'C y el sobrenadante filtrarlo al vacio y pasarlo a 

otro tuba limpio de 30 ml. 
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12. Adicionar un volumen de isopropanol y mezclar invirtiendo el tube varias veces. 

13. Centrilugar 15 min. a tern. amb., remover el sobrenadante e invertir el tube abierto 

sobre una toalla de papel para secarto lo mas posible. 

14. Lavar con un volumen de etanol al 70 %, centrilugar a 12000 r.p.m. por 10 min. y 

resuspender en 500 µI de TE. 

15. Agregar 500 µI de lenol. Dar vortex y centrilugar por 5 min. 

16. Extraer la lase acuosa y colocarta en un tube Eppendorf. 

17. Agregar un volumen de clorofonno al DNA antes de presipitarto. Esto elimina 

exopolisacartdos mejorando la calidad del DNA. 

18. Centrilugar 1 min y extraer la lase acuosa. 

19. Agregar NaCL 5 M en proporci6n de 8 µI por cada 100 µI de lase acuosa y un 

volumen de isopropanol. Centrilugar 15 min. 

20. Tirar sobrenadante y lavar con Et-OH al 70 %. 

21. Secar y resuspender en 500 µI de TE. 

(Sambrook et al., 1989). 

9.1. 5 AMPLIFICACION DE DNA CON DNApol ELONGASA 

Elongasa es una mezcla de taq y DNA polimerasa de Pyrococcus sp. La enzima 

mayoritaria en la mezcla es la taq polimerasa que se encar11a de la polimerizaci6n y la 

minoritaria es la polimerasa de Pyrococcus que se encarga de corregir las 

incorporaciones equivocadas, debido a su actividad de exonucleasa 3'--> s·. Este 
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sistema permite amplificar facilmente eficientemente DNA templados menores o 

iguales a 12 Kb. 

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

Mezcla 1: Templado + lniciadores + dNTP 

Reactive: 

Mezcla dNTP 10 mM 

lniciador Adelante 

lniciador Reverse 

Templado 

H20cbp20 µI 

Cone. final 

200 nM de cada dNTP 

400nM 

400nM 

25 pg• 

Nata:• Cuando se utiliza DNA de plasmido coma molde, utilizar de 0.1 a 0.5 µg 

Mezcla 2: Buffer+ enzima• 

Reactive: Volumen 

Buffer A 5X .. 4.0 µI 

Buffer B 5X 6.0 µI 

Enzima Elongasa 1-2 unidades 

H20 cbp 30 µI 

Nola: • Se puede preparar un c6ctel cuando se van a poner varias reacciones. 

Pipetear los reactivos adecuadamente y cuando los volumenes sean muy pequeiios 

utilizar pipetas P2 y P1 O. 

•• Concentraci6n total de MgS04 de 1.6 mM, Tris-S04 60 mM pH 9.1 a 25°C y 

(NH4)2S04 18 mM 

2. Combinar los reactivos en tubas de amplificaci6n de paredes delgadas (PCR). 

3. Condiciones de reacci6n: 1 min a 95°C 

45 seg a 60°C 

1.5 min a 12•c 
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9.1.6 Extraccl6n de bandas de DNA en gel preparatlvo. 

1. Cortar la banda del gel y colocarla en un tubo Eppendorf. 

2. Congelar la agarosa con la banda de en hielo seco por 5 min. 

3. Machacar la agarosa en trio. 

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

5. Congelar en hielo seco por 5 min. 

6. Centrilugar 15 min. 

7. Pasar la lase organica superior a un tubo Eppendorf. 

8. Agregar un vol. igual de clorolormo. agitar en vortex. 

9. Centrifugar 2 min. 

10. Pasar la lase organica superior a un tubo Eppendorf. 

11. Agregar 8 µI de NaCl 5 M por cada 100 µI de liquido. 

12. Agregar 5 µI de glic6geno por tuvo y resuspender. 

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

14. Centrilugar 15 min. 

15. Decantar el sobrenadante y lavar con etanol al 70%. 

16.Centrifugar por 10 min 

17. Secar la pastilla de DNA. 

(Sambrook et al .• 1989). 

9.1.7 PREPARACION DE CELULAS ELECTROCOMPETENTES DEE. coll 

1. Se coloca un cultivo durante toda la noche en un medic liquido YENB (Bacio yeast 

extract. 0.75%), Bacio Nutrient Broth (0.8%); Difeo Laboratories). Esto es 

importante para eliminar en lodes los pases necesarios para remover las sales. Se 

conoce que las sales reducen la eficiencia de electrotranslormaci6n y originan 

arqueo en la cubeta de electroporaci6n. 

2. lnocular 1 L del medic freso YENB con 5 a 1 O ml. del cultivo toda la noche a 37°C a 

300 r.p.m., se cosechan las celulas a ~na 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 pellet 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 al 10% trio. Centrifugar como en el paso 3; 

remover y descartar el sobrenadante. 

6. Resuspender las celulas en un volumen final de 2 a 3 ml. de glicerol al 10% trio. 

7. Al fcuotar en tubos Eppendorf con 50 µI totales. 

B. Almacenar a -10°c en antes de su uso. Estas celulas competentes seran viables 

por 1 a 2 aiios. 

(Sambrook et al., 1989). 

9.1.8 Electroporacl6n. 

1. Una alfcuota de 50 µI de celulas competentes, adicionar de 1 a 2 µI de ADN (2ng/ 

µI). Manejar en hielo. 

2. Transferir la mezcla de las celulas y el ADN a una cubeta fria para electroporaci6n 

de 0.2 cm (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) y electroforar dando un pulso de 2500 Volts. 

3. Remover la cubeta de la camara e inmediatarnente adicionar 1 ml del medio YENB 

a la cubeta (El medic SOC puede tambien ser utilizado). El medio SOC contiene Bacio 

triptona al 2%, extracto de bacto levadura al 0.5 %, NaCl 1 O mM, KCI 2.5 mM, MgCl2 

1 o mM MgS04 y glucosa 20 mM .. Resuspender las celulas. Transferir la suspenci6n 

celular a un tubo de vidrio esteril e incubar con agitaci6n a 37°C por 1 hr. 

4. Platea, el cultivo en cajas de Petri con medio de selecci6n, incubar durante la 

noche a 37°C. 
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9.1.9 Determlnaci6n de proteins por el metodo de Lowry 

Esta metodo esta basado en la formaci6n de un compuesto colorido a partir de 

residuos de aminoacidos aromaticos proveniente de la hidr61isis alcalina de proteina 

celular. 

Preparar las siguientes soluciones 

Reactivo A: CuS04.5H20 al 0.5% y Tartrato de Na-K al 1%. Antes de realizar las 

determinaciones, mezclar (en la cantidad necesaria) 1 :1 las dos soluciones anteriores. 

Reactivo B: Na2C03 al 2% en NaOH 0.1 N. Disolver 20 g de Carbonato de sodio y 4 g 

de Hidr6xido de sodio en 1 L de agua. 

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

Reactivo D: Soluci6n 1 :1 de reactivo de folin y agua. 

Procedimiento 

1.- Tomar una muestra de 1 ml del caldo de fermentaci6n 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 ml buffer Z. 

3.- En un tubo colocar 1 ml de Reactivo C y agregar 200 ml de muestra. Mezclar y 

dejar reposar por 1 O min. Agregar 100 ml de reactivo D. Mezclar y dejar reposar por 30 

min. Leer el color producido en el espectrofot6metro 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 determinaci6n por 

duplicado. 
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Elaboraci6n de curva patr6n. 

A partir de una soluci6n patr6n de albtimina de 1 mg/ml [(de una soluci6n patr6n de 

Sigma de 10 g/dl), hacer dos diluciones 1:10]. Variar la concentraci6n de albumina de 

0 a 0.4 mg/ml de acuerdo a la siguiente tabla: 

ml de sol uci6n patr6n ml de agua destilada Albumina C. final [mg/ml] 

0 1000 0 

25 975 0.025 

50 950 0.050 

100 900 0.100 
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