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TESIS: DISEÑO Y CONSTRUCCION DE CEPAS DE Bacillus subti/is 
SOBREPRODUCTORA.S DE PROTEINAS HETEROLOGAS 

ABSTRACT 

The aprE gene of Bacillus suh!ilis codcs for the mayor alkaline protease known as 
subtilisin. It is cxprcsscd during thc tran~ition statc and transcribcd by thc <JI\ form ofthc 
RNA polymcrase (R."-:AP). Although thc basic and applic<l imponance ofthe aprE gene is 
widcly accepted. an<l its Transcription lnitiation Sitc (TIS) has hecn detcrmined. there is 
no clcar dcscription of its pron1otcr scqucncc. Pan of this ,,·ork \vas invoh·cd in thc 
charactcrizat ion of thc rcgu1ntory rcgion of thc aprE gene (n-aprE) from B. suhtilis. By 
cornputcr analysis and sitc-dircctcd. n1utagcnc.si:-.. \\'C Jocalizcd thc aprE promotcr 
scqucnec seven base pairs (hp) up,trcam rrom its TIS. Thc promoter sequencc functional 
in vivo is: TACTAA-17 hp-TACA.-\ T. at kast under th<: growth conditions assayed in 
this study. \Ve also charactcrizcd thc static curvaturc propcni.:.-s of thc rraprE DS .A.. and 
found t'\..VO diffcrcnt arcas of D~r'\-bcndln,g. \vlthin thc tirst four hundrcd bp upstrcam of 
its TIS. Thcy are locatcd hcsiuc DcgL'-hinding sitc (around 100 and 200 bp upstrcam the 
aprE TIS). \\'e postula te that the'c panicular cun·cd o:-:.-\ rcgions could play a role in thc 
intcraction '''ith sorne rcgulatOJ')' protcins and discuss po~!-iiblc irnp1ications rcJatcd to 
aprE transcript ion rcgulat ion. 

\\"e cvaluatcd the cffcct of severa! !;Cnctic factors that had hcen reponed to play a 
ro1c in thc cxprcssion of rccombinant protcin in B. subrili.L \\'e haYc utilizcd thc P
ga1actosidasc reponer protcin frorn Eschcriclzia coli as our rnodcJ for thc OYCrproduction 
of hctcrolog.ous protcins in B. suhlilis. Thc lacZ gene \\·as cxprcsscd using thc rcgulatOI")' 
rcgion of thc aprE ,gene. Thc aprE cxprcssion is highJy control1cd by ncgo.ti,·c and 
positivc rcgulators. Our cffons ,,·ere focu!--cd to irnpro,·c Í..'lctors tho.t moduJatc thc 
transcription o.nd translation initi::ition ratc.s. gcnctic and mR~A. stability and thc cffcct of 
spccific gcnctic backgrounds such as dcgL ·3: and hpr:. th.Jt until no"·· had bccn studicd 
indcpcndcntly in thc construction ofprotcin O\·crproduccr strain~ 0f B. subtilis. Thc most 
significant rc.suh corresponded to thc changc. .of thc natiYc -35 prornotcr box to thc 
conscnsus TTGACA scqucncc. This modification yieldcd an increase of l 00-fold thc 13-
Gal acth-ity. in rc1ation to thc strain considcrcd as thc \Vild typc. Intcrcstingly. this ne"\\' 
aprE promotcr still responded to temporal rcgulation as thc onc obsen·cd in thc wild typc 
aprE promotcr: thcrcforc. its cxprcssion bcgins at thc onsct of thc tr.:insition statc. 
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TESIS: DISEÑO Y CONSTRUCCION DE CEPAS DE Bacil/us suhtilis 
SOBREPRODUCTORAS DE PROTEINA.S HETEROLOGAS 

RESUMEN 

El gen aprE de Bacíllus suhrílis codifica para Ja protcasa alcalina mayoritaria conocida como 
subtilisina. Esta enzima se expresa durante el estado <le transición y es transcrito por e) factor cr' 
de Ja R.'-IA polimcrasa (R~AP). Pese a que Ja importancia bilsica y aplicada del gen aprE es 
ampliamente aceptada. y que su sitio de i°nicio de Ja transcripción (SIT) ha sido dctcnninado. no 
había una descripción cJ¡u-a de su !'-ccucncia rroml...,tora. Parte de este trabajo se enfocó en la 
caracterización de la región de regulación del gen aprE (rrciprE> de B. suhtilis. ~1cdiantc analisis 
de cómputo y n1utagCncsis ~itio dirigiUa. localizarnos Ja ~ccucncia prornotora de aprE a siete 
pares de bases <rb> hacia :irriha su SIT. La :-.ccucncia prorn'-»tor;i funcic.. ...... nal in \·i1·0 es: 
TACTAA- 17 pb -T.·\L-- . ..\.~.\.T. hajo l:J.~ condiciones cnsaya<l:is en este estudio . . .\.~i r11isn10. 
caractcrizan1os las propicdadc!' Je curYatura c:-.tatica del D:--.:.·\. en la rraprE y encontrarnos dos 
regiones de 0;\'.-\-cun.o dentro de l.:is prin1c'ras cuatrocientos pb h:icia arriba de su SIT. 
localizándose a Jos lados de la !'CCucncia de uniL~n de la proteína DcgU (alrededor de -1 00 y-~00 
pb en relación al SITl. Postulo.n1os que estas rcg:ioncs de 0~1 .:... curvco.das podrían jugar un papel 
en la interacción con algun.:is proteínas reguladoras y discutin10s las posibles implicaciones 
relacionadas con la rcgul3ción de la transcripción de aprE. 

Por otra panc. cvaluan1os el efecto de algunos f.Jctorcs gcnCticos que h.:in sido rcpon::idos en la 
inducción de la expresión de proteína~ rccombinantcs en B. suhtilis. Utilizamos a la protcina 
rcponera J.3-galactosidasa como nuestro modc.:-Io para la sohreproducción de protcinas hctcrólogas 
en B. subtilix. El gen !acZ fue expresado u~ando Ja región de regulación del gen aprE. La 
expresión de aprE es altamente controlada por reguladores tanto ncgatiYos corno positivos. 
°!":ucstros esfuerzos fueron diri!;idos haci.J. factorc~ que modulan la tasa de iniciación de la 
transcripción y Ja traducción. la estabilidad l..icl rnatcria1 genético y del mR::" . ..\ .. el efecto de 
fondos gcnCticos cspccificos t.:t.lcs corno dcgl ·3_.., 2.nd hpr~: que hasta 2.hcra. h::in sido cs"tudiados 
de manera independiente en l.:i construcción de cepa~ sobrcproductoras de protcinas de B. suhtili .... 
De Jos factores analizados .. el can1bio m~ls in1ponantc correspondió a la fonnación de la caja -35 
consenso de Jos promotores dependientes de e;·' en la rra¡irE. Este cambio produjo un incremento 
de J 00 veces Ja actiYidad con respecto a la cepa considerada como silYcstrc. Es de imponancia 
destacar que la regulación de esta nucYa cepa es similar a la que 11eva el promotor aprE si]Ycstrc: 
es decir .. su expresión se presenta al inicio de la tase de transición. 
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1.1 RESUMEN 



El gen aprE de Baci//us subtilis codifica para la proteasa alcalina mayoritaria conocida 

corno subtilisina. Esta enzima se expresa durante el estado de transición y es transcrito por el 

factor cr" de la RNA polirnerasa (RNAP). Pese a que la imponancia básica y aplicada del gen 

aprE es ampliamente aceptada. y que su sitio de inicio de la transcripción (SlT) ha sido 

determinado. no había una descripción clara de su secuencia promotora. Pane de este trabajo 

se enfocó en la caracterización de la región de re¡,-ulación del gen aprE (rraprE) de B. subtilis. 

1\1ediante análisis de l.:Ómputo y rnutagéncsis sitio dirigida~ localizamos la secuencia 

promotora de aprE a siete pares de bases (pb) hacia arriba su SIT. La secuencia promotora 

funcional in vivo es: TACTAA- 17 pb -TACAAT. bajo las condiciones ensayadas en este 

estudio. Así mismo, caracterizamos las propiedades de curvatura estática del DNA en la 

rraprE y encontramos dos regiones de DNA-curvo dentro de las primeras cuatrocientos pb 

hacia arriba de su SIT. localizándose a los lados de la secuencia de unión de la proteína DegU 

(alrededor de -100 y -200 pb en relación al SIT). Postulamos que estas regiones de DNA 

curveadas podrían jugar un papel en la interacción con algunas proteínas reguladoras y 

discutimos las posibles implicaciones relacionadas con la regulación de la transcripción de 

aprE (Jan et al. 2000). 

Por otra pane. evaluamos el efecto de algunos factores genéticos que han sido 

reportados en la inducción de la expresión de proteínas recornbinantes en B. subtilis. 

Utilizamos a la proteína reponera (3-galactosidasa como nuestro modelo para la 

sobreproducción de proteínas heterólogas en B. subtilis. El gen /acZ fue expresado usando la 

región de regulación del gen aprE. La expresión de aprE es altamente controlada por 

reguladores tanto negativos como positivos. Nuestros esfuerzos fueron dirigidos hacia factores 

que modulan la tasa de iniciación de la transcripción y la traducción. la estabilidad del 

material genético y del rnRNA. el efecto de fondos genéticos específicos tales corno degU32 

and hpr2; que hasta ahora. han sido estudiados de manera independiente en la construcción de 

cepas sobreproductoras de proteínas de B. subtilis. De los factores analizados. el cambio más 

irnponante correspondió a la formación de la caja -35 consenso de los promotores 

dependientes de cr' en la rraprE. Este cambio produjo un incremento de 100 veces la actividad 

con respecto a la cepa considerada corno silvestre. Es de irnponancia destacar que la 
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regulación de esta nueva cepa es similar a la que lleva el promotor aprE silvestre; es decir, su 

expresión se presenta al inicio de la fase de transición (Jan et al. sometido). 
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1.2 ABSTRACT 
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The aprE gene of Bacil/us subtilis codes for thc mayor alkaline protease known as 

subtilisin. It is expresscd during thc transition statc and transcribed by thc cr" forrn of the RNA 

polymerase (RNAP). Although the basic and applied importancc of the aprE gene is widely 

accepted. and its Transcription lnitiation Site (TIS) has becn dctermincd. thcre is no clear 

description of its prometer scqucncc. Pan of this \"·ork \vas involvcd in thc characterization of 

the regulatory region of thc aprE gene (rrapr/,..) from B. subtilis. By computcr analysis and 

sitc-directed mutagencsis. we localizcd the aprE promotcr scquence seven base pairs (bp) 

upstream from its TIS. The promoter sequence functional in vivo is: TACTAA-17 bp--

TACAAT. at least under th.:: growth conditions assay.::d in this study. \Ve also characterized 

the static curvature propcrtics of the rraprE DNA and found two different arcas of DNA

bending. within th.:: tirst tour hundred bp upstream of its TIS. They are located bcside DegU

binding site (around 100 and 200 bp upstrcam the aprE TIS). We postulate that these 

particular curved DNA regions could play a role in the interaction with sorne regulatory 

proteins and discuss possible implications related to aprE transcription regulation (Jan et al. 

2000). 

\Ve evaluated the effect of scveral genetic factors that had been reported to play a role 

in the expression of recombinant protcin in B. subti/is. \Ve havc utilized the J3-galactosidase 

reporter protein frorn Eschcrichia coli as our model tor the overproduction of heterologous 

proteins in B. subtilis. The lacZ gene was expressed using the regulatory region of the aprE 

gene. The aprE expression is highly controlled by negative and positive regulators. Our 

efforts were focused to improve factors that modulate the transcription and translation 

initiation rates. genetic and mRNA stability and the effect of specific genetic backgrounds 

such as degU32 and hpr2. that until now. had been studied independently in the construction 

ot- protein overproducer strains of B. subtilis. The most significant result corresponded to the 

change ot- the native -35 promoter box to the consensus TTGACA sequence. This 

rnodification yielded an increase of 100-fold the 13-Gal activity. in relation to the strain 

considered as the wild type. Interestingly. this new aprE promoter still responded to temporal 

regulation as the one observed in the wild type aprE prornoter; therefore. its expression begins 

at the onset ofthe transition state (Jan et al. sumitted). 
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11.1 Bacil/us subtilis en la produeción de proteínas reeombinantes 

Durante las dos décadas pasadas, la investigación basada en tecnología de DNA 

recombinante ha permitido el desarrollo de una variedad de productos con aplicaciones tan 

diversas corno el tratamiento de cáncer o la producción de detergentes biológicos (Glick y 

Pastemak. 1994). La mayoría de estos productos han sido obtenidos a través de sistemas de 

expresión genética~ como consecuencia. Ja optimización y estudio de dichos sistemas ha 

tenido importantes avances. 

Diversos sistemas hospederos han sido empleados en Ja producción de proteínas y de 

metabolitos de interés e incluyen el empleo de fagos, bacterias, levaduras, plantas, hongos, 

insectos y células de rnarnifero en cultivo (Marino. 1989). Cada uno de estos sistemas 

representa características especiales, por lo que Ja selección de alguno de ellos requiere 

evaluar las ventajas y desventajas de un sistema sobre otro. En ocasiones la decisión se 

encuentra sujeta a consideraciones de índole económica. principalmente en la selección del 

proceso y diseño. requerimientos en equipo, instalaciones y personal (Ver Tabla 1 ). 

De manera general, cuando se inicie la producción de cualquier proteína recombinante 

se consideran algunas cuestiones tales como la selección del microorganismo huésped y del 

sistema de expresión a utilizar. Además. se deben tomar en cuenta características relacionadas 

con el crecimiento del microorganismo hospedero y aquéllas vinculadas con la proteína de 

interés, corno son: integridad biológica. grado de pureza. cantidad de proteína que se obtiene, 

posibles efectos tóxicos para la célula huésped, localización del producto (intracelular o 

extracelular) y finalmente. Ja posibilidad de modificaciones post-traduccionales. 

De los microorganismos utilizados a nivel industrial, algunas especies del género 

Baci//us son un grupo de hospederos particularmente atractivos para la síntesis de cantidades 

abundantes de proteinas heterólogas; convirtiéndolo en uno de los géneros más valiosos para 

la industria biotccnológica (Fcrrari et al., 1993; Harwood, 1992; Zukowski, 1992). 
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Tabla 1 Diferentes hospederos para la producción de proteínas de interés comercial 

Sisten1a hospedero Ventaja 

Esc/lericllia coli Ampha vancdad de vectores de clonac1ón 

(Bacteria) 

Bacillus subti/is 
(Bacteria) 

Sacc/1aromyces 
cervisiae 
(Levadura) 

Expresión genética fácil de controlar 

Ex.pcr-iencia en el ;irea de fermentaciones; ha 
sido utilizada ampliamente para la producción 
de proteinas recombtnantes y de metabolitos de 
interés 

Bacteria grado GRAS (Generalmente 
reconocida como segura por la. FOA de los 
Estados Unidos) 

Una de las bacteria. más estudiadas. después de 
E. coli 

Secreta. proteínas al medio de cultivo. 
facilitando su purificación 

B. subcilis ha sido utilizado para la producción 
de proteínas de interés comercial. por to que 
existe experiencia en el oirea de fcnnentacioncs. 

Vectores de clonación disponibles 

Crecimiento rápido 

Organismo considerado como GRAS 

Los parámetros para la obtención de productos 
de interés a gran escala ya han sido 
establecidos 

Las fermentaciones de 
relativamente baratas 

le"·aduras son 

Este sistema permite la glicosilación y la 
formación de puentes disulfuro 

Desventaja 

So es una bactcna grado GR.AS 

Las bactenas Gram-negativas 
poseen alto contentdo de 
endotox.1nas 

Las proteínas se agregan como 
cuc:rpos de inclusión cuando son 
sobreexprc:sadas; haciendo rn3s 
dific;jl su punficación y 
disminuyendo acuvidad 
biológica 

La proteína recombmante no sufre 
modificaciones post-traduccionales 

La proteína recombinantc no sufre 
modi ficacionc:s post-traduccionales 

La actividad biológica e 
inrnunogénica de la proteina 
recombinante puede difenr de la 
proteína natural 

B. subtilis produce proteasas que 
podrian interferir con la intcgndad 
de la proteína recombinante 

Genética poco entendida 

El conuol de la expresión genética 
no es f3cil 

La manipulación genética de los 
ptásmidos de levadura es dificil 

Pocos vectores de clonación son 
disponibles 
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Aspergi//us sp 
(Hongo) 

Solo el O.S% de las proteinas de levadura 
nativa son secretadas. simplificando el 
a.islanliento de los productos recomb1nan1es 
secretados 

Exite experiencia en el arca de fem1entac1ones 
empleando como hospedero hongos 
filamentosos 

Costos reducidos para el crecimiento del 
organisn10 

Es fuente natural de muchas enzimas y en 
algunos casos secreta las proteínas al medio de 
cultivo 

Células culth.-adas Posee mecanismos para procesar proteinas de 
de insecto origen eucariótico 

Vector Bac11lo••irus 

Células de 
marníCero 

Sistema seguro. ya que pocos artrópodos son 
utilizados como su hospedero 

Las propiedades funcionales y antigénicas de 
los productos recombinantes difieren muy poco 
de los naturales 

La infección viral de las células cultivadas 
detiene la producción de Ja proteína del 
hospedero. pero el gen hett!'róloget es expresado 
a altas concentraciones 

Actividad biológica similar a la proteína 
natural 

Los vectores de expresión de mamíferos están 
comercialmente disponibles 

La glicos1Jac1ón de levaduras no es 
idCntica a Ja de man1íferos 

~o se obtiene un ni\'d elevado de 
protelna recon1b1nanh~ 

Su genética no C'St.:Í bien 
caracterizada 

Pocos vectores de clonación 
d1spo01btc:s 

Pérdida de información durante los 
mecanismos de gJicosilación 

La proteína recombinante 
siempre es 100% activa 

no 

El crecimiento celular es dificil y 
lento 

Proceso caro 

Las células manipuladas pueden ser 
genéticamente inestables 

La productivid.3.d de Ja proteina 
recombinante es baja 

Dentro de sus características más destacadas de B. subti/is. se encuentra su capacidad 

para crecer a altas temperaturas. Ja ausencia de productos tóxicos y su habilidad para producir 

y secretar grandes cantidades de proteínas. Sin embargo. al igual que otros procariótes. las 

bacterias de este género no son capaces de glicosilar proteínas y consecuentemente no pueden 

producir proteínas funcionales de origen eucariótico (Harwood 1992). El género Bacil/us 

constituye uno de los grupos más diversos de bacterias Gram-positivas, entre los cuales se 
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encuentran microorganismos aerobios~ aerobios facultativos y anaerobios. Tienen una 

morfología tipo barra y son formadoras de esporas (Pricst, 1993). Estas esporas pueden 

sobrevivir mucho tiempo. ya que son resistentes al calor, a la luz ultravioleta, la desecación y 

a solventes orgánicos (Slcpecky, 1992). 

Uno de los miembros más estudiados del género Bacillus es B. subtilis, el cual se 

encuentra ampliamente distribuido, habitando principalmente el suelo, aunque también se le 

halla en el aire, ríos y estuarios (Priest, 1989). B. subtilis es una bacteria b'I"ado GRAS 

(Generalmente Reconocida Como Segura) por la FDA de los EVA por no considerarse 

potencialmente patógena, en gran parte debido a que no posee lipopolisacáridos sobre su 

superficie celular. Posee un sistema natural de excreción muy eficiente. secretando al medio 

de cultivo ,grandes cantidades de enzimas dC!,'Tadativas. entre las cuales se encuentra la 

subtilisina (Zukowski, 1992: Pierce, 1992). Aunado a ello, en los últimos años B. subtilis ha 

sido utilizado ampliamente como un microorganismo hospedero para la producción de 

proteínas heterólogas, en parte debido al conocimiento genético y bioquimico que se tiene 

sobre él. El progreso en los procesos de fermentación ha permitido la producción de diversas 

proteinas heterólogas en cantidades que por otras vías, tales como fuentes naturales o 

microorganismos silvestres, hubiese sido más dificil de obtener (Lec, 1996). En 1989 se 

estimó que el mercado mundial de enzimas industriales de gran volumen era de 600 millones 

de dólares, de los cuales 33o/o eran producidas con cepas recombinantes de B. subtilis (Argige 

y Pitcher, 1989). Las principales enzimas producidas por B. subtilis son: a-amilasa, J3-amilasa, 

proteasa alcalina (subtilisina), J3-galactosidasa. J3-glucanasa, pentosanasas y penicilasa. 

Además de la producción de enzimas industriales. B. subtilis ha sido extensamente empleado 

para la producción de mctabolitos primarios~ tales como., hipoxantina.. inosina y guanosina. 

que por fosforilación química son convertidos a ácido xantanílico. ácido inosínico y ácido 

guanilico, respectivamente. Estos últimos son de b'l"an valor comercial en la industria 

alimenticia, debido a que son utilizados para mejorar el sabor (Harwood, 1992; Zukowski, 

1992). 
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Por otro lado, B. subtilis ha sido también utilizado como un modelo para entender los 

mecanismos de diferenciación celular, ya que en este microorganismo culminan con la 

formación de una espora. La producción de enzimas degradativas se lleva a cabo al inicio de 

Ja esporulación; se considera que este proceso no está asociado al crecimiento de la bacteria, 

por lo tanto no es constitutivo (Schaeffer, 1965; Ferrari et al., 1993}. De manera que la 

inducción que desencadena la producción de enzimas degradativas, se produce de manera 

natural al principio de la fase estacionaria; lo cual representa una ventaja importante ya que no 

se requiere la adición de algún inductor exógeno; además, el cultivo en ese momento ha 

generado una alta cantidad de biomasa. 

11.2 Características del gen aprE 

Entre los genes que codifican enzimas degradativas se encuentra el gen aprE, el cual 

codifica la enzima subtilisina. la proteasa mayoritaria que produce B. subti/is (Jacobs. 1995; 

Nagarajan et al., 1992; Nagarajan et al., 1993; Strauch y Hoch, l 992a; Valle y Ferrari, 1989; 

Wang et al .. l 988a; Wong. 1995). Esta enzima es utilizada ampliamente en la elaboración de 

detergentes biológicos. Para producirla a nivel industrial se han utilizado cepas 

sobreproductoras. reportandose concentraciones de hasta 20 g de subtilisina por litro 

(Zukowski. 1992). Sin embargo. dichas cepas tienen el inconveniente de presentar efectos 

pleiotrópicos; entre ellos. la sobreproducción de otras enzimas degradativas tales como 

levansacarasa. proteasa neutra. ¡3-glucanasa y serin-proteasa intracelular; defectos en la 

síntesis de flagelo y del desarrollo de competencia; defectos en la represión catabólica normal 

de la esporulación por glucosa (Kunst et al .• 1974; Valle y Ferrari. 1989; Strauch y Hoch, 

1992b). 

El gen aprE es transcrito por o-' (Park et al., 1989). Estudios sobre su regulación 

transcripcional sugieren que se lleva a cabo a través de la acción concertada de múltiples 

elementos de control, como son las proteínas AbrB, Hpr, DegU/DegS y SinR, entre otras. 

También existe un conjunto de reguladores que afectan en menor grado la expresión de aprE, 

entre los cuales se encuentran las proteínas Pai. SenS. DegQ, DegR. Se sabe que estos factores 
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actúan a nivel de la transcripción del gen aprE y que 400 pb de su región 5• de regulación son 

suficientes para permitir su regulación normal (Fig. 1 }. Aunado al efecto de las proteínas 

reguladoras antes mencionadas~ se sugirió que la geometría curva de esta región pudiera 

también afectar la expresión de aprE (Strauch y Ayazifar. 1995). 
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Fig. 1 Elementos y mernni~mos de regulación inrnlucrados en la cxprc~ión del gen aprl:. l<t regulación 
posliva se indica con (+)y la rcgulación ncgaliva con ( -). 
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Los sistemas de expresión de proteínas homólogas y heterólogas son ampliamente 

empleados en la obtención de proteínas recombinantes por Ja conveniencia en su manipulación 

y habilidad para alcanzar altos niveles de producción. En Ja actualidad el campo en la 

producción de proteínas recombinantes está en una etapa de continuo avance. Se han 

desarroIJado cepas sobrcproductoras en diversos microorganismos a través de mutaciones 

químicas y de manipulación genética. Sin embargo~ en muchos casos el vasto conocimiento de 

Ja genética del microorganismo huésped ha sido explotado solo parcialmente. 

En nuestro laboratorio hemos considerado a B. subrilis como un organismo modelo. 

con un potencial teórico y aplicado que aún no ha sido explorado en su totalidad. Se conocen 

varios de los elementos que intervienen en la sobreproducción de proteínas en B. subrilis. A 

continuación se mencionan algunos de ellos: 

111.1 Sistema de expresión. 

Existe un gran número de sistemas para la expresión de genes heterólogos en B. 

subtilis. la selección de alguno de ellos depende de varios factores. Entiéndase por sistema de 

expresión aquel conjunto de elementos que intervienen en la obtención final de un producto 

biológico de interés. En este sentido el promotor afecta en el inicio de la transcripcion; a nivel 

de la traducción. la secuencia SD, la disponibilidad de tRNAs. el uso preferencial de codones, 

la secuencia SD. 

Cuando se considera la configuración de la construcción recombinante. la expresión de 

genes heterólogos en B. subrilis se clasifica como directa o a través de fusiones. Además. de 

acuerdo a la localización del producto recombinante puede dividirse en expresión intracelular 

o secreción. 

La expresión directa se requiere cuando los productos tienen funciones que dependen 

absoluctamente de una estructrua primaria no-fusionada, por ejemplo, productos 

farmaceúticos. A diferencia de las proteínas de fusión. las cuales son fusiones indeseables, por 
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ejemplo aquellas generadas por falta de sitios de clonación adecuados; o bien, planeadas, lo 

que facilita la localización del material clonado. 

. 111.2 Estabilidad del material genético . 

En B. subtilis el material genético que se desea expresar puede ser clonado en 

plásmidos de alto número de copias. Sin embargo, existen limitaciones que disminuyen su 

uso. Las clonas recombinantes frecuentemente tienen problemas de inestabilidad, resultando 

en la pérdida total o bien rearreglos del gen de interés (Erhlinch et al., 1986). 

Alternativamente se pueden elegir plásmidos de bajo número de copias. uno o dos copias por 

cromosoma (lmanaka et al.. 1987; Bron et al .• 1987). Con la finalidad de disminuir estos 

problemas. en B. subtilis se han construido cepas donde el material genético es inte¡,'Tado en el 

cromosoma. Sin embargo .. en algunas ocasiones una sola copia dentro del cromosoma no 

alcanza los niveles transcripcionales requeridos para ser utilizados en aplicaciones 

biotecnológicas. Como opción para aumentar el nivel de expresión, la dosis genética se 

incrementa por la amplificación del gen de interés (Fahncstock y Fisher. 1986; Fahnestock et. 

al .• 1986; Petit et al., 1990; Kallio et al .• 1986). 

Es interesante notar que el nivel de expresión en algunos genes de B. subtilis no 

depende estrictamente del número de copias (Mountain. 1989). Se han reportardo casos donde 

se obtienen niveles de expresión similar cuando B. subtilis cuenta con dos copias de a.-arnilasa 

de B. amylo/iquefaciens en el cromosoma. en lugar de 40 copias del mismo gen clonadas en 

plásmido (Kallio et al .. 1986). Para cada gen blanco el efecto del número de copias debe 

determinarse experimentalmente. 

111.3 Diseño y construcción de una unidad de expresión 

Una unidad básica para la expresión de genes heterólogos en B. subtilis está compuesta 

usualmente de los siguientes componentes: promotor .. sitio de unión a ribosoma o secuencia de 

Shine-Dalgarno (SD). péptido señal cuando se requiera exportar la proteína recombinante, 

secuencia codificante del gen de interés. En algunos casos para facilitar la localización de la 
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proteína se inserta una secuencia en el extremo amino o carboxilo terminal del gen heterólogo; 

ejemplos de ello es la localización de proteinas en: cultivos celulares (Ludin et al. 1996). 

cromosoma de levaduras (Bahlcr et al.) y plantas (Lindsey et al. 1993). En ocasiones también 

se incluye una secuencia de término de la transcripción localizada rio abajo de la secuencia 

codificante. El terminador transcripcionaJ sirve como señal de término y como elemento 

protector evitando la degradación del mRNA (Gold y Stormo. 1990; Hall et al .• 1982). Los 

elementos citados anteriormente tienen impacto directo sobre la eficiencia de la expresión 

genética. 

111.4 Factores a ni"·el traoscripcional 

La transcripción es el paso primario en la expresión genética. Puede ser dividida en 

tres etapas: ( 1) iniciación, ( 2) elongación y (3) terminación. 

En la mayoria de los casos la expresión genética en procariontes es controlada en el 

inicio de la transcripción por la holoenzima. formada por un factor sigma y el complejo de la 

R.,"IA polimerasa (RNAP). Este proceso es la etapa limitante en la síntesis de mRNA 

(deHaseth et al .• 1998). El inicio de la transcripción es controlada por secuencias promotoras, 

las cuales pueden ser moduladas por una variedad de mecanismos, principalmente la 

interacción de una o más proteínas reguladoras con secuencias específicas en la vecindad del 

promotor. En B. subtilis la interacción holoenzima-DNA es muy especifica y en algunos casos 

la transcripción a partir de un promotor heterólogo por la holoenzima de B. subtilis es 

ineficiente (Doi. 1984; Doi y '-Vang, 1986). Una forma de expresar eficientemente un gen 

heterólogo en B. subrilis es reemplazar su región promotora por un promotor de B. subti/is o 

un promotor compatible a la RNAP de B. subtilis. Se han empleado varios promotores nativos 

junto con promotores heterólogos para la expresión de genes heterólogos en B. subtilis; entre 

ellos: promotores fuertes de la fase vegetativa: .-eg// (Peschke et al .• 1985). spol (Yansura y 

Henner. 1984 ), promotores regulados temporalmente: el de subtilisina (aprE) y cx-arnilasa 

(Park. 1989): promotores inducibles: el de triptófano. arginina (Shimotsu and Henner. 1986), 

sacarosa. xilosa, arabinosa y gluconato (Crutz et al .• 1990; Ganner et al., 1988), levansacarasa 

(Crutz et al .• 1990). Por tanto. es necesario decidir bajo que condiciones el gen homólogo o 
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heterólogo quiere ser expresado. antes de la selección del promotor (Moran. 1989). Las 

secuencias consenso de los promotores dependientes de cada tipo de hoJocnzima de B. subri/is 

se muc:stran en la Tabla 2 

Tabla 2. Secuencias consenso de los promotores de B • .<••uhti/b,,· 

Factor Funciones Secuencias Promotores Consenso 
Sign:aa 

-35 -10 

e; ~ Generales Básicas TTGACA TATAAT 

e; H Respuesta a condiciones de estrés AGGNTT GGNATTGNT 

e; e Desconocidas AAATC TANTGNTTNTA 

crº Síntesis de flagelo CTAAA CCGATAT 

e; E Fase de esporulación II GAANAANT CATATT 

Esnecifico de la madre 

e; F Fase de esporulación II Similar a a'" 

Específico de la ferosoora 

crª Fase de esporulación 111 YGHATR CAHWHTAH 

Esnecífico de la ferosoora 

cr" Fase de esporulación O CAGGA GAATT\YWr 

e;"- Fase de esporulación Desconocido 

Esnecífico de la célula madre 
Se exhibe Ja cadena que no transcnbe. s· a 3· de 1zqu1erda a derecha. H=A. C o T; R=A o G; W-A o T; Y=C o 
T. Referencia de las secuencias consensos: cr\ Moran et al. (1982); a8. Tatti y Moran (1984); cT. Johnson et al. 
(1983 ): a". Gilman et al. ( 1981 l: cr'. Roel <?t al. ( 1992): a'. Sun et al. ( 1991 ); o". Nicholson et al. ( 1989): o" 
Tatti ( 1989); o• Foulger y Errington ( 1991 ); cr Debarbouille et al. ( 1991 ). 

Los factores sigma hacen contactos de tipo secuencia-específico con las regiones -1 O y 

-35 de los promotores de B. subtilis. Además. se ha establecido que además de las regiones -

1 O y -35 de los promotores reconocidos por a'" de E. coli y a' de B. subtilis, existe en algunos 
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casos una región rica en As y Ts localizada aproximadamente a 20 pb hacia arriba de la región 

-35. Este tercer elemento se considera importante para la interacción de la subunidad a de la 

RNAP. Se puede considerar que la fuerza del promotor es una función de los tres elementos: 

la región -1 O. la -35 y la secuencia rica en As y Ts. Al conjunto de ellas se le ha llamado 

promotor extendido (Busby y Ebright. 1994; Ross et al .• 1993; Helmann, 1995). Estudios 

posteriores proponen en E. coli que la secuencia rica en As y Ts tiene el consenso: -59 

nnAAA(A/T)(AIT)T(AIT)TTTTnnAAAAnnn -38 (Ross et al .• 1998; Estrem et al., 1998). 

Término de la transcripción 

Una vez que la transcripción se inicia a partir del promotor, el mRNA se sintetiza y 

concluye en sitios específicos. El término eficiente de la transcripción determina una 

expresión genética favorable; la transcripción no controlada puede ser nociva. especialmente 

cuando el gen a expresar está presente en un plásmido de alto número de copias o cuando se 

expresa a partir de un promotor fuerte. Así mismo se asegura que hayan suficientes moléculas 

de RNAP para la expresión de los gen<.-s de mantenimiento de la bacteria, previniendo el 

secuestro de todas las moléculas de RNAP para la expresión del gen heterólogo (Wong y 

Chang. 1986). Dependiendo de la localización cromosoma) y orientación de la integración, la 

transcripción de escape podria también tener un papel central en determinar la estabilidad y 

nivel de expresión de los genes recombinantes integrados en el cromosoma del hospedero. La 

incorporación de un terminador transcripcional eficiente es. por tanto, altamente recomendada 

en la constrUcción y diseño de sistemas de expresión. 

Una señal de término de la transcripción parecida a la señal de terminación p

independiente de E. co/i se ha observado en B. subti/is. Esta señal es usualmente una regióndel 

tipo '"tallo y asa" seguida por una corrida de seis residuos de timina. Estas señales han sido 

observadas en los extremos de los genes y operones, y también en señales de atenuación 

localizadas entre promotores y marcos abiertos de lectura de genes u opL-rones. Aunado a lo 

antes mencionado, la secuencia terminadora aumenta la vida media del mRNA, evitando la 

degradación por exonucleasas en el extremo 3 • (Carter et al., 1988). Wang et al. han 
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identificado terminadores fuertes de la transcripción en B. subtilis. dentro de ellos se 

encuentran el del gen senS (Wang et al .• J 988b) y en Bacillus thuringiensis el del gen cry/llA 

(Wong y Chang, 1986) 

111.5 Factores a nhrel traduccional 

La expresión de un gen depende de un nivel elevado de transcripción, asi como 

también de una traducción eficiente. La maquinaria traduccional de B. subtilis es altamente 

específica. lo que representa una barrera para la mayoría de genes heterólogos expresados en 

este microorganismo. En términos generales. los elementos del mRNA que condicionan el 

inicio de la traducción son: 1) codón de inicio preferencial AUG, aunque con menor 

frecuencia GUG, UUG, AUU y AUA; 2) la secuencia de unión al ribosoma o secuencia 

Shine-Dalgarno (SD) tiene al menos 4 nucleótidos de la secuencia AAGGAGG; 3) el espacio 

entre la secuencia SD y el AUG es de 9+/-3 nucleótidos; 4) al lado de la secuencia SD, los 

nucleótidos localizados en el extremo 5' del AUG deben ser As y Us; 5) la secuencia GCAU o 

AAAA localizada después del AUG mejora la traducción; 6) la región alrededor del sitio de 

inicio debe ser poco estructurada (Revisado en Vellanoweth, 1993). 

111.6 Uso preferencial de codones 

En términos generales el uso preferencial de codones es otro parámetro a considerar. 

Los genes expresados débilmente se caracterizan por la presencia de codones reconocidos por 

especies raras de tRNA. Sin embargo B. subtilis presenta Ja ventaja de no tener una tendencia 

marcada en su uso de codones (Kunisawa, 1995). 

111.7 Degradación proteica 

Pese a las ventajas que ofrece B. subtilis, su empleo en Ja producción de proteinas 

recombinantes aún presenta un problema, el causado por el gran número de proteasas 

producidas por el microorganismo que degradan al producto de interés. Dentro de estas 

proteasas se encuentran las de tipo extracelular como son AprE, Npr. Epr, Bpf y Mpr y de 
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tipo intracelular, siendo la mas importante lspl. Las proteasas AprE y Npr son producidas 

mayoritariamente, representan cerca del 70% de la concentración total de proteasas 

extracelulares producidas por B. s11bti/is. Con la finalidad de evitar la degradación proteica del 

· producto de interés se han empleado mutantes que producen cantidades mínimas de proteasas 

(He et al .• 1991 ). 

111.8 Ciclo celular 

Por ser de particular interés el periodo en el cual se lleva a cabo la expresión del gen 

aprE durante el crecimiento de Ja bacteria. a continuación se presenta un breve resumen de su 

ciclo celular y los cambios que sufre a lo largo del mismo. 

El ciclo celular de B. subtilis consiste en tres etapas fácilmente discernibles: 

crecimiento exponencial, estado de transición y fase estacionaria. 

111.8.J Crecimiento Exponencial 

Cuando las bacterias se encuentran en condiciones medio-ambientales óptimas y en un 

medio de cultivo que les provea de todos los nutrientes necesarios para reproducirse, tienden a 

dividirse a una velocidad máxima. A este tipo de desarrollo se le llama crecimiento 

exponencial y es caracteristico de cada bacteria. B. S11btilis es capaz de dividirse cada 20 

minutos bajo condiciones controladas; mientras que en vida libre su tiempo de generación 

varia entre 50 y 100 horas (Harwood y Archibald.. 1990). 

111.8.2 Estado de transición 

El estado de trar1sición es la etapa entre el crecimiento exponencial y el inicio de la 

fase estacionaria. En este periodo la célula monitorea condiciones de estrés. En B. subtilis. así 

como en algunas otras bacterias. hongos y eucariotes inferiores. una respuesta a dicho estrés 

acumulado es la formación de una espora latente (Setlow, 1994; Strauch y Hoch, l 992b}. 

Además de las proteínas necesarias para el inicio de este complejo programa de desarrollo; en 
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este momento, se sintetizan otras proteínas no esenciales para la <..-sporulación (Kunst et al., 

1994). Muchas de estas proteinas son enzimas degradativas, tales como levansacarasa. alfa

amilasa y proteasas. que permiten a la célula utilizar todas las fuentes disponibles de energia y 

metabolitos en el medio circundante. Concomitante a la síntesis dt: enzimas dcgradativas .. otras 

enzimas se expresan en este intervalo e incluyen aquéllas relacionadas con el desarrollo de 

competencia para la asimilación de moléculas de DNA, la producción de antibióticos, la 

síntesis de flagelo y la inducción total del ciclo de Krebs, el cual normalmente no funciona en 

su totalidad durante el crecimiento vegetativo de este microorganismo (Strauch y Hoch. 

1992a). 

En B. subtilis se conocen al menos nueve genes, abrB. hpr. sinR. degU. degS, degR. 

degQ, senS y pai. cuyos productos peptidicos producen efectos pleiotrópicos sobre la síntesis 

de muchas de las proteínas y de las funciones antes mencionadas (Kunst et al., 1994; Strauch 

y Hoch. l 992a). Debido que dichas proteínas controlan funciones que son expresadas durante 

el estado de transición se ha acuñado el término de reguladores del estado de transición para 

describirlos, Fig. 2 (Perego et al .• 1988). 

Ninguna de las mutaciones reportadas en los reguladores del estado de transición 

conducen a defectos si!:,rnificativos en la esporulaci.ón. Sin t.."'ITlbargo. existe evidencia que 

algunos de ellos son controlados por genes esenciales para la esporulación. Es decir, el control 

de la síntesis de enzimas degradativas y otros procesos del estado de transición se sobrelapan 

con la red específica para la esporulación y puede ser, de hecho. una parte de ella. Con objeto 

de comprender completamente cómo operan estos reguladores y cómo son integrados con· la 

vía de esporulación. se ha vuelto necesario definir las funciones bioquímicas de los productos 

de los genes reguladores y como interactúan uno con otro. Dado que la mayoría de los 

reguladores del estado de transición que se conocen afectan la expresión del gen aprE, en este 

apartado se describirá las interacciones regulatorias involucradas en su expresión genética. 
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:Fig. 2 Eventos que se producen durante el crecimiento de Bacil/us subtilis. 
El tiempo está expresado en horas. TO corresponde al inio de la fase 
estacionaria en cultivos utilizando medio Shacffer (Shaeffer. 1965). 
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Proteína AbrB 

El producto del gen abrB funciona como un regulador. con efectos positivos y 

negativos sobre ciertos genes que son expresados durante el estado de transición. En el caso 

del gen aprE. su efecto es el de reprimir su transcripción. El gen abrB codifica para una 

proteína hexainérica y posee un peso moh:cular de 10.500 Da (FürbaB y Marahicl. 1991). 

Mediante un estudio de protección de AbrB al DNA se ha sugerido que la proteína puede 

interíerir de alguna manera con la interacción entre la RNA polimerasa y los promotores que 

afecta (Robertson et al .• 1989). No se ha podido detectar alguna secuencia consenso para la 

unión de A .. brB~ sin embargo cada una de las regiones protegidas es relativamente rica en AT,. 

por lo que se cree que la unión se lleva a cabo sobre una estructura secundaria especifica de 

DNA (Fig. 4). Se ha señalado un efecto regulador positivo de AbrB sobre el gen hpr, ver Fig. 

3 (Strauch et al., 1989). 

Proteína Hpr 

El locus hpr fue definido por mutaciones que causaban sobreproducción de las 

proteasas neutra y subtilisina (Higerd et al .• 1972). El gen hpr ha sido clonado y secuenciado, 

y la proteína purificada a homogeneidad. Mediante experimentos de protección con DNAsa 1 

a la región 5• de control de aprE se encontró que Hpr se une a cuatro regiones separadas. dos 

sitios muy cercanos al promotor y otros dos sitios en la región que lo precede. 

aproximadamente 200 pb hacia arriba. Dos de estos sitios están localizados muy lejos del 

promotor y cercanos uno del otro: -324 a -295 y -292 a -267 {Fig. 4). Los otros dos sitios 

están también cercanos uno del otro. pero localizados muy cerca y sobrelapando con el 

promotor: - 79 a -59 y -35 a -14. El análisis de todas las regiones protegidas ha revelado lo que 

parece ser la secuencia consenso de Hpr: ATANTATT. También se ha revelado que uno de 

los sitios de unión de Hpr. el que comprende la región de -35 a -14. está ubicado 

completamente dentro de la región a la cual se une la proteína AbrB (-59 a +15). Por la 

técnica de .. footprinting .. y en experimentos donde se mezclan Hpr y AbrB, se determinó que 
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ambas moléculas se unen a la misma región de DNA (Strauch y Hoch. 1992a). La presencia 

de dos series de sitios de unión de Hpr separados por distancias relativamente grandes ( 183 

pb) sugiere que Hpr pudiera funcionar a través de Ja formación de una horquilla y que la 

represión ocurra por la existencia de esa estructura. Si bien Hpr es claramente un regulador 

negativo de la transcripción de aprE. éste no es un represor clásico ya que en su ausencia la 

subtilisina no es expresada constitutivamente (Dod y Balassa. 1973; !to y Spizizen. 1971 ). 

Proteína SinR 

El gen sinR clonado en un plásmido multicopia inhibe la esporulación y la producción 

de proteasas extracelulares (Gaur et al .• 1986). Este gen forma parte de un operón dicistrónico 

y es precedido por el gen sinI. el cual codifica para la proteína Sin! constituida por 57 

aminoácidos. La función de Sinl es inactivar a la proteína SinR a través de interacciones 

proteína-proteína durante la etapa final de T, (Bai et al .• 1.992). El sitio de unión de SinR a la 

región de regulación de aprE abarca de la posición -263 a -216 respecto al inicio de la 

transcripción. ver Fig. 4 (Gaur et al .• 1991; Strauch y Hoch. ! 992a). 
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Fig. 3 Regulación de la proteína AbrB en el estado de transición. La regulación postiva se 
indica con (+) y la regulación negativa con (-). Además. abrB se autoregula. La 
conversión de la proteína SpoOA a su fonna fosforilada (activa). reprime su transcripción 
y ocurre al final del crecimiento exponencial. 
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GGCGGCCGCA TCTGA TGTCT TTGCTTGGCG AA TGTTCA TC TT A TTTCTTC CTCCCTCTCA 

llPR ( 11 -300 

-200 
A GGAATTTGCC GGGACTCAGG /\.GCATTT/\AC crbAAAAAGcl 

DEGL"/Q 

IATGACATTTCAGICATAATGA ACATTTACTC ATGTCTATTT TCGTTCTTTT CTGTATGAAA 

00 lll'R <31 

ATAGTTA TTT CGAG~CTCTA CGGAAATAGC GAGAG,{(f:&•~~AA 

ABRB 

ATAGTCTTTT AAGTAAGTCT ACTCTGAATT TTTTTAAAAG GAGAGGGTAA AGAGTGAGAA 
:\lcl 

Fig.4 Secuencia nuclcotídica de la región de regulación del gen aprE. Los sitios de unión de los 
reguladores transcripcionales están indicados en rec1ángulos: verde (sitio de unión de Hpr); rojo 
(sitio de unión de SinR). amarillo (sitio de unión de DegU). La región protegida por AbrB se 
indica con la línea subrayada. Asimismo. se exhiben las cajas -JO y -35 de la secuencia 
promotora y el inicio de la traducción (1\.1el). La numeración de la secuencia se realizó en base 
al inicio de la transcripción (+I ). 
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Proteínas Deg 

Los productos de los genes degS y degU cstan involucrados en activar la transcripción 

de aprE durante el estado de transición ( Hcnncr et al .• l 988a; '.'l.1sadek et al .. 1990). Las 

mutaciones en dt.?gS y degLI afectan pleiotrópicamt.:ntc la producción de otras enzimas 

degrada ti vas y otros procesos involucrados en el estado de transición ( Strauch y Hoch. I 991a; 

:'l.lsadek et al .. 1990). El análisis de la secuencia de aminoá.:i<los de DegS y DegU reveló que 

forman parte de una familia n1uy conservada de proteínas procarióticas. Esta familia cuenta 

con un sistema que transmite señah:s por tncdio de <los con1p(..,ncntcs ( Hcnnt!r et al .. 1988b). 

DegS es una cinasa que se autofr_,,sforila en rcspucsta a scñalc.:s ambientales específicas y que 

posteriormente fosforita al segundo compont.:ntc. la proteína DcgL:. la cual a su vez actúa 

como proteina reguladora unicndose al DNA ( Henner et al .. l 988a). 

De acuerdo a las observaciones rncncionadas y analizando la naturaleza molecular de 

varias mutaciones en degU y dcgS. ha sido posible plantear la siguiente hipótesis: la forma 

fostOrilada de DcgU tiene dos funciones: a) regulación positiva sobre la expresión de algunas 

enzimas dcgradativas y b) regulación negativa en el desarrollo de competencia y movilidad 

(Msadek et al .. 1990). Por otra parte. un análisis de eliminación enfocado a localizar los sitios 

de unión de DegU en la región de regulación del gen aprE (rraprE.). sugirió que el fragmento 

de DNA involucrado abarcaba desde la posil:ión -164 a la -141 respecto al inicio de la 

transcripción (Henner et al .• l 988a). Sin embargo. en experimentos de protección in vitro 

utilizando DegU y la región de regulación de aprE no se localizó el sitio de unión para esta 

proteína. Contrario a estos resultados. un anóilisis posterior basado en el alineamiento de 

regiones promotoras de genes regulados por DcgS y DcgU. se infirió que la secuencia 

consenso para el control de DegU es AGAAN,.TTCAG (Dartois. et al. 1998); en aprE esta 

secuencia se ubica entre las posiciones -188 a -169 en relación al inicio de la transcripción 

(Fig. 4). 
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Proteínas Pai y SenS 

Además de los reguladores antes rnencionados., existen dos genes que codifican 

proteínas involucradas en la regulación de la expresión genica en el estado de transición. La 

presencia del operón pai en un plásmido multicopia resulta en la inhibición de a-amilasa .. 

lcvansacarasa .. protcasas neutra y ah:atina: asi como inhibición <le la csporulación. El opcrón 

pai codifica para dos proteínas necesarias para el efecto multicopia. La eliminación del ORF2 

del operón pai es letal; mientras que la eliminación del ORFI no tiene efecto sobre la 

producción de enzimas dcgradativas. pero libera la represión por la acción de la glucosa sobre 

la esporulación ( Honjo et al .• 1990). 

El gen monocistrónico scnS. cuando está presente en multicopia .. tiene efectos opuestos 

a los vistos con pai: estimula la transcripción de los genes que codifican para subtilisina., 

proteasa neutra. alfa-ami lasa y fosfatasa alcalina (\Vang et al .• l 988b; \Vang y Doi. 1990). Así 

mientras que pai codifica para un regulador negativo de subtilisina. senS codifica un 

activador. El conocimiento que se tiene sobre ellos es aún limitado. 

111.8.3 Proceso de esporulación 

La esporulación en B. subtilis es pane de un complejo programa de desarrollo y 

diferenciación celular que tiene como resultado la formación de una estructura altamente 

resistente denominada espora. Este proceso se ha dividido en diferentes estadios. La 

formación de esta estructura es un ejemplo extremo de la adaptabilidad de B. subtilis al medio 

e involucra a más de 80 genes (Kunkel. 1991 ). En el inicio de la esporulación la proteína 

SpoO.'\ .• la cual funciona como represor y activador. juega un papel central. El gen spoOA es 

transcrito a partir de dos promotores. Pv y Ps. Pv es activado por el factor de transcripción 

Ecr''. lo cual proporciona un nivel basal de síntesis de SpoOA en células en crecimiento 
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vegetativo. Ps es regulado por Ea", el cual produce un incremento súbito en la síntesis de 

SpoOA al inicio de la esporulación (Chibazakura el al .• 1991; Yamashita el al .• 1989). 

La proteína SpoOA perteccne a la familia de reguladores bacterianos de dos 

componentes (Stock el al.. 1989). La tosforilación de SpoOA es la clave en el control del 

inicio de la esporulación. El fosfato es transferido a SpoOA por un mecanismo complejo que 

involucra a proteínas histidín-cinasas y al menos a dos acarreadores de fosfato que actúan 

como intermediarios. Las interacciones entre los distintos participantes han sido reproducidas 

in vi/ro (Burbulys et al .. 1991 ) . ..-'\l menos dos proteínas histidin-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 llamado SpoOB. La proteína SpoOB es el donador directo 

del fosfato a SpoOA. Esta via puede permitir que mediante sensores ambientales. tanto 

internos como externos. se controle el nivel de SpoOA fosforilada de una manera rápida y 

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

KinB pueden responder a diferentes señales. ver Fig. 5 (LeDeaux, 1995). 

SpoOA-P regula negativamente algunos genes. siendo el más importante abrB. uno de 

los represores de aprE (Perego el al .• 1988; Strauch el al .• 1990). Por otra parte, la función 

positiva de SpoOA-P es responsable de la activación de ciertos genes especificas de la 

esporulación, como son los opcroncs spof IA ( Perego el al .• 1991 ). spol/G (Satola el al .• 1991; 

Satola el al., 1992), spol/E (York el al .. 1992) y el gen sin/ (Bai et al .• 1993). Se sabe que 

algunas mutaciones en spoOA bloquean la esporulación en su fase inicial y eliminan la 

producción de proteasas extracclulares. entre ellas subtilisina (Strauch y Hoch. l 992a). Otras 

mutaciones, como la denominada spo0A9V. bloquean la esporulación en el estadio II. Sin 

embargo. al parecer esta mutación produce niveles normales de subtilisina (Pcrego et al., 

1991). 
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Fig. S Transducción del !C..~sfato. Diversas señales metabólicas. ambientales 
y de densidad celular desencadenan la transmición del grupo fosfato. para 
dar inicio a la esporulación. Al final de este proceso. la proteina SpoOA 
queda fosforilada (activa). con el potencial para activar o reprimir diversos 
genes. 
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El inicio de la csporulación es complejo y se conocen al!,>unas señales que se 

interrelacionan y dan inicio a ésta: 

a) Señales nutricionales 

La limitación de fuentes de carbono. nitrógeno o fósforo puede inducir la esporulación 

(Freesc. 1981; Soncnshcin. 1989). A su vez. buenas fuentes de carbono. como la glucosa. la 

reprimen (Lópcz .:?tal .. 1980). Se ha demostrado que la concentración intracelular de GTP (o 

GDP) probablemente representa el efector clave de la señal nutricional (Lópcz et al .• 1979; 

López et al ... 198 1 ). Sin embargo .. aún se desconoce cón10 la célula monitorca la concentración 

de GTP y cómo la señal se transmite al aparato transcripcionaL 

b) Densidad de población 

Grossman y Losick ( 1988) observaron que la esporulación no puede inducirse 

eficientemente en células mantenidas a baja densidad de población. Sin embargo. la 

esporulación eficiente se obtiene cuando las células se resuspenden a baja densidad en un 

medio estandarizado para el crecimiento de células a alta densidad. El efecto no se debió al 

agotamiento de un factor esencial de crecimiento sino a la producción de substancias. 

posiblemente oligopéptidos.. que son necesarios para inducir una esporulación eficiente 

('1.Valdburgcr et al .• 1993). Se conoce poco acerca de la naturaleza de dichos factores y. menos 

aún .. de cómo su presencia es monitoreada e interpretada. 

32 



IV JUSTIFICACION 
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Pese a la imponancia básica y aplicada del gen aprE y que su sitio de inicio 

de la transcripción ha sido detcrn1inado (Ferrari cr al .• 1988). no hay una descripción 

precisa de su secuencia pron1otora. Considcran1os que para posteriores estudios es 

necesario conocer la posición exacta de los elementos de su promotor .. por Jo que 

pane de este trabajo fue enfocado a este fin. 

Aunado a ello. en nuestro laboratorio se han construido cepas de B. subri/is 

que presentan un nivel elevado de producción de [3-galactosidasa recombinante. 

cuya expresión es controlada por la región de regulación del gen aprE. codificada 

cromosomalmente y en la que no requiere de Ja adición de inductores cxógcnos para 

su expresión (Bolaños. 1994). Sin embargo. consideramos que eslas cepas pueden 

ser mejoradas si se ton1a en cuenta de rnancra conjunta el conocimiento genético 

relevante de procesos en B. subrilis. como son: la transcripción. la traducción. la 

estabilidad del material genético y la estabilidad del mR::-.:A. que habían sido 

estudiadas previamente de manera aislada. 
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V. OBJETIVOS 
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OBJETIVOS GENERA.LES 

1. Definir y caracterizar la secuencia pro1notora Ucl gen "prE. 

2. Diseñar y construir integralmente cepas sobrcproductoras de proteínas hcterólogas de 

Bacillus subti/is. empleando el conocirnil.!nto de los procesos genéticos que intcn·icnen 

en la sobreproducción de proteínas. 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

l. Caracterización del promotor funcional del gen aprE mediante: 

1.1 Programas de cómputo. 

1.2 Il.1utagénesis sitio especifico sobre bases potencialmente relevantes. 

2. Diseño y construcción de cepas sobreproductoras de B. s11btilis 

Evaluar distintas condiciones que modulan el nivel de producción de proteínas 

heterólogas. usando como modelo la fusión traduccional rraprE '-/acZ. Los factores 

considerados son: 

2.1 Nivel transcripcional 

2.1. I Construcción del promotor canónico, que incluya: 

2.1.1.1 La caja -35 (TTGACA) canónica. 

2.1.1.2 La separación entre las cajas -1 O y -35 de 1 7 pb. 

2.1.1.3 La región de reconocimiento para la subunidad a. de la 

RNAP. 

2.1.2 Adición del terminador de la transcripción del gen cryIIIA de 

Baci/lus tlzuringiensis. 
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2.2 Nh•el traduccional 

2.2.l 

2.2.l 

Construcción de Ja secuencia Shine-Dalgarno canónica AAGGAGG 

:Vtutación del triple!.: GTG (.:odón de inicio de la traducción de 

aprE) por /l.TG. 

2.3 Estabilidad del material genético: 

.:?.3.1 Integración en el cron1oson1a de las construcciones realizadas en la 

rraprE 

2.4 Efecto de los fondos genéticos 

2.4. l Transferir Jos genotipos hpr-. clegU32 a las cepas con las 

construcciones realizadas en la rraprE. 
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VI. l MANUSCRITO 1: 

.. Characterization ofthe s· subtilisin (aprE) rCb'Ulatory 

region frorn Bacillus subtilis " 

FEMS Microbiology Letters. (2000) 183: 9-14 
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Abstraer 

The •lprE ~ene!' of R.1t 11luf 1:unn/o C"n.._·,H.h.•-. thc m.11cor -...-nn._• .-n..,tlrn._• rr••t(."..t"'-' .._ "º'"~ n ...!' "ul">t1h-.1n 11 1-. c'pre-. .. cd dunn~ the tran"1o1tu>n '>late 
..inJ lrano;.cnti<J h~ thc- Cf'' f._irnl ,1f 1he R 'A r'•~l~rr1.:r.l.,._. 4 R. ....:-'\Pl In tf11.,, "••ti....\~..:' ..:h.1r.1o.:tr:n.-.. ·.J tht.• rt.·~ul.itn~ rcg'1on of the "f'"I:: gene 
(rr.zprf.I fTllm B ··uf>llh.r B;. .:1•mpu1cr .. u1 .. tl;. .. 1 .. ..ind -.1t .. ·-d1r<.'\.."h."d nH1t.1_.: .. ·n .. - .. .-.. \\.; l1•.;.d1¡-L·tl 1hc .1prF prun1ut(.•r .... ·qucn'-~ r bp up~1rcJm from 
ÜS lranscnptlOn in1l1at1on .. lll." JTfS). \\'..: ..iJ..•l .:hJr;1.;t1,."rl;"L"J lht: ... 1.tl/L" .:ur\.llU?"e prt•f>\."T11L"" ~·f lhe rr.1¡>•/:· JJ'.'.:i\ .in.J fnund l"O J¡ffcrc-nt .ire..i-. 
of DS"A bcndmg. \\1th1n thc fir,t .ioo t--p up .. 1r .. ·..trn ,,,. ir-. Trs. \\'e P""tt..l.uc: th.11 th'-· .. ...- p.1rth.:ul.1r .:unt·d D~A rc~1on-. ..:uuld pla) 01 rok 10 thc 
intcract1on v..uh <;.orne rcgul .. ltor;. prn1c1n ... 1nd di..,;u ..... r•'""ihk• 11np!1 ... ·.1f11Hh rd.11t.·...t I•• .1prF 1r.1n-. .• :r1¡i11nn n .. ·~ulo.1t1<.>n .:· .:ooo Fcúcrat1on of 
Eurnpcan ~f1..:rohu•lug1..:al S.--...:1'-•t1t:.., Puhll .. hc.·d h)' El.....:-\11.•r '-11:n ... ·(.· H V -'\11 n~hi.. ro:: .. .:r'l.(.·d 

l. lnrroducrion 

Thc c.IprE gc:nc cn..:1.hlc:-. thc: c:"\.tro.H.:dlu!Jr .1lk.il111c pnh 
tease subt11i~in fnnn B11c11/u.• .•·t1hrth.L Jt i:-. c'rrc::-.-...:d dunng 
thc .. tationary ph.1~e .1nd rcad11.::-. lt!> h1ghc:~t c'prc:- .. llln 
lcvcJ ;.1ppro"'-1m~1tdy :! h .ift'-•r thc lln-.ct Jt ha~ ~cn c .... 1.1h
hshc.:d rh.at .~prE c:'-1ntnhutc.:"' t...l ffil"líC than 7(1" ,, l>f thc tl>!.tl 
c'trai:cllular prc•tc~t-:-1.." .1..:11~ 1t~ [2.:!J Thc tran~nplll•n l,f 
,.1prE gene ha!> hccn u.-.cd a.; a n1oúcl to uni..!cr:-.t.1nc..I lhc 
rcgulato~· ncl\ .. ork that controb thc gene c:xprc...,..,h_..,n at 
thc: trans1t1on st.ttc. v.hcn thc ..:di ce.ase~ l..""'(pt.--.ncnt1al 
growth and "POrulation is initiatcd [ 1 fi.]. A.Jk.lhnc: píl""ttc.:asc 
product1on. a~ ~.,,·c)J as othcr cxtracellular rrotc.t:-.c~ •. 1rc.: 
subJcct to rcgulat1on by a comph:x group of pos1t1vc .tnd 
ncg:ilthe rcgulators. such as: DcgL"/DcgS. /\brB. flpr .1nd 
SinR. Thcse proteins act at thc tran~ripth_"""inal lc~cl .ind 
rcquin: at Jcast 400 bp ups1rcan1 l."'f the aprE tran-.cnpoon 
initi¡ttion ~1tc <TIS) l<. .. l prcscnt thc1r n0n11al rnc•Jc uf ..: .. --.n
trol [20]. 

• Corre,..pond1n¡.t .1utt-.or; Apdo. Po .. wl S 10-3, Cuerna\..1..:.1. \.forelo~ CP 
fl:!~SO. :'\.fcuco. Tel.: ·~:? 4iJ1 :?9-tb·OI. Fo.l'\: +:5:? 17J1 li·:?3-8S; 
E-m~1I. mer1nu-a.1br.unam.m' 

o3i8-loq71001S:?O_<.i0 e :?000 FeJeranon (.lf Eur1."'pe.1n :\1u;:n.~bu.>l.,gu;al Svc1ct1e .. 
Pll. S037!'S-IO•J7c9Q)00b:?l .7 

.·\ltlll"lUgh th1: ha~u: .1m..J .1pphcú 1mportance llf the aprE 
gl.."nc '"' v. akly .1..:..:cptcc..I, and ll:-. TJS h;:1s b..."l!n dl.."tcnnincd 
{..:]. thc:rc: 1 .. no dc..·Jr dc .. cnrtt1.)n of 1ts prornotcr sequcncc. 
Pr'-"'-IPU .... tu.Ji.:-. h~ P .. trk et .11. r1 IJ rc:ponc:d a pUt..llÍ\C 
.i¡1rL pnHnotcr ... hp up~trcJm nf it!> TIS. that had 19 bp 
~t"'-cc:n thc¡r lo .u1.J · .~5 t'ol>XI.."-.. Cunthcting \1.1th thc..&~ 

dat.1. <-.;1r.1t1..:h .1nc..I ffo..:h [l~J .. u~t=c:o.tcd .1 d1ffcrc:nt pru
rn1•tc..·r rc:µh--.n. 12 t"->p up .. trc.1m of 11' TIS ..ind ló bp bc
l\1.c:cn thc..·1r - IO .uu.! · J:' t-au,cs. T.1k1ng 1nto .1..:..:ourH thcsc 
._-,lntl1c..·t1ni; d.11.1 .. 1nc..I thc l.1.;k ,,f c'pcnmcntal TC!>Ulb. to 
(."\.1luJtc thc rclo:\. .. 1nt nud.:nt11.k-. (ntl for R7'JA pol)mcra!-.C: 
iR:--..:API rc..·cogn1t1t.ln. rn 1h1s \1.t.-.rk. wc pcrforn1cd -.1tc-di
rcc.::tcd mutJ!!O:nr.: .. 1 ... in thc- r.:gulatory rc:~ion of thc aprE 
gene ( rraprE) tlJ dc:tc:nnine thc func..·tJonal rromotcr se~ 

quc:nl.·c. Our rc~ult' 1nd11 .. :.1tc 1hat thc functll."'nal aprE pro
nh.ltc:r c..loc ... nnt ... :orrc-.rond co .1n) ... r thc: pre~ 1ous reponed 
pr0n1otc:r -.c4ucncc:..:; ... tt h.·a.-.t undcr thc g:rov ... th '-'onúition!> 
J!>-.a'.:--cd 1n th1-. .. tu<ly 

In add1t1on. thc ..:un.cd O:"".-\ gcomr.:try of thc rrt..1prE 
h~1~ f...cen prupo!-tcd te.-. ~ tU\.ll!Vcd m t..1prE gene cxprc:s~ion. 
Thc pre~ncc of a -.t..ittc cun.otturc wtthin th1s rcgion has 
pre" 1ou~ly bc:c:n rcportcd ( 1 7); howcvcr. thcrc are no ex
perimental studics that chara..:terizc thc exact position of 
thc rcgion(s) in'-olvc:d in :-.uch curvaturc. Using dectropho
rcuc analyscs of circular pcrrnutcd DNA fragments con
tainmg rrt..1prE. as wcll as c..·urvature analysis bas.cd on com-
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puter pn..,gn.tms. \11,·c ha\.e found that thc: major d..:tcn111-
n~1nt:o. of <.tnomalou!'o gel n1igratiün are locatcJ Jrounú 1111> 
.1nd .::no hp ~l\.\;t)' front it:-. TlS. Thc rc:-.ulb of th\.•:-oc ... 1uJ1c .. 
.1rc d1~.._-u .. :-..:J 1n thc light 1,.lf thc aprE tran .. 1.,:npt1lll1 n:i;u
btil"1n. 

2. :\Jarcri:d-. and mcthod' 

~ I C'11111r1acr r.11ra/t·,,, dtrc·, ft•d lo rd.·nflly ru1111ne CT 1 

r,.,,,,,,.,.·r.,: 

Ba~cJ 1..)n th1..• ->t~ltJ<.t11.:al ~i1~llrithn1 pn.lpo ... cU hy \tul11!!.t11 
et .ti. ( IOJ. ,,.e d1..·'~.'hlfk.:d .i pr .. ..,~r.1n1 11..' .. c.tn .. ·h cr' pr;._lfllt>h:r 
'.'>Cqucni..·c:-.. In th1"i .d~l'ílth1n. c.1..:h "·''e .,f thc - -'=" ,ulll 
·- 10 h,l'\.'.'" .t:"> \\C'Il .i-. 1h1..· .inc..., rt\..'.tr t.l rh\.·111 .u-e \\1..·1ghcd 
~11,;con. .. fin~ h> .l ,c._1rc,: rll.ttn,. rh1-. ~Y'TC tll.llrlX \\,1-. hlli!t Up 

fron1 thc frc4ucncy ,,f ._ ... ..: •. :urn:n ... ·c ._-.,f c..·.1..:h t-i.1-oc l1rl .1 li-.t ._,f 
I~.:! B .. uf>ttlo o·' pn1rnl1tcr ..... 1,.·L•n1p1k·d h)- flchn.111n ¡-¡ 
Thc ~pJc..·c Oct\\ccn thc 3:' .1nd In rc..·~hH1-. ,,_·,1ntnhu1c-. 
in gc..·on1ctncal tc..·rn1.-. 1,1 thc..• rln.11 .. ...-1..1rc Thc tn.1,1111un1 
po~~1bJc :-.Corc 1._lf .1 put.ltl\.C rx·rr;_:...:t pr._1111'-ltCr 1-. fil() :\ 

i:ut-otf \.":J.IUC' \\..1s u-.cd 1._1 ''-'lci:t ._,ni:- [he ~c-.r prlHTh•tcr-. 
"ithm .1 DN.:\ rcg1._1n. 

::.::. Co,npurcr anal.1·Hs ••/ tlz .. · fl.\'. 1 '-l<i/IC ._·ur1,Jtur<' 111 1h1• 

rraprE 

To \i:o.uJluc thc: D'.'o'.·\. thrc..·c.,J1n1cn .. 1'-'n.tl tr.1.1c..·....:1,1ry. \\e 
u~cd thc DNA~tJr o..:t'>l11PUtcr pr._1~ram ¡[)'.':.-\ST-\.R. \.f.HJ-
1~0n. \\.'1. L'Sr'\ t. '' h1ch " ha:-.c<l '-'" thc nc.1rcst-nc1g:hb,1r 
\.\.Cdgc mt1dcl f3J Thc .1naJ~-.1' \\,t.-. m.1dc u1th 5J6 hp ,..,,
thc rraprE: scqucncc pn:\.10u-.ly rcp,1rtcd b)- Valk .md Fcr
r'1ri (~U]. 

;: 3 .\}11c-d1r.._'ctc.I "lllhll:l''h'\l.'i o/ • .:pr.l::.' pr11n11>lt.'r """ 
¡1/,1,111u/ • '"''tru. 11•"1 

Plasmid pT7-arrE: '.\.<l:o. .. :on-.tru..:tc<l hy suhd,ln1ng a :;nq. 
hp EcnRl-b ... 11uHI fra!!mi.:nt c..kn\cd frorn pl~1,m1d pSG)S.1 
f.;.J into pT7 Bluc l~'-n·a~i:n. ~L.1d1~nln. \\'l. USr\t ~md 
cont.un~ thc: ,1prE pr'-lmotcr anc..t it-. tirst ..:1ght ...:ll.Jon ... 
pTl-"prE "'ªs u:-...:d as a tcmplati: fllr DligDnudcotiúc-d1-
n:ctcd PCR mutagcnc~1s ~u:cor<lzng to thc protoi..:-nl dc
:-..cnbccJ by ~ferino et al. {9}. PCRs wcrc cJrricd out \.\.Hh 
T"q D="'-"A polymcrasc e PromcgJ. :\fadison. \VI. US:\ ). 
Thc nt ~uhstitution.., wcrc .... ftlllo\.\-.;: --7 (T--.G). --)1 

(."°' -C). -.~-:- tT--G) tscc F1g. 1 l Thc PCR products 
werc úoublc-d1gc~tcd w1th Ect1RI and B,1mf-II. doncd 
into thc ~ame rc~trii.:tion ::-itcs of pSG-PLK . .tnd \."crifü:d 
by DNA scqucncmg [l.J) to ~1cld pla!'!om1ds p-7G. p-JIC 
and p-37G. rcspt.."CtivcJy. pSG-PLK is a pSG35. J denvatl\C 
that carnes a promotcrlcss /JcZ gene. In thi~ pla:-.mid. thc 
uprE promotcr ha!» hc~n rcplacc<l ,, .. ith thc pUCl9 p1..)Jy
Hnkcr region. This moditicatrnn m.tkcs thc !>clcction of 
transfonnants ca!'!oicr. bcc¡tu~ colonics that carry thc 

mutJtcd aprF. prl"lrn.ott.•r are hlui: \\.hcn thcy Jrc platcd 
llfl X-G.tl f 5-0r11mo-4-..:hh•ro-J-in<lolyl-í\·n-~;.1l,¡u:top~ rano· 
-.1dc1 .1g.1r. 

-~ -1 1:·1,., tr,,¡,;,.,,.cll• <Jll<lh "'' p/ .-1rt·11/ar pr-rOtllft..'•Í /),\. 1 
ll<lL:Hlt'flf\ 

fhc -.c..·4uc11c...·t.·-. l}f thc rrin1cr-. lhcd fnr thc..- P<.'R ~u1<t1'.'-'h 

h' rn.1p thc •. :ur">cd i._,l.., .1rc 'hLn'n tr1 T.1hlc 1 \Vt.: ut1h.1ei.J 01 
PCR-h.1 .. cd nH .. 'lfi,,d / .::' 1 J Tl1 ..:._in,truc..·t l.0 lrl.·ul.1r pcnnutatll)n-. 
,,,- thc rr,;p1J: rh-.·-.;.· (r.q.!n1l:nt-. \1ri.cr..: .1n.il:-.1t:d h~ ~ P•ll:0.
,1._·ryf;un1dc ;;t.·I c.."!1.·L.·1r"rh••rL.'-.1, 1P·\<il:t .it -l-(· ;.u .1 ..:on· 
.. r.u1t '<>lt.1gc..· <lf S \' c...·n1- u1 !-.•> 111:'\.f Tri-. h·)r.1te 1rfl ."ó\ JI. 
~ 111\.t l:DTA burfc..·r 

f.\1 l:«ru hhJ , 11/¡ J\.f 1111 [1/,11 -pr1•) •url:" tht.F' rraD3fJ 
{'r1• 11/ /,J</ '.1 /\//5j \\,¡-. U,cd .1:-. thc h,1-.t fL)r pJ;.1-.mjd 
._·un ... tr11..:t1,1ri...... P!.1-.rni.. .. h \\C!"C ,1ht.unc.."d ;t-. ,fr,l..."nbc.."d 1n [.:!J 
/1 .,,f.ftl/\ -.1r.11n-. ._;,,n,tni..:t•.:d in 1hi-. -.tudv ''ere dc.."n\.cd 
fr,1111 BSRI f:'J Pl.t...mzl.h p-7<i. p-31C .u;d p-• ..... Ci \\c:rc 
!i11can.1cd \\ 1th /'-ti .1nd u-.cJ ,._, rr.111-.f,•m1 // \·uh11fú· 
BSR 1. Id ..:nn-.truc..·t thc..· .. rr.111i... Jt..,tcd 111 T.ihlc: =:_ Thc trans
f,•rn1.1th•n pr1.•!,,..:,1I \\.1-. f._1Jlt>\\c,.•d .tc..·..:ur...J1n!! ro .·\n.tgnu~to
P•luln .... uH.1 Sp1.."1.tcn [I J. thr.: -.clci.:l1••n "·" m.tdc fr•r chlor~ 
.1mphc..·n1.:._ll·rc..·...,i-.t.11Kc ( 5 J..1~ n1I · ). Jntc~r.tt1on of pJ.1-.rn1d 
l)~.\ \\.1 .. l.·11nrlr:ncd h;.· tc..·,11ng 1hc..· .1111:-J.1 ... ..- pr.1dlll.:!11•n h:'.
Hll.l1m: -.r.un111~ .• 1-. Jr.:,l.·rihr.:d rirc' 1._.u-.Jy [ 15! 

ll 51,f11tfu .... ·cJI.,. ..:-.Jr~m~ thc rnutagcniLc..·d rr"prE \.\.en: 
!!r .. l\\n .:.it J7ºC 111 Sh.1ctfcr·..., -.porulat1nn media [16). At 
rc..·gul.1r time n1h:r'.;d,. -..1mpli:-. of 1 5 mi \\Cre t.Jkcn .t.nd 
.1:--,.i:-c..·d f1..'>r ti-g.1l.1cto-:.1...Ja-.c "'fk--.....1fk JCt1\. ity J~ dcscribcd in 
[:'] 

3. R"""ult~ und di-..cu"''ion 

Tn 1Jcnt1fy and cvaluo.ttc putat1vc a" promoters within 
thc 5' ..:ontrul rcg:1on of thc aprE gene (rruprE). we dc\."cl
,,pc.."d a ~omputcr pn._1gram ba~cd on thc statistical algo
nthm dc:rivcd by \.fulli!!.tn c:t .1L (IOJ. \\"ith thb pro~ram. a 
m..t'\1mum \aluc of 100 h obtaincd '"·heno.di bases match 
thc promotcr c'tcndcd con~cn!>US aotaaatttgTTG,\CA.t-1 l 
bp-tutgaTA TA.·\ T,h1aa (:-.ce Scct1on .:!). \Vhcn a cut·off val
ut.: (1f fl(} ..-.as u~d. lhc progr;.1m only found two putJtive 
promotC'r!> wuhin thc tlrst 100 bp upstrcam thc aprE TIS. 
Onc of thc:-.c prom .. Hcrs had ;.t M.:orc valuc of 63 and cor
rC':-.pondcd 10 thJt prc,iou~ly propo~c:d by Park et al. [11). 
locatcd 7 bp upstrcam to thc: L1prE TIS Wlth a 19-bp spuce 
n:gion bctwccn thc -10 and -35 boxcs. A sccond pro-
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~IUC'nce 5" - ~· 

~UC'n.:e .,f .._j1ffi:-rt"nl ,,t1_¡.:,•nu .. k•>t1J<.•.., u.....:-J !" 1.J .. ·n111:- .._ur~('.J º'' rc
e::10113". 

motc:r \\'Hh a :-.con: of t'll \\;J:o. .d:-.o f(.lund. lt h.t .. thc .... une 
- 1 O bo'\ but a d1tkn:nt - .~5 htl'· ''-"Pdr•lh .. ·d hy 17 hp. On 
thc othcr ho.tnd. thc pílH1h.1!i..·r pr .. -.p .. ,..,c.·d l't:-.- Str.1uch .1111..J 
H"->ch {ISJ '-\J!!. f1.)UnJ .._1nly \\hcn thc cut-orf '\,dtH.: ""~h. -.et 
do"""" to 37. Furthcrmon:. nnh th1.., 1..·ut-otf ... tluc-. thcn: 
wcrc 71 othcr ... c4ucr11..·c, \\"1lh .tn c~u.tl <.1r ?-!CC,1tr.:r ... ..: .. H·c 

\\ithin thc tlrst JOO hp up:-.trc~.im thc TIS. thcrcfnrc. 1t 1~ 

unhkcly that thi:: pn1nllHcr prnp"-1:-.cd h~ Str.1uo.:h .1n.J 1-{,-....:h 
[1 SJ is functional in "1'· o 

Our con1putcr ..tn•1l~~1s 1ndic;,.uc.J th.tt thc:-.e t\1i.o putat1\c 
prornotcrs. locatcd ;,.1t 7 1:-op fr1.lrn th1..- TJS. are thc rn ... ht 
fcas1blc: \\1th1n thi:. n .. ·g1on_ lhlv.c .. cr .. <luc t1.l thl!' :-.n1;.lll <l1f
fcrencc bctwcen thc1r scorc \aluc~ .. wc c1.luld not <lctcnninc 
wh1ch onc ._1i.·a:-. thc funct1on.il prnnllllcr llf 1hc .1p,.-E gene: 
thcrcfon:. wc m;1l.!c ... 11c-d1rc'-·tcd mutaµcn'-"'h .it rclc .. ant nt 
prc~umahly ln'\.oJ..-cU 1n th1 ... prornotcr rcco_l!rtlth1n 

3.: .4.nalr."il.\" 01· 1he ap,.-f:- f''"rnnofl',.. \( 01¡111•nt •• h1· \lf(·-,/1,..c.·ct•'d 

11ruttii.:c·nc\·1s 

To ...-cnf:~· t:iur thc ...... n:ticJI rcsults .1nd <lt.'Ccrn l:'octwccn thc 
rwo potcnthtl prorn ... Hcr :-.cqucnct:s ... "e accon1pl1:-.hcd :..1tc-
dircctcd mutagC"nC!.is. on thc nt con:-.1dcrcd o.ts rclcvant for 
R~AP n.~ogn1t1on. For J gi"cn putati\c promotcr :-..c
qucnce~ wc rcplaccd thc mo .. t con sen cd nt at ~pcc1tic po
~itions by thc Ir.:a!>t frcqucnt nt at the ~ame sitcs. ;,.1ccord1ng 
to frcqucncy matri:t of B . .;;uht1/i.., promotcr scqucncc:-.. This 

T.lhle:;: 
8 ~uhnhs \fr-ltn"' 

Str.l1n De!i.erip11un Rcferen..:c-

BSRI .:vrpr hu.4 t1:frH L-lh ... i....::lo.. 

BSR6 BSRI >ln•.11::." :pSGJS 1 \'>ll Th1s. ""Orlo. 
BS-7G BSRI ..unyF.:: :p.7G cut Th1s. ""~•rk 
BS-31C BSRI amyE p.JJC ''" Thu. ""url... 
BS-J7G BSRI .unyE: ·p-37G 'ª' Th1s ""ork 

r'bhre...,1ations: rul. chloramphenic..:>l .ll..."Ct}ltran,.fer.tM' gene. 

fn:qucru:y "••~ ~l)n .. truc1cd :-.upportcJ on thc :--cqucncc of 
l.:!:! pn.)fllOh.:r" ....-1m1p1Jcd hy f-f.._•JmJnn {7). 

ln thl.!' JO h,)·'· 1...·l_1111rnon ll• thc I\.'-•> putatlH!' prom(_.,rcr"ó. 
ut: rcrlo.u ... ·cd th...:- nt .1t p ..... 11JP11 7 . ._ .. hi..:h i ... 1 hichl\. 1...· ... H1-

~-n.c<l T h,i...c 111 tia: /1 H•hll/I\ <r' prnntotl.!'r-.. ~-uh .1 G 
\\"e <.:Pfhtrui.:t.:d pJ.1,n11d p--:-c·i. \\h1ch <.."".trnc-. th1 .. rno<lifü.:d 
nt 1n thc aprl:-'./,,, L tr.1n,J.1tH•11.tl lthllHI Thc .1rrE"-f,1c/: 
tran:-.l.lln•n.tl flhHHl \'- .i... 1ntc~r.1tc...J f-.~ ~ouhlc h<..lrltnh..,g,lU:-. 
rcc.·•n1h111.1th•n 111t.1 thi: .:nn /;. 111...:u' ni /1 _,¡,/•rzln ... tr.11n 
BSRI. _!..'.c11cr.1tinµ: thc B .... --<i ... rr,11n ,,._-e S._•._:11,•n ~l Thi... 
... tr.un c'rrc ...... e ... ,1111~ ...: ••! thc l\·.L'.il.11..·1 .. -.1...i.i,._. .i..:t1\ u~ 1n 
rclo.1t1un ll• 1h p.1r1...·111.1I BSRh ... tr.11n th.11 ._·,une' thi.: v .. 1hJ
t) pe rr.1prE Tht:o. rc ... ult 1, r1c..·'1 .. ºllh:d u1 T.1hk > Th...:- •. .tr.1-
1n.it1...: rcdu1...·11,lll "f 1hc ¡i-~.il.J...:hh1.J.1,i.: .t1..·t1\ 11:- in thi.: BS-
7Ci :-.Ir.un 1.:lc..-.1rl:o u1di..:.1tc' 1h.1t thi.: ,c..•qucncc T.-\C'.·\AT. 
1dcrn1rlc..·.J h;. dUr ._·pf:1í'Uti.:r .1n.d~ ,¡.., .1 ... thc - In nu,. h 1n 
f.it.:t tu11.;t1l1n,1I 111 ._ • ._l, f11r R':\P n:l_·l)~n1!1t1n. 

In l•rd1.:r t•• d1 ...... · ... ·rn .... h1 ... ·h 1lf thc 1v"'-1 3:' h,n • ...:- ... 1.Ji.:nti-
tic..·Li h~ ,11ir 1...·.in1pu11.:r í'fP!!r.un ._·l1rr..: ... r1•ndcU lll thc func-
th•11JI -~~ f->,1, ......... mu1.1~.:nuc.:d nt -31 1 ·\ ---C> .1n<l nt 
-.~- 1T----<-l1; ~cni:r.1t1n!! BS-_'-IC .rnd BS-J7C; ... tr~un-.. rC"-

-.¡x·...:t11.cl) In h1•th ...:.a...c .... \\l." .. .-,1n-.1<lcrl.!'d ... uh-.111ut1on-. of .1 
h1ghly 1.: .. •n ... '-·r ..... ·d h.i ... C' 1n th...:- cr' pr<1nll-.t..:r i:on~n:...u:-.. 10 
1hc lc.1 ... 1 ...... 11 ... (,,·r .. 1..·t.J nt In th.11 ... ¡x•c..·111..: r•i...1t1on. Tf,_1 J\.01d 
.1tnl:'o1~u ... lU'> rc:-uli.... thc n1utdgcnC"-.a... u..1'> dc.."!<>l! . .:ncd 1n ... uch a 
'"·'~ that ... :h.u1gc .. 1ntr.,..Jucc.J 1n thc [)S ·'\ -..cqucn'-·c \\(_1ul<l 

e·., 

Lh ~ ., 
TG~"'T'TT'n1·(-, :~Jsñüif''"'r1c .. c .. -._... 

' ' 1 !--- ·~· --¡ 
¡-·-·-¡ 

p-.l-,.G .--·-C~"-r'"---~ ... ,- .. ,T.---

F1g. 1 tAI Put • .nn.e rr.)m•HC'r '<\.lUC"n ... -C"l> and pl.l1>m1d c..·on1-tru.:11on1>. l.°'~ 

Rcpre-.cnt-'!1tln ,,f p.> .. -.1hlc ~r,.,_. prorr,,ner .,,~·quen.:e" cm¡ity ho11.C"\ t_ l 

-.ho"" the prum~•ter '<:'<..luen..:e rr••ro-.cd h-.· "itrau<.:h and fh-,..;h [ll'IJ: 
J..1-.hc..J h<>'C"l> !Cll e'h1~n the pr.>muier '<...¡nena:" "'ºJ?8C'"led h~ Par!.. et .11 
!11] .1nd !;i!..,d, b1•11.l".,. (•I J,..p¡_,~ thc mu"t h!..l"ly promo1er !-l"quence .lC· 
._.,,r~fln~l~ .... nh <lur mu1..,gene..,¡ .. 'tud'." rhe 1.ltter l""O -.~uen...-e°' pre-· 
-.cn1~d thc ht¡thC"\I ....:nre""S m thc .:ompuler _,nal)'Sl!i> The 1ncorporated 
mut.1f1~~n ... 11 1he r<"gulalor) n:·g1,,n ~•I 1he .,,.,,__-._¡.z,·Z ru,.1on gene are e11.
h1hned .tt 1he 1np uf 1hc ~í'C'\,:1f1c nt .1nd p.ls1t1on!I> .tre 1-ho""n 01s suh1n
Jc11.~. The nt .1re numhcred m rel.tlwn to the TIS c+ I ). (HI nt !>eqUence 
,,f pl • .hmn1 reg1on" conurul:le<l 1n th1s s.tudy. L"nderhnC'l.1 nt represent 
the mul.lt1ons 1n1ru..Ju ... -ed .ll 1he 5' regul.t1or) reg1on oí 1he urrE'·la .. z 
¡;;e-ne fu.,.1on 
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Fig. 2. Stratrgy to map the pos1tion of thc bendmg IOC'l on thC" rrLJrd-.- Se~er.l1 ~:t-6-hp J)l"',., fragmcnts .... ere gcncr:ue.J by PCR. using a ~t of primen 
complcmenlary lo difTc-~t regions of thc aprE ~ene- anJ to 1l5 re~ula1~1ry fC'!!mn (Al. and analFeJ by &"!·O. PAGE (lll. The posüions of thc primen 
uscd for PCR are rclativc to thc TIS and the1r S<"qucnccs are '.'>!u.1wn in Tahle 1. In cach PCR-gcner;neJ DNA íragmenr. thc pos.ilion of the Taql- iol re
striction sitc to both ends. of c.1ch íragment 1s als.o inJ1.:atl"d. 

only affcct onc of thc two analyzcd -35 boxcs (~ce F1g. 
lA). 'lñc BS-37G str•tin ~howcd a 69°/n dccrcasc in thc: 
aprE"-/acZ tnmscription ratc. On thc othcr hand. BS-
31C did not yicld a significant variation on its aprE'
lacZ transcription Tate. as it e.un be infcrrcd írom thciT 
~galactosidn.sc activity. 8 lo/o with rcspcct to thc BSR6 
strJ.in (sec Table 3). Thcrcforc. our rcsults indicatc that. 
under the conditions testcd. the aprE pTomoter has 17 hp 
bctwcen the -10 and -35 boxcs and it is locatcd 7 bp 
upstrcam of its TIS (Fig. IA). Ncvcrtheless. wc could not 
discard thc possibility that both promotcr scqucnccs may 
be functional and transcrihc thc aprE gene at particular 
conditions not assaycd in OUT study. l-lowcvcr. thc condi
tions uscd in thc prcscnt work are thc samc uscd by scvcral 
othcr groups to ~tudy aprE rcgulation as 'l.vc11 ;,1s rnany 
sporulation-a~sociatcd procc~scs. 

3.3. Elcctroplwrt·tic anafy.fi ... ,~r circular pt.•rn1utt·d D,VA 
fragttu•nf.\" t~/" tht• rraprE 

Thc prcscncc of a static curvaturc DNA rcgion on the 
rraprE h;.ts bccn rcportcd {~O}. Howcvcr. thc cxact position 
of thc scqucncc(s) rcsponsib1e for such curvaturc was not 
i<lcntificd. \Ve U!-.c<l u PCR-based mcthod to map curva
turc Joci in this rcg.ion. Using differcnt sets of primers. we 
gcncratcd severa! DN.-"\. frag1ncnts of thc samc size. but 
with a spccific DNA rcgion pcnnutcd at ditfcrent distances 
from thc cnd~ of thc DNA fragmcnts. This proccdure 
allo""'s thc sc¡mning for the contTibution of ditTcrcnt 
DNA rcgions to gel migration anomalics f:!I}. Dcc.ausc 
prcliminary rcsults su~gcstcd that thc 160 bp prcceding 
thc - 35 rcg.ion was in volved in DNA bcmHng (:?O}. wc 
focu~cd <-.ur ctforts on that rcgion. 
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F1g .\ c-.•mputC'r·..::C'nC'r.1tC'd .. 1ru .. -tltrC' <-•í thc n..ir"E The ~ucn'-""C .1na
l!'tn.1 .:: .. ..,mpn'l.C."'d th~ rcgwn fr .. •m -415 to •15 .. --.1 1hc put>Ji,.hed ~ucr1<:C' 
hy V.slle J.nJ t·cn-.1r1 [:O] Thc r-.•,.nu.•n'!. of thc t>m.Jintt .,lle f..:>r llpr. 
S1nR .ind -\hrR pr<•tC'm~ .uc 1nJ1 .. ·~ui:-d ""''th l"orc-.lt..cn lm~ [ISJ Thc [)....:-\ 
rcg11.•n c .. !tC'nl!.J.I fur ..1.:u,..1.11,--.n !:>> thc ,J.-~l _J~ mut ... 11<)0 ¡~o¡ ¡,¡; .11,..... 
"'hº""º 1 hl.i .. i.. tl.sr) L<...:.lhJ'Jll<..•n ,.,- lhC' ru.¡I - ·" r~tri.:taon 'llC I'!. 1nJ1-

.:..atC'd ª"' T 

Diagrams of the probes uscd. as wcl1 as thc gel m1gra
t1on of thc5-e PCR-gcncratcd D~A fragmcnts. are prc
scnted in Fig. :?. As can be s.ccn. ali thc DNA frngrncnb 
migratcd anomalously. dttfcrcnt from thc cxpcctcd sizc of 
536 bp (Fig . .:B). Funhcrn1orc. "hcn thc Tüql- 10 1 -.itc wa~ 
almost in the rniddlc of thc D:-..:-A !'>C!grncnt (frag.mcnt CJ. 
Fig. :!Al. thc slowcst m1gration was obs.crvcd. ~uggc~tmg 
that the centcr of bcnding \\.·.is at. or vcry clo~ to. th1s 
Tuql-to' site. This intcrprct..it1on """ªs ~upportcd by thc 
migration behavior of thc BJ ~md DK D~A ~gmcnts. 
where thc T""1q1-ion ~ite is 108 or ~09 bp from c-ithcr cnd. 
and thc fragrnc.:nts m1gratc.."1.i alrnost 11..Jcnt1cal1y. 

In thc ca.se of thc AH and EL D~A fragmcnts. the 
Taql-w.\ sitc is locatcd at the ~me distancc from cach 
end. and thercforc we would cx¡x-ct to obscrwc thc sume 
migration. Ne....-crthcless. it was not the case. Fragmcnt AH 
migrated more slowly and thcreforc wc can assume it has 
an extra curvcd ckment that is not presc:nt in thc fragrnent 
EL ( Fig. 18). Furthcnnorc. 1f wc con~1dcr the important 

Table-~ 

l}...Ga.1.ict...,,.,uJa-.c ~pc-ctfic ..ic11 .. u,. 

S1ra1n 

BSR6 
BS-7G 
B.."i-31C 
BS-370 

16-1-M 5 
t.5.1 

1333.3 
~-8 

1J 

mi!!!r;1tion .Jtlfcrcm.:c., bctwccn fr¡1gmcnts DK and EL. wc 
~-.in ..:1rcun1~..:nhc th1s ~con<l ..:un.-cd lncu .. to thc OSA 
n:µtl'n lo'-\ilh:d hct\11occn 109 and 109 hp up~trcam the 
1'1t¡J _ it11 .. 1tc. Thc.,c d.11a i.lc.1tc thc maJor dctcrmmant~ 
pf .11101nalou .. ~el 1n1~r.tt1on c..>r" thc [):"JA fragments con
ta1111ng thc rraprE .1n.1unú 1110 and ~00 hp up .. trc.am the 
TIS .1nd n1Drc tll.tn thc hclix-turn~ .1v..a~ from thc AbrB
h1nJinµ -.1tc. L"llfl'>l'lcnt \\ 1th .1 prcv1ou!> rcp\."ln hy Strauch 
.md .-\.~.1;if;.1r ( 1-:'] 

Con:-.u..tenng: thc ~-on1p!c'f.1ty uf thc rraprE. rcvcalcd by 
the pcnnutat1on .l!>'>..lY <le:-.cnbcd bcfore, "C dcc1ded to 
uttlizc .1 n1lnputcr-b.1~d progr..sm to prcd1ct thc thrce-d1-
1ncnsional tra1cchl0- of thc rruprE D:"JA -.equcncc. The 
prcd1ct1on~ "ere madc \11otth thc D~A!>tar computcr pro
grams t-.cc Sc..~lhln :) Th1".'> ~omputcr analysis !>hov.cd that 
thc DcgU-hmdmg. ~1tc I'• surroum.lcd by l\\.·o cun·c:"d loci. 
locahzc<l .irllUmJ 100 ..1.n<l :oo hp upstrcam the aprE TIS 
t Fig J ). Th1~ rc~ult '" 1n good agn-'"Cmc:nt w1th our circular 
í"!°rtllUtJl!Oil .J'> ... ó.lY 

Thcrc are nun1cruus c:'f.amplc!' of curvature loci a!!isoci
.1tcd w11h rcgul.itu0· clcmcnt~n:g1on~ for transcnption in 
b1..lth prokaryotc' o.rn<l cuk.ir~ otcs (6.1 QJ Plaskon and War
tcll [ 1 .J} an.ilyzcd thc di~tnhutton of 'cqucncc clements 
.l!>!>OCtatcd w1th D:--OA curvuturc for prokaryot1c promoters 
.ind foun<l a ~trong Cl"lrrelat1on h.:twccn thc prescnce of 
put.1tÍ"\c clcmcnb l,f cun.aturc and thc promotcr strcngth 
fr>r rcg.1ons up .. trcant of thc a~scx.:-1.itcd genes. The local
tLJttl.'n uf thc 1ntrlll!>ÍCJ1ly cur.cd D~A up~trcam thc 
RNAP-bmdmg: -.1tc m1g.ht '-..lry. ranging from -1:35 bp 
1n thc d1:.tal act1'l..1t1ng: rcg1on of :-.trcptococcal promoter 
pctll to --~t) hp in thc carly promoter of T5 and T7 
phagcs 4 rcv1c'-'cd m [ 1 ~]L In 1noo;;t of thc known cases. 
l1nly one cun.ed up..,tre;.im D~A rcgion was pres.ent. but 
c'f.an1plcs can be found 1n ''" hu.:h l'-"O rcgions placed in 
ph.i:-.e contnbutc to promotcr act1vat1on [8]. In our case. 
\\C postul.;J.te that thc t\.\.o cun.ed regions prcscntcd m the 
rraprE could play an o.u.:t1'-C rl."l!C in thc fonnation of the 
transcnptmn open complcx. by mcdiating thc interact1ons 
h.:twcc:n the R:"JAP and the DcgU rcgulatory protcin. 
DcgU has. bcen in,•olvcd in the trans.cnptional control of 
~\.·eral genes that are e"<.prcs~t!d dunng thc transition state. 
such as: lcvan~ucrase. neutral protc4.lsc. a·amylase. P,-glu-

100 .. 
" 

Time'" 

4 , 
•Tue- "'alun shown are thc a .. CTages of threc mdr:pcndent e111;pcnmen1s JnJ represe-ni the maumum ~pectfic acu, .. 1ty for each strain a~)ed. 
t>Thc rei...u .. e .t.cüv111cs were cakul3ted wuh re-spcct to BSR6 strJin Jcll"lt)'. 
~Per1od 1houn) ""hen 1he max1mum lc"'cl oí P,·galacto~id<tsc .1ct.1...-1ty 1s rcJcheJ . .1ftr:r 1hc trans1uon sute 1TOJ. 
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cunase. scrine protease (revic"ved in (:?O)). Howcvcr. thcre 
is not a clear consensus sc:quencc for its hindin~. \Ve con
sider that thc curvcd lod prcscnt in thc rraprE: nught furm 
a specific thrcc-Jimcnsional Jornain. that CllUIJ mo<lulatc 
the inter-actions bctwecn thc set '-'r pn"ltcin~ that control 
aprE transcription. Currcntly. wc .lrc tC!<>ting this hyf'll.llh
csis. 
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Abstract 

\Ve evaluated the effect of severa! genetic factors that had been reportee! with a role in the 

induction of the expression of importan! levels oí recombinant protein in Baci//us subtilis. We 

have utilized the ¡3-galactosidase reportcr protein from Escherichia coli as our model for the 

overproduction of hcterologous proteins in Bacillus subtilis. The lacZ gene was expressed in 

B. subtilis using the regulatory region ot- the subtilisin gene aprE, whose transcription is 

directcd by the cr" factor and its cxpression is highly controlled by negative and positive 

regulators. In this study. wc considercd factors modulating the transcription and translation 

initiation rates. genetic and mRNA stability and the effcct ofspecific genetic back¡,>rounds such 

as degU32 and hpr2; that until now. had been studicd indcpendcntly in the construction of 

protein overproducer strains of B. subtilis. \Ve obtained a very significan! incrcase in the 13-
galactosidase activity, more than 100-fold. by changing the native -35 promoter box to the 

consensus TrGACA sequence. The effects of site-directed mutagenesis on this and other 

irnportant regulatory loci are discussed in detail. 
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lntroduction 

The overproduction of homologous and hcterologous polypeptides by rccombinant cells is 

widely used tor rescarch and commercial purposes. Overproducing strains frorn a broad range 

ofprokaryotic and eukaryotic cells havc becn constructed through genetic engincering. Arnong 

thcrn. membcrs of the Bacillus !,'TOUp are particularly notorious since they produce rnany 

rnetabolitcs and COZ)TI1CS with commcrcial valuc (Zukowski 1992). The most common baci/li 

used in industry are B. licho:n!formis. B. amyloliquefacio:ns and B. subtilis. being thc formcr. 

the best studied from difterent points of ,;ew. Funhcrmore. because of its GRAS (generally 

recognized as safe) status. B. subtilis is a natural candidate for the production of metabolites 

and proteins utilized in the food and phamaceutical industries. 

Severa! genetic and process factors are involved in thc perfonnancc of an overproducing strain 

and the production of each panicular metabolitc or protein present their own challenges. 

However. there are sorne cornmon factors that through the ycars. have shown to be important. 

One ofthern. is obtaining the proper cxprcssion leve! ofthe relevant gene(s) during the process. 

In bacteria. this has been achieved through thc use of a srnall set of well characterized 

regulatory regions that allow the controllcd expression ofthe genes ofintercst. 

In the present study. we utilized the regulatory region of the aprE gene of B. subtilis as our 

working model for the construction of protein ovcrproducer strains. The aprE gene codes for 

the extracellular protease subtilisin. a valuable enzytne manufacturcd by the biotechnology 

industry (Dcbadov 1982). The dcvelopment of rccornbinant protcin production systems using 

B. subtilis as a host organisrn. cspecially thosc driven by thc subtilisin promoter. provides an 

irnponant too! for research and commercial production in this area (Oyarna et al. 1989). 

Although subtilisin synthesis is not requircd for sporulation (Stahl and Ferrari 1984), its 

production is triggered by mechanisrns comrnon to those events responsible for the sporulation 

initiation. and hence. it has served as a model for developmentally-associated gene expression 

(Sonenshein 1989). The aprE gene is transcribcd by sigma A (cr~) and its expression is 

controlled by severa! regulators. such as: DegU/DegS. AbrB. Hpr and SinR (Valle and Ferrari 

1989). 
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Here we report the results of experirnents directed towards the optirnization of the rate of 

transcription of the aprE prometer, as well as the translation frequency and stability of the 

mRNA produced. 

J\laterials and methods 

Bacteria! strains and transfonnations procedures 

The strains used in this work are listed in Table 1. E. coli JM 1O1, transformed by standard 

procedures (Sambrook et al. 1 989), was used for plasrnid constructions and amplifications. B. 

subtilis strains were derived from BB80. The integrative plasmids listed in Table 1 were 

linealized with Pstl or Xmnl to transform B. subtiliis BB80 and its derivatives were used to 

construct the strains detailed in Table 2. The transformation protocol was as descnbed by 

Anagnostopoulos and Spizizen ( 1961 ); chloramphenicol was used as the selection resistance 

marker (5ug/ml). Integration ofplasrnid DNA was confirmed by testing the absence ofamylase 

production by iodinc staining as described by Sekiguchi et al ( 1975). To mensure the aprE 

gene expression. we used an aprE "-/acZ translational fusion integrated in the amy locus, as 

pre.,,;ously described by Ferrari et al. ( 1986). 

13-galactosidase activity measurements 

B. subrilis cells were grown at 3 7°C in Shaeffer's sporulation media (Shaeffer et al. 1965). At 

regular time intervals, samples of I .S tnl were taken for measuring 13-galactosidase specific 

activity as descnbed by Ferrari et al. ( 1986). 

Site-directed mutagenesis ofthe transcription and translation regulatory regions ofthe aprE 

gene 
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Plasnúd pT7-aprE was constructed by the cloning of the 509 base pairs (bp) EcoRl-Bamfll 

fragment derived from plasmid pSG35. 1 ( Ft:rrari et al. l 98X). that contains thc aprE promotcr 

and thc first eight codons of thc structural gene. into thc plasn1id pT7 (!'o:ovagcn). This nc"v 

plasmid '\vas uscd as a tctnplatc t'i..lr ~inglt.: or t.:0111binatorial olignnuclcotidt! dir..:cted PCR 

mutagcnesis accordingly \.Vith thc protlH.:nl dcscrihcd hy ~h:rinl) et al. ( 1992 ). rc.·Rs \.ven: 

carried out with Taq DNA polymt:rasc ( Pn>mcga Co.) in a Pt:rkin Elrncr PCR Systcm. The 

nucleotide substitutions introduct:d intn tht: 5 · aprl:· n:g.ulahlry rcgion \~·ere as tf..-.llo\.vs: A-

347T. C-337G. T-327A. A-317C. A-127G. G-~17A (st:t: Fig. IA). The final products of 

thc PCR mutagcncsis \~,:en: vcrificd by dctcm1ining thc nuch!l.Jtidc scqucncc using thc didcoxy 

chain tcnnination rncthod dcscribcd by Sangcr et al. ( t 977). Thc~c D:":/\s 'l.Vcre digcstcd v.•ith 

EcoRl and BamHl .. and cloncd into thc sarnc rcstrictinn sitcs of thc intcg.rative plasrn.id pSG

PLK in ordcr to yield thc plasrnids listcd in thc Fig. 1 B. Pla..~mid pSG-PLK is a pSG35. 1 

derivative in which the EcoRl-Baml-11 region has becn rcplao.:t:d by the polylinker derived from 

pUC19. lcaving a promotcrlt:ss lacZ gene. This change in pSG-PLK pro..,ides an easier 

selection oftransformants bccaust: colonics platcd on X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-13-D

galactopyranoside) agar are blue only ifthcy carry the aprE prornoter. 

Transcriptional fusion ofthe aprE ·-tacZ gt:ne and thc cry transcription terminator fragrnent 

To introduce the transcription tenninator ofthe cryll!A gene downstream the lacZ gene in our 

overproducer strains. we constructed the intcgrative plasmid pTcnn. This plasnúd is a 

pl515Tc derivative (Guérout-Fleury et al 1995) that contains a D~A fragrnent carrying 1154 

bp of the 3 • end from the lacZ gene. 621 bp of thc B. subtilis arnyE locus and 4 7 bp from the 

cr;vll/A transcription terminator of B. thuriengiensis ('l.Vong and Chang 1986). These DNA 

fragrnents were cloned by the introduction of spt:cific rt:striction sites at their ends using the 

PCR reaction. Fírst, we synthesizcd oligonucleotides that corresponded to the cryl//A 

terminator sequence; the ends ofthcm had Bamf-11 and Xbal rcstriction siles. respectively. This 

DNA fragment was cloned downstrearn the lacZ gene in ordcr to evaluate its cffect on the 

specific mRNA stability. The nucleotide sequence of the hairpin was obtained from a previous 

repon (Wong and Chang 1986). To facilitate the identification of clones containing the cryl//A 
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tcnninator .. \.ve gcncrated a ne\v Dral rcstriction site in it. This ""'as dllnc by a single base pair 

changc: G7C in thc middlc ofthc invcrtcd and rcpcatcd sequence that corresponds to a loop in 

thc mR~A. The sccondary strui..:turc of thc n1ot.Jitic:d cryl//..t tcmiinator \\"as analyzcd \\'ith thc 

--Fold RNA program .. of the GCG package ( \Visconsin Package. \'crsion 9.1-UNIX. Sep. 

1997. Gcnetic Computer Group. !ne. Oxford :'l.1olccular Group. !ne. :'l.fodison. \Vise.) and wc 

confinncd that the secondary structurcs of thc n;.itivt.! and 111odificd tenninator \Vcrc idcntical. 

Tht: carboxy terminal t.!nd üf lac.Z "vas cloncd inh._) thc ,·ector hy phh.:ing .~·acl and .\.bal sitcs in 

the oligonucleoth..Jc cnds utilized in thc PCR rcaction. Finally. the carboxy tt:rrninal c!nd of amyE 

gene \.Vas cloncd into thc l/indlll-EcoRl sitcs of thc ,·c:ctor. Thcse t'vo DNA. fragrnents 

carrying the /acZ and an1y/;.~ genes \.vcrc used as substrates tOr homologous rccombination "vith 

a previously integratcd amyE::lacZ /oci derived from strains BSR6 and JJI. 

Results 

Transcription initiation 

Recently we have identified more precisely the aprE promotcr using sitc-directed mutagenesis 

(Jan et al. 1 999 submitted). Sorne characteristics of the wild type aprE rcgulatory region 

(aprE-WT) are as follow: a promoter with an almost pcrfcct o-~ conscnsus scqucncc on its -10 

box (TAcAAT): the -35 region (TactaA) has only two ofthc six nucleotides characteristic of 

the consensus sequcnce TTGACA. Thesc: two boxes are scparatcd by 1 7 bp. ,."\nother 

characteristic o-fthis regulatory rcgion is thc presencc of an AT rich scqucnce upstrcrun the -35 

box. that is important for the recoi,'Tiition of the a- subunit of thc: RNA polyrnerasc: (RNAP) 

(Ross et al. 1993). Taking all thesc data into account. and with the purposc of improving the 

interactions of" the RNAP with this rcgulatory rci,>ion, wc dccidc:d to pcrtorm site-directed 

mutagcnesis ofthe -35 region ot-aprE promoter, to gcnerate a -35 consensus region. For this, 

we introduced four nucleotide changes (ACTA -34 to -3 17 TGAC). \Ve named this modified 

regulatory region as rraprE-TTGACA. For its analysis, rraprE-TTGACA was cloned upstream 

of the /acZ reporter gene and integrated into the amy locus of the B. subtilis chromosome, 
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gcnerating strain JJ 1. ldentical construction with wild type aprE promotcr has becn reported 

previously (Ferrari et al.. 1988). The ¡3-galactosidase activity of strains carrying thesc lacZ 

fusions was assayed. lt was found that thc moditkations to the -35 box. incrcased 106-told 13-
galactosidase levels. with respect to the parental BSR6 strain that carnes the uprE wild type 

promoter (Sec Table 2 and Fig. 2). lt is important to mcntion that the timíng of exprcssion of 

thc rraprE-"\VT and thc rraprE-TTGACA was idcntical (sec bclow). suggesting that thc 

changes on the -35 box did not atlcct the regulatory mcchanism(s) that block aprE expression 

during exponential growth. 

Transcription terrnination and mRNA stability 

lt has been reported that the cryll/A terrninator dcrived from B. rhuringicnsis is a very efficient 

transcription terminator that increase the half life of certain mR.."lA molecules ("\Vong and 

Chang J 986) and consequently. the amount ot· protein produced per mRNA produccd. To 

explore if the cry/l/A terminator could providc a benefit in the Jevels of (3-galactosidase 

produccd in our experimental systctn.. we cloned the cryll/A. tcrminator at the 3 • end of the 

aprE '-lacZ gene fusion. The eftect of this terminator on the (3-galactosidase acti.,,ity and 

presurnably the mRNA stability was analyLed in strains JJl4 (BSR6 lac.Z::pTcrm::amyE) and 

JJ 15 (JJ 1 /acZ: :pTerm::am_vE). The insertion o f the cryl l/A terminator in thcse strains produced 

an increase in the (3-galactosidase acti"l.ity of 12% and 7°/o, rcspcctivcly. with regard to their 

parental strains lacking the cryll/A terrninator (See Table 2). 

Translational initiation; changing the GTG start codon of aprE ·-tacZ to ATG 

Translation initiation requires a specific irtitiation codon and a properly spaced sequence 

upstream of the initiation codon that has potential base pairing with the 3" cnd of the 16S 

nbosomal RNA (the Shine and Dalgarno or SD sequence) (Gold et al. 1981 ). The recent 

sequencing of B. subtilis genome indicated that the initial codon for 78o/o of the B. subtilis 
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genes is ATG, while GTG and TTG are uscd 9 and 13o/o respectivcly (Rocha et al. 1999). The 

first codon ofthe aprE gene is GTG and we wantcd to quantify the etlect ofchanging GTG to 

. ..\~íG on aprE.~ exprcssion. 

Far such a purpose. we constructed plasmids pA TG-\VT and pA TG-TTGACA that carry the 

mutated .A. TG ~tart ..:o<lon of thc ap1~E '-/acZ translational tUsion. ~rhis tllsion compriscs thc first 

cight codons of Lipré~ ;.lnd the /acZ reponer gene. Thc only <litlCrcnce bct\\.'ccn thcsc t\vo 

plastnids is that pATG-\VT carrics thc rraprl:'-\\1 whilc pATG-TTGACA carnes che rraprE

TTGACA. Thc G~A mutation in thc aprE '-/<JcL start codon was vcrificd by DNA scqucncing. 

These translational tUsions \vcrc intcgratcd by doublc hon1ologous rccombination into thc an1yE 

locus of the B. subtilis BSR 1 strain. gencrating strains JJS and JJ 1 1. rcspcctivcly (Sec material 

and mcthods). As shown in Table 2 and Fig. 3. thcsc two strains produced similar 13-

galactosidasc activitics lcvcls as thcir parental BSR6 and JJ 1 strains, which carry the wild type 

GTG start codon. 

Changing the aprE '-lacZ ribosome binding sequence 

Another important factor that could affect the translational initiation rate is the interaction of 

the 3• end of the 16S rRNA with the mfu"IA. lt has bccn rcported that the B. subtilis SD 

consensus sequence AAGGAGG, incrcascs the ratc oftranslational initiation in othcr organisrns 

(McLaughlin 1981: Ringquist et al. 1992: Lec et al. 1996). Thc nath·c SD sequcnce ofthc aprE 

gene is AAGGAGA. Thcreforc. we dccidcd to makc it conscnsus by changing thc first A to a 

G. This change was done in thc rraprE-\vT and rraprE-TTGACA rcgulatory rcgions. In this 

way, strains JJ9 and JJ 12 werc generated. In both cases, this change had a ncgativc cffect on 

the 13-galactosidase lcvcls. JJ9 strain produccd only 24~/º of the 13-galactosidase activity 

detectcd in its prcdecessor BSR6 strain; whilc JJ 12 strain ~;cldcd 5 1 %, of the acth;ty in rclation 

to the parental JJI strain. The data for thesc 13-galactosidase acti..,.;ties are also sumrnarized in 

Table 2. exhibited in Fig. 3, and commented in detail in thc Discussion section. 

Combinatory effects on the translational leve! 
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To analyze the effect of the modifications to thc SD scqucncc and to thc initiation codon 

simultaneously. we combined these two modifications in a single aprE '-/acZ fusion. (scc Fig. J 

and Table 1 ). Once again. we testcd thcsc moditications with thc rraprE-\VT and rraprE

TTGACA regulatory regions. Thc resulting strains wcrc namcd as JJ 1 O and JJ 13, rcspectivcly. 

In both strains. thcre was a decrease in the J3-galactosidase lcvels. As shown in Table 2 and 

Fig. 3; strains JJ 1 O and JJ 13 produccd 14 and 63'\;, rcspcctivcly. of thc J3-galactosidase levels 

detected in thcir parental strains BSR6 and JJ 1. 

Eftect of hpr2 and degU32 backgrounds on aprE ·-lacZ expression 

lt has been reported that the hpr2 and degU32 rnutations havc a positive and accumulative 

effect on aprE expression. Both mutations increase the total amount of aprE mRNA produced 

(Ferrari et al. 1988). To explore the effect ofthese rnutations :in the expression levels promoted 

by the rraprE-\VT and rraprE-TTGACA re,gulatory regions. the hpr2 and degU32 mutations 

were introduced in strains BSR6 and JJ 1 (see Table 1 ). The effect of each mutation individually 

and their combination \vas analyzed in this \vay. 

The J3-galactosidase levcls ofthcsc strains are shown in Table 2. The rcsults obtained with the 

rraprE-WT rcgulatory region were consisten! with the ones reported prev:iously by Ferrrari et 

al. ( 1988): the hpr2, degU32 and hpr2-degU32 backgrounds produccd increases of 3.3, 36.3 or 

66-fold of J3-galactosidase activity with respect to the wild type straian (BSR6). Interestingly, 

strains carrying the rraprE-TTGACA regulatory reg:ion were also affected positively by sorne 

of these mutations. Strain JJ2 (hpr2) showed an increase of 1.8 fold o ver the JJ 1 strain. while 

the JJ4 (degU32) strain had a marginal increase. However, the cornbination of these two 

mutations (hpr2-degU32) in strain JJ6, produced a 2.7 fold incrcase on J3-galactosidase leve!. 

Measurement of J3-galactosidase synthesis 
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To have a direct estirnation of the amount the 13-galactosidase protein produced by our best 

overproducing strain JJ6 (BSR 1 amyE::pTTGAC A hpr:! dcgl '3.:?}. we analy.wd its total 

protcin profilc by SDS-PAGE. For this. it \\·as gro\"·n in Schactlf.!r mcdium (scc material and 

mcthods) and san1ples \\'Crc takcn at r~gular intc:n.:als. ·rhc cclJ-ti-cc cxtracts obtainc<l by 

sonication \ven: analyzcd hy SDS-P.:-'\GE and staincd "vith Coo1nassic brilliant bluc (Fig. 4). J3-
galactosidasc protcin \.Vas obscrvcd as a band \vilh a rnolccular mass ot~ 1 16 kDa. The 

sporulation proccss startcd fiyc hours attcr thc inoculation. At this time .. the cxprcssion of the 

rccombinant protcin started and reached its maximun 1wo hours latcr. corrcsponding roughly to 

10~-0 of the total intracellular protcin. 

Discussion 

Several exprcssion systems havc been used to ovcrproduce heterologous polypeptides in 

different species of Bacillus. This has bcen achieved by the combination ofstrong but regulable 

promoters, a variety of translation/secretion signals, as well transcriptional terrninators. All 

these factors have been used in different gcnetic backgrounds. vectors and under a variety of 

growth conditions. making difficult to evaluate thc impact of cach one of these factors in the 

ovcrall proccss. In this work we analyzed thc cffcct of severa! modifications to the 

transcription/translation signals of the aprE gene. using an aprE-¡3-galactosidase fusion to 

quantify the eftccts. 

The aprE gene is an intcrcsting model to develop systerns for the overproduction of natural or 

recombinan¡ proteins. aprE is induced in a natural way at the end of the exponential growth., 

when the maxirnum biomass is reached. minimizing thc possibility of mutations and plasmid 

segregation. Natural induction avoids the necessity of artificial inducers such as those systerns 

base on chemicals, like IPTG. oxygcn ('\Valsh and Koshland 1985; Jcnsen et al. 1993; Makrides 

1996) or physical induction by heat (Bujard et al. 1983; Micschendahl and Muller-Hill 1985). 

This natural induction ofthe aprE gene reprcsents an important econorrlical advantage and also 

because ofits sirnplicity in the terrncntation proccsscs, spccially ata large industrial scale. 

The first rnodification studied was designed to increase the rate of transcription. Our approach 

consisted in the modification ofthe -35 region ofthe aprE promoter to make it identical to the 

consensus sequence identified for cr" dependen! promoters (Helmann 1995). We found that by 

55 



changing 4 bases on this rcgion. more thun 100-ti. ... Jd incn:.asc in thc J3-galactosidasc activity """·as 

obtained. lntcrcstingly. this nc\v aprl:..~ pn.HTIOter st11I responded to tcrnpnral rcgulation as thc 

\Vild typc aprF: prnn1ntcr. Furthcnnnrc.:. n also n:taint..~d it"i ahility to rcspond to ccrtaín 

mutations that are k.no\.vn to incrcasc aprl-.: transcripttt..1n. i.c thc hpr~ and dt.•gl ·3: rnutations. 

hpr2 mutation clín1inatcs thc ncgati\.-c- n:gulatt."lr l lpr \vhili..:- dl.·gL"3~ tnakcs IJcgL' to rc.:main 

phosphorylatcd t\)r h ..... ngcr pcri(l<ls of tirnc. This is parti ... ·ularly intcn.:sting hccausc ,_...nt.: of thc 4 

binding siles tOr thc l-1pr rcgulator that ha\c hccn iLicntificd t.Hl tht: apr/·.: rcgulatory rcgion 

ovcrlaps \vith thc prurnotcr (Kalli(l et ;,.il.1991 ). In this scnse. thc ~35 rc.:gion corrcsponds to the 

first 6 bases of thc 22 protcctcU ti-orn D~Ast.." I ck·.avagc hy thc hinding of Hpr. Thcsc rcsults 

may indicate that thc IllL"lditlc:d hascs Uo not cstahlish ..:ritical Cllnta...:ts v•ith Hpr or that the 

presence of3 othcr Hpr binding siles in thc sanie rcgiun. diminish thc ctli.:ct ofthc mutations. 

In this paper "\VC dcmonstratc th;,.it thc changcs intrL)duccU intn thc aprE rcgulatory rcgion could 

increase the 13-Gal activity cvcn more ( 1.6 folds Sce Tahlc 2) than thc íncrcase obtaincd by the 

i1pr:! degl.132 mutations .. cormnonly prescnt in str3.ins uscd at industry. Furthcnnorc .. \VC believe 

that this is particularly rclcvant bccausc thc prcscncc L)f thc hpr~ degc·3: n1utations have 

scveral plciotropic cftC-cts .. likc thc hyper-pro<luction uf se\. eral othcr cxtraccllular dcgradative 

enzyrnes; propcnsity to ccllular lysis and thc lack of rnotility and c0mpctcncc ( Kunst et al. 

1994). The abscncc ofsomc thcsc plciotropic ctTccts could c.xplain '"·hy. \\"hile in bt_,th strains 

BSR6 and JJI J3-galactosidasc activity was obtained 10 hours after To. the accumulated J3-

galactosidase stancd to decrease in the BSR6 strain. but remaincd constant for 20 hour in the 

JJI strain (See Fig. 2). 

Another aspect considered in this work was thc change of thc initiation codon GUG of the 

aprE gene. As mentioned beforc. the inspection of the Bacillus genome indicatcd that the 

frequency of" use of AUG, UUG and GUG as initiation codons was 78%,. ¡30,-¡, and 9°/o 

respcctively. Interestingly, the same GUG codon is used in the onhologous genes of Bacillus 

stearorhermophilus and Bacillus amyloliquijaciens. After changing the initiation codon GUG 

to ATG. we expectcd a positive cffect in the cxpression of our aprE ·-lacZ fusion. However. it 

did not have any significant rnodification on the amount of J3-galactosidase produced. 1t has 

been proposed that stan codon frcquency is panly a result of rnRNA structure avoidance 

(Rocha et aL. 1999). In this sensc. on average the in silico mutation of an AUG irnplics 
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significantly more stable structurcs (cncrb~ 7~/º lo\.vcr tl._-.,r GUG). Thc fonnation of stablc 

stn.ictures at the bcginning ot- thc mR!'i....-\. can aflCct translation by atrccting ribosomc binding 

and!or movement (Rocha <:tal.. 1999). Thc fact that wc <lid nut rn.:asured any cfli:ct of the 

change of thc initiation codon .. suggcst that thc changc had no significant impact thc altcrnativc 

structures fi.,rmcd at thc.! hcginning nf thc aprE-lacZ tnRSA. Hcrc it is imponant to stress that 

the tOnnation of thcsc altcmativc structurcs \vill dcpcnd on thc initiation codon as '\\'Cll as on 

the do'\vnstrt.!'arn scqucn~t.:. Bc-i.:ausc of this .. thc lack of ctlt..~i.:t of thc GUG to .•\UG i.:hangc 

should not be gcncralizc-d. 

Regarding tht:- changt: of thc rib.,.1somc.: bin<ling sitc in thc apré." '-lacZ gene fusion .. our rcsults 

suggcst that the nuclcotidc A at thc position ~..+9 is n.:lc\:ant tOr the ribosomc binding and has 

sorne intlucnce on thc yicld ot- thc protcin s:ynthcsis. lt has bcen reportcd that SD sequcnces 

closcr to thc B. subrilis AAGGAGG conscnsus. incr.:ascd thc translation cfficiency due to the 

casier rccognition of the ribo so mes ( Band and Hcnncr 1984; Vellanowcth et al. 1992); however 

in our particular case. wc <lid not find this ctli:ct. Onc possiblc cxplanation for thc lack of a 

positive cftect in thc construction of the conscnsus SD scquencc. is that altering the natural 

aprE SD sequcncc could atso gcncratc a sccondary structure in thc lcadcr rc!:,.rion that could 

block the translation initiation. ~cvcrthch.:ss. as tar as our cotnputer analysis could tell~ this 

possibility '.vas found not to be true. The translation initiation sitc '.vas free of stable interactions 

that could mask thc SD sequence or the initiation codon. as it happcns in the wild type SD 

sequence. Howcver, thcrc are othcr factors that could int1uence the translation efficiency like 

the space and the scquencc bctween the initiation codon and thc SD sequencc. One elemcnt to 

be considercd is that in a consensus sequencc. the more frequcntly utilized nucleotides are in 

general considered important. but are they the most tcasible for a particular gene? Sometimes 

it is not possible to predict the effect of the context and a nonconsensus base at a specific 

position could be importan! tor a particular mRNA. as it was the case for thc aprE SD 

sequence. lt is importan! to notice that our modified aprE ·-tacZ reponer gene and the T7 

mRNA late genes had the saine AAGGAGG sequcnce. A low cfficiency to translate the late 

mRNA of the E. coli phage T7 by B. subtilis ribosomes despite the presence of a strong SO 

sequence has been reported by Hager and Rabinowitz ( 1985). Therefore, a strong SD sequence 
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may not always be suflicicnt ti.H cf!icicnt translation of a mRNA by B. subtilis ribosomes. but it 

is in tllct. a necessary onc. 

Thc cloning of thc cryl/f.·t transcription tit:rrnination at thc 3 · cnd of thc lac:L gene pro<luccd a 

minor incrcasc of thc {3-galactosidasc activity. in contrast to nthcr cases \.,;hcrc thc samc 

transcription tt.:n11inatic1n has hccn uscd tn stabilizc thc tnR~r\. of thc pcnicillinasc gene of 

Bacillus liche11i(nrnús (p1.:11P) nr thc interlcukin ::!. cD~/'\. frl,111 thc human Jurkat ccll linc (\.\.'ong 

and Chang c:t al. l9Só). In our case. it is in1pl.1rtant to considl!r tht.: natun: ufthc n1RS.A d'l.!cay. 

In E. culi thc 1nain 1..h:gradation of thc lacZ 111R~i\. happcns at thc s· cnd (BcchhotCr and 

Dubnac 1987: /\gaissc ;.lnd Lcn:clus I 996; Carricr and Kt.:asling l 997). ThcrctOrc thc addition 

of stablc sccondary structun:s at thc.!' 3 · end could not be su tlicient to stabilize its mRN A. \.Ve 

belicve that thc cloning of this transcription tc:nnination at thc 3 .. cnd of any othcr gene cou\d 

perhaps incrcase its stability; although in the particular case of lacZ gene. it did not work so 

efficicntly. Thcrcforc .. it \\.'Ould be ncccssai;.· to dcsign cxpcrimcnts to protect thc /acZ mRNA 

against the 5" cnd ofthc exonuclcascs action. Accordingly to this. Carricr and Kcasling ( 1997) 

have dcvelopcd a syste1n that consists in thc introduction of hairpins into thc leadcr region 

bctween the start of the transcription and the translation of thc gene of interest. The mRNA 

containing the hairpin structure exhibited a halt:liic threc times longer than the half-lifc of thc 

mRNA "vith no hairpin. n:sulting in an incrcase of both. mRNA stability and protein lcvels. 

Funhemore, Jurgen et al. ( 1998) havc studied the imponance ofthe 3 · cnd of thc /acZ mRNA. 

Thcy concludcd that the stability is not determined by specific scquences at the 3 · cnd of the 

transcript but rather by sequcnccs upstrcarn thc translational start codon and suggcstcd that thc 

lacZ mRNA deb'Tadation is probably the n.--sult of sequential dcaves of nakcd mRNA at 

vulnerable sites exposcd by transit of the last translating ribo so me ( Subbarao and Kcnell 1988). 

This work shows that a high leve! of a specific recombinant protcin. around 10'% of the total 

protein. can be produced in cenain B. subtilis strains. lt is itnponant to consider that this 

increase was achievcd only by a single copy of the gene. integratcd in the ehromosome. In this 

rcgard it has bccn reponed that the inteb'Tation of DNA into bacteria! genomes is a teasible 

approach for the stabilization of heterologous genes in industrially itnponant bacteria. The 

pressure exerted on autonomous replicons appears to be absent or reduced when genes are 

insened into the bacteria! chromosome (Peredelchuk and Bennet 1997). In contrast, the 
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expression systcrns based on plasmids present ditnculties to maintain the genetic information 

duc to their segregational instability propenies (Balbás et al. 1993). This problem is commonly 

solved by the introduction of antibiotic rcsistancc genes; ncvenhcless. the addition of high 

concentration of antibiotics to thc media is n:quircd. Othcr imponant problem related to 

plasmids is thc rcarrangf.!'mcnt and <lclction cvcnts that are significantly sclectcd~ bccausc of thc 

loss of thc genes to he cxprcsscd. oficn impart a ccll gnJ\Vth adv;.1ntagcs ovcr the producer 

strain. In our study. thcsc dra,vhacks \.vcrc rninimi/.cd by thc intcgration of thc gcnctic material 

into the bacterial chron1oson1e. Funhcrrnun:. it is pussib1c to incrcasc thc productivity by 

multiple integration or an1plifi.cation of thc D~A rcgion of intcrcst; thcrc are severa! methods 

for this purpose (Mari et al. 1988; Kicl et al. 1995; Balbas et al. 1996; Le Borgne et al. 1998). 

This system can also be applied to others genes of commercial rclevance. with the advantage 

that the aprE promotcr avoids thc use of cxpcnsivc cJcrncnts tOr Jarge sca1c fennentation 

induction. 

In this study. we only made modifications at the genctic level: however, there are sorne others 

possibilities to raise the level ofgene cxpression rclated with thc fcrmentation conditions ofthe 

culture. It has been reported that it is possible to increase the productivity of a systern. if a 

higher ccll density is attained by the use of 0 0 -enriched air for sparging (Fass et al. 1989), 

removing growth inhibitory metabolites by ultrafiltration (Lec and Chang 1990). using 

computer control (Paalme et al. 1997) ar cornbinations of these strategíes (l'vfaninez et al. 

1997). Therefore. the l 00-fold increase in the ¡3-galactosidase expression obtained in our study 

(strain JJ l could be considered as an advantageous staning point for an optimized scale-up 

process. 
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Table 1 B. subrilis strains 

Strain Description Reference 

BSRI ~npr hisA glyB Lab stock 

BSR2 ,.:jnpr hisA hpr~ Lab stock 

BSR3 ünpr g(i·B degL'32 car Lab stock 

BSR6 BSR 1 amyE::pSG35. I car This work 

JJ3 BSR6 hpr2 This work 

JJ5 BSR6 degU3:! This work 

JJ7 BSR6 hpr:! degU32 This work 

JJS BSRI amyE:: pATG This work 

JJ9 BSRI amyE:: pSD This work 

JJIO BSRI amyE:: pATGSD This work 

JJl4 BSR6 /acZ:: pTcrm:: arnyE-front re This work 

JJI BSRI amyE:: pTTGACA car This work 

JJ2 JJI hpr2 car This work 

JJ4 JJI degU32 This work 

JJ6 JJI hpr2 degU32 This work 

JJI 1 JJI arnyE::pATG This work 

JJl2 JJI arnyE:: pSD This work 

JJl3 JJI arnyE:: pATGSD This work 

JJIS JJI lacZ::pTerm::arnyE-front te This work 

Abbreviations: car, chlorampenicol acetyltransferase gene; te tetracycline resistance gene, 

arnyE:front, the 5' end ofthe amyE gene. 

64 



Table 2 J3-galactosidase activity in difieren! overproducer strains 

Strain4 Maxirnum specific Rclativc activity Rclative ac1h;1y 
activitv (U/mgprotb) with respect to BSR6 with respect to JJ 1 Timec 

Effeet of hpr2 and degU32 background• 
BSR6 .2 45.2 IX .009X 10 

JJ3 s 105 3.3X .03X 14 

.JJS 89 000 36.3X 0.3X 5 

JJ7 162 330 66X 0.6X 8 

JJJ 261 360 106X IX 7 

JJ2 472 090 192X l.SX 11 

JJ4 335 810 137X l.3X 9 

JJ6 712 300 290X 2.7X 23 

Effect ofthe crylllA terrninator 
JJl4 2747 l.12X .OlX 10 

JJJS 278 800 114X l.067X 7 

Effect of the i\. TG and SD mutations 
JJS 2 370 IX 0.009 8 

JJ9 595 0.24X 0.002 6 

JJIO 355 0.14X 5.3E-7 5 

JJll 268 060 109X IX 7 

JJJ2 132 880 54X O.SIX 5 

JJ13 163 720 67X 0.63X 5 

The rele'\<-ant genotype or mutation from eacb strain is cxhibited 

" Thc values shown are the avcragcs of three independcnt expcrimcnts. The activity assaycd is J3-gal cxpresscd 

from thc aprE 0-lacZ fusion. 

'" Period (hours) when thc maximun lcvel of J3-galactosidase activity is reached. after the transition state (T.J. 

65 



Lcgcnds 

Fig. 1-A Representation ofthe mutations incorpornted at the regulatory region ofthe aprE'

lacZ fusion gene. Nu1nbers indicate the nucleotidc positions rclativc to the transcription stan 

site ( + 1 ). The bases that correspond to thc promoter scqucnces. boxes -1 O and -35. are 

cxhibited by squarcs. The analyzed modifications are shown on the top of the specific 

nucleotidcs. 

Fig. 1-B Plasmids constructed in this study. Nucleotides in bold face represent the mutations 

introduced at the aprE regulatory region. 

Fig. 2 13-galactosidase activity in diffcrcnt B. subtilis backgrounds. (A) Estirnation of the 

biomass as units of optic density. (B) Spccific ¡3-galactosidase acth;ty in strains: JJI (BSRI 

amyE::pTTGACA) and BSR6 (BSRI amyE::pSG35. I ); this last strain was considered as the 

wild type. 

Fig. 3 Effcct ofrnutations affecting the translation initiation ratc. (A) Mutations incorporated at 

the aprE '-/acZ fusion carrying the -35 box conscnsus. TTGACA. (B) Mutations incorporated 

at the aprE '-lacZ carrying the wild type -35 box sequence. 

Fig. 4 13-galactosidase synthesis in strain JJ6 detccted by SDS-PAGE. The number above each 

lane represents the samples taken at specific intervals. accordingly with the specific expression 

time (See text). LacZ protein (l 16kDa) was used as the molecular marker. 
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Sl•r codon 
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Trun~lution re-gulatory 
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Fig. li\. 

Plasmid 

pSG35.I 

pSG-TTGACA 

PATG 

DNA sequence 

.35 ªº" -10 ªº" SO scquencc star codon 

T ACT AA - T ACAA T---AGGAGA-----GTG 

TTGACA - TAC AA T---AGGAGA-----GTG 

T ACT AA - T ACAA T---AGGAGA-----A TG 

pATG-TTGACA TTGACA - TAC AA T---AGGAGA-----ATG 

PSD 

pSD-TTGACA 

PATGSD 

T ACT AA - T ACAA T---AGGAGG-----GTG 

TTGACA - T ACAA T---AGGAGG----GTG 

T ACT AA - T ACAA T--·AGGAGG-----A TG 

lucZ 

Reference 

Ft...-rari et 

al. 1988 

This work 

This work 

This work 

This work 

This work 

Thiswork 

pA TG-TTGACA TTGACA - T ACAA T---AGGAGG-----A TG This work 

Fig. IB 
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Fig. 3 
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VII Experimentos no incluidos en los artículos 
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Vll.I Adición de 20 pb entre los sitios de unión 3 y -4 de la proteína Hpr en la rraprE. 

Dentro de nuestro grupo de investigación se rcali7.aron cxpcriincntos donde se 

insertaron rnúltiplos de 5 pb entre los sitos de pegado 3 y 4 de la proteína represora Hpr 

(Sampieri A .. Tesis de .\.lacstria. En preparación). Estos .:xperimentos fueron realizados con la 

finalidad de conocer la ttlplllogia c..h:J D~.·\ c.•n la rrupr/~.: y ver si Ja inscrc..:ión de las bases 

producía giros que afectaran de alguna rn;1ncr~t la unión de la proteína represora Hpr y sus 

posibles contactos con otras prott:ínas rcguhJ.doras. Se ohscrYó que Ja inserción de :!O pb sobre 

Ja región de regulación silvestre <ld g(..·n aprl:.~ [rraprE(\VT)J producía~ al menos 

fenotípicamente. un di:cto positin> snhrt: Ja ""presión d" ¡J-Galactosidasa (Fig. 6). Razón 

por Ja cual insertamos esta secuencia sohre la región de regulación dc:l gen aprE que lleva la 

caja -35 consenso .. rraprE(TTG.4.C . ..\.) .. y analizamos su ett..~cto. Los plásmidos integrativos 

pSG-20\VT y pSG-20TTGACA fücron construidos para este !in. (V'-'r Fig. 7). 

pSG-20\vT y pSG-20TTGACA al s.:r digeridos con Pstl y transformados en la cepa 

BSR 1 se integran por doble rccombinaclón homóloga en el locus de anzyE, obtcni~ndose las 

cepas JJ 1 7 y JJ 16. respectivamente. Antes de proceder a Ja transtormación se verificó 

mediante secuencia.. que los plásmidos únicamente presentaran las mutaciones deseadas: 

además. la integración fue probada al sembrar las cepas "n cajas de almidón (Sekiguchi et al .• 

1975). Consideramos de interés construir Jurante el proceso las correspondientes cepas con 

genotipo degl../'' 32 .. mutación que hace que el regulador positivo DcgU se mantenga mayor 

tiempo "n estado tostorilado. Las mutantes resultantes las Jlrunamos JJ 1 8 y JJ 19. La 

construcción de estas mutantes estuvo basada en la siguiente propuesta: Ja inserción de 20 pb 

afectaría la unión del represor Hpr y el ..,recto que produjera seria similar al obtenido en 

mutantes bajo el fondo hpr 2 (mutantes previrunente caracterizadas. que no producen el 

represor Hpr). Por consiguiente, esperabamos alcanzar nh·..,Jes de actividad similares a la cepa 

JJ3 (rraprE-wt. hpr2) y JJ2 (rraprE-7TGACA. hpr2). con las cuales se obtuvieron aumentos 

de 3.3 y 1.8 veces más actividad, respectivamente (considerando como silvestre la cepa BSR6 

y JJ 1. en cada caso) con Ja ventaja de no tener efectos pleiotrópicos del fondo hpr2. 
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Fig.6 Adición de 20 pares de bases (en morado) entre los sitios de pegado 3 y 4 de la proteína Hpr de 
la región de regulación del gene aprE 
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Fig. 7 Construcción de los plásrnidos pSG-:?.O\\'T ~- pSG-TTGACA 
El plásrnido pSG-20\VT lleva la rraprE~\\T¡ y pSG-20TTGACA la rraprE(fTGACA). La 
secuencia AGCTTAATCCAGTAACAGTA fue insertada entre los sitios de pegado 3 y 4 
de la proteína represora Hpr. 
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La descripción de las cepas. que llevan la inserción de 20 pb. se presenra a conrinuación: 

Cepas construidas: 

JJl7 amy::rraprE (\V.T.) n20pb lacz· Cm" .J.11pr hi.,.- g/_1·-

JJl9 amy::rraprE (\V.T.) Q20pb /acZ Cm" .J.11prdegU0 32 his· gl_1r 

JJl6 amy::rraprE (7TGACA) Q20pb lacZ Cm" Jnprhi.r g/_1r 

JJl8 amy::rraprE(TTGACA) Q20pb lacz· Cm" Jnpr degú.32 his" g/_1r 

La cepas BSR6 y JJ 1 sin:icron como control. Los resultados de actividad enzimática 

de J3-galactosidasa se exhiben en la siguiente tabla: 

Comparación de cepas 

Act. Específica de Act. Relativa Tiempo 
J3-galactosidasa (Porcentaje)" (h)" 
~U/mg-prot)" 

BSR6 (wt) 2 452 JO 

JJI 7 (wt.20pb) 6 051 2.5 12 

JJ 19 (wt,20pb.degUh32) 22 720 9.3 7 

JJ 1 (ttgaca) 261 360 7 

JJ 16 (ttgaca.,20pb) 347 800 1.3 13 

JJ 18 {tlgaca.,20pb.degUh32) 387 710 l.5 10 

:-.;QTAS' 

• Los valores exhibidos son el promedio de 3 experimentos im.lcpcnJicntcs y representan la actividad especifica máxima 

de cada cepa . 

.. La actividad relativa fue calculada con respecto a la actividad de la cepa BSR6. 

'" Periodo (horas) cuando el nivel máximo de actividad de J3-galactosidasa es alcanzado. después del estado de transición 

(TOJ. 
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Aunque en nuestras construcciones no obtuvimos incrementos de similar magnitud, 

nuestros resultados sugieren que la adición de 20 pb entre los sitios de unión 3-4 hacen que el 

represor Hpr no pueda unirse tan cticicntemente y que por ende su efecto represor es inferior 

respecto al de la cepa silvestre. 

Es importante mencionar que dentro de las inquietudes del grupo se encuentra la de 

obtener mutantes sobrcproductoras y que no presenten ctl!ctos plciotrúpicos. Antes de la 

obtención de la cepa JJ 1. únicamente contabamos con cepas bajo los fondos lrpr:! y degú~ 3:!. 

con )as cuales se alcanzaron ni\.'cJcs c1.1nsidcrablcs de actividad. Sin embargo estas cepas 

presentan ctl!ctos plciotrópicos; entre ellos. Jisarsc t'ácilmcntc. inconveniente trascendental 

cuando se trabaja a nivel fi.:nncntador. Consideramos de imponancia la obtcncil'>n de las cepas 

que llevan la adición de :!O pb porque permiten tener efectos positivos en cis que no originen 

efectos pleiotrópicos. En este sentido. las cepas JJ 16 y JJ 1 7 no presentan efectos 

pleiotrópicos. Además con la cepa JJ 16 se obtiene un incremento adicional. del 30%,. en la 

actividad de 13-Gal en relación con JJ 1. Otra caracteristica sobresaliente es que JJ 16 presenta 

regulación similar a la cepa que lleva el promotor silvestre. BSR6. Esto es, la expresión de la 

proteína rccon1binante se inicia después de Tri l '/t!r_ Fig. 8) y en consecuencia el crecimiento 

del cultivo en su parte vegetativa no se "-'C afectado. lo que permite niveles de biomasa final 

elevados. 

Se ha reportado que Hpr se une a 4 regiones separadas sobre el promotor aprE y han 

sugerido un modelo de su interacción sobre el D:-.:A (Strauch et. al .. 1991 ). El modelo se basa 

en la formación de una horquilla de represión. tal como la reportada en otros sistemas; operón 

arabinosa (Huo et al .. 1988). operón lactosa (Oehler et. al .. 1990). Es posible que la inserción 

de 20 pb afecte de tal manera que el tentativo efecto cooperativo de la proteina represora Hpr 

disminuya; lo que no es el caso en cepas lrpr2. donde existe la completa remoción de Hpr. Es 

indudable que ésta es solamente una hipótesis y que se requieren de mas e.xperimentos que nos 

den la pauta sobre la interacción de Hpr. Sin embargo debemos recordar que en el promotor 

del gen existe la unión de otras proteínas; como lo es la proteína Sin que tiene efecto represor 

y la proteína DegU, a la cual se le ha adjudicado efecto activador sobre la expresión de aprE. 
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Por tanto. los experimentos deben planearse de tal manera que no se enmascare el efecto que 

pudieran tener estas proteinas. 

En relación a las mutantes JJ 19 y JJ 1 S, fueron construidas esperando un aumento 

similar al obtenido con las dobles mutantes degLr32-hpr2. Con ellas. tampoco se obtuvo el 

incremento esperado. Sabemos que la falta de incremento no son efectos de carga metabólica 

debido a que tenemos una cepa, JJ7, con la cual hemos alcanzado niveles por arriba de los 

obtenidos con las cepas presentadas en este apartado. 
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Fig. 8 Curva de crecimiento y actividad especifica de 13-Gal de las cepas JJI. JJ16, BSR6 y JJl 7 
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VII DISCUSION GENERAL 
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Caracterización del promotor del gen aprE de B .... ubtilis 

La expresión genetica en procariotes comienza con la unión especifica de la R!'-IAP al 

promotor con la RNAP para iniciar la sintesis del RNA. La cantidad de transcrito sintetizado 

se encuentra íntimamente relaciono.da con la velocidad de iniciación efectiva; a su vez la 

cantidad y vida inedia del mRNA producido repercute en la cantidad de proteína recornbinante 

(:'V1cClurc. 1985). 

El inicio de la transcripción es un proceso que involucra múltiples etapas. en el que 

intervienen parametros termodinámicos y cinéticos. Las etapas involucradas en el proceso se 

ilustran a continuación: 

RNAP + Secuencia 
Promotora 

(1) 

Complejo 
hinano 1n1cial 

(Cerrn.do) 

"'TP (lli) 

CompkJO ~ C"omplC'jos 
b1nano final J tcmanos 

(Abicno) m1c1ados 

~PO Abortiva 

(IV) 

Complejo'> 1emanos + Secuencia 
en transcnpción Promotora 
(ElongllC•Ón) 

Fig. 9 Etapas en el proceso de la transcripción. 

Etapa 1: Reconocimiento específico. El complejo RNAP-cr se une a la doble hélice de DNA 

en el promotor formando un complejo binario .. cerrado ... Este complejo es reversible y es 

descrito por una constante de equilibrio (K,,). 

Etapa 11: Formación del complejo abierto. El complejo cerrado es convertido en un complejo 

abierto por la .. apertura" reversible de una región de 10- a 15-pb de DNA en el sitio de inicio 
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de la transcripción. La apertura de las cadenas comienza arriba del sitio de inicio de la 

transcripción (+ 1) y se extiende hasta este mismo. produciéndose el complejo abierto binario 

final. Para promotores fuertes, la conversión hacia un complejo abierto es irreversible, por lo 

que esta reacción ocurre a una velocidad constante k:. Esta rca~ción es rápida. 

Etapa 111: Unión de nucleótidos. La siguiente etapa es la incorporación de los primeros 

nucleótidos (NTP). que son complementarios a la cadena templado. Esto genera un complejo 

ternario que contiene RNA así como también DNA y RNAP. el cual es descrito por una 

velocidad contante k,. que es más rápida que Js. Sin embargo es posible que la enzima libere 

la cadena. comprometiendo a la iniciación dc novo del proceso ··iniciación abortivaº. 

Etapa IV: Elongación (Liberación del promotor). Una vez que 7-12 nucleótidos del 

transcrito se sintetiza, la subunidad cr es liberada y la elongación continua. 

Por consiguiente la expresión eficiente requiere que cada una de estas etapas se lleve a 

cabo a una alta velocidad; por consiguiente, es necesario que las velocidades de las etapas 

reversas (dirección de disociación) sean pequeñas en comparación con la siguiente etapa, asi 

la dirección hacia delante es esencialmente irreversible. 

Se han realizado varios esfuerzos con la finalidad de especificar las caracteristicas 

estructurales comunes de los promotores. principalmente los reconocidos por el f"actor cr'º de 

la RNAP de E. co/i (Lisser y Margalit. 1994) y de su homólogo ef en B. subtilis (Helmann. 

1995). La mayoria de los promotores conocidos se han determinado a través de experimentos 

basados principalmente en identificar el sitio de inicio de la transcripción, a través de mapeo 

por nucleasa S 1 o por extensión de primero (Brosius et al .• 1982; Izui et al., 1985; Lee y 

Roeder, 1981 ). 
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En años posteriores el análisis de cómputo ha sido empleado como una herramienta 

para la búsqueda de posibles promotores dentro de una secuencia de DNA (Mulligan et al., 

1984: Chen et al .. 1997). El trabajo descrito aqui. ratifica que una secuencia de DNA que 

contenga un promotor. puede.! ser analizada scn1i-cuantitativan1cntc para su localización y 

estimación de su posible tUcrLa in 1·i\·o. El algoritmo que utilizamos fue el descrito por 

Mulligan et al. ( 1984) y está basado en adjudicar valores a cada nuclcótido de acuerdo a una 

matriz de peso para promotores a·u de E. coli. La calificación ohtcnida relaciona el grado con 

la cual una secuencia de DN./\ se acerca al consenso de promotores cr'' de E. coli. Con el 

objeto de analizar los posibles pron1otorcs en la rraprE. hemos construido una rnatriz de 

frecuencia relativa en base a una lista de 122 pro1notorcs cr" de B. subtilis cornpilado por 

Helmann (1995); al igual que la matriz de :l.1ulligan et al. ( 1984) para promotores de E. coli. 

nuestra matriz para B. s11btilis contempla 16 pares de bases de la región -35. incluyendo 9 

nucleótidos rio arriba de la caja canónica -35 y una sola base hacia abajo: además de 14 pares 

de bases de la región -10. 5 nuclcótidos hacia arriba y 3 hacia abajo de la caja -10 (Fig. JO). 

Por tanto. seria interesante incluir bases adicionales arriba de la caja -35. elemento ·-up·\ las 

cuales mejoran la actividad del promotor por la unión de la subunidad a. de la RNAP o por 

facilitar Ja curvatura del DNA. En este sentido. se ha reportado que el elemento .. up .. en E. 

coli tiene el consenso: -59 nnAAA( . .,,./T)(A/T)T(A-T)TTTTnnAAAAnnn -38 (Ross et al .. 

1998: Estrem et al.. 1998). Los residuos de la subunidad a. involucrados con la unión a DNA 

son altamente conservados (Gaal et al .• 1996: :l.1urakami et al .• 1996); por lo tanto, las 

secuencias de DNA reconocidas por la subunidad a. tienen alta probabilidad de ser 

conservadas. Además se ha reportado la presencia del elemento "'"up .. en eubactcrias. En 

promotores de B. subtilis ha sido identificado el elemento --up .. en los promotores de: 

tlagelina.. liag (Fredrick et al .• 1995). del estado de esporulación. spoVG (Banncr et al .• 1983), 

del fago SP82. Alu156 (McAllistcr y Achbcrger. 1988). Sin embargo. pese a la similitud de las 

secuencias que reconoce crºº de E. coli y cr' de B. s11btilis. no puede asegurarse que el promotor 

extendido sea 1 OOo/o funcional en todos los genes transcritos en B. s11btilis. Existen casos tal 

como. el promotor lacUV5 de E. coli que es transcrito pobremente en B. subtilis a pesar de su 

acercamiento al consenso (Henkin y Soncnshcin. 1987). Además se ha reportado que el 

dinucleótido TG (en la posición -15 y -14) y una secuencia rica en As cercana al -43 son 
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Fig. JO Frecuencia rclacliva de nucleótidos en promotores cr~ de /Jaci/111.1 .111/lfili.I compilados por 1 kl111ann ( 1995 ). 
122 promotores fueron alineados y la frerncncia rdaliva de cada base en diferentes posiciones fue evaluada y normali1ada. 
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conservados en promotores de bacterias gr:un-positivas pero no en E. coli (Graves y 

Rabinowitz. 1986; Moran et al .. 1982; Voskuil et al .• 1995; Voskuil y Chambliss, 1998). De 

acuerdo a lo anterior~ considera1nos de importancia la construcción de una matriz de 

frecuencia relativa ampliada. que incluya tanto las regiones -~upu como aquellas relevantes en 

protnotores de bacterias gram-positivas. 

Este tipo de análisis Unican1cntc sugiere posibles promotores; la disposición de tal 

evidencia debe st:r obtenida en una manera más informada y eficiente a través de la evaluación 

experimental. En el articulo •·charactcrization of thc 5' subtilisin (aprE) regulatory rcgion 

from Bacillus subtilis ·· abordamos ambos tipos de análisis. El valor máximo que se obtiene al 

correr el programa es 1 OO. cuando todas las bases coinciden con la secuencia promotora 

consenso aaaaatttgTTGAC At - 1 1 pb - tatgaTATAATaaaa. Al realizar la evaluación de la 

rraprE. para obtener sus prornotorcs putativos. encontramos dos secuencia...;; con calificaciones 

tan cercanas una de otra (63 y 61) que no fue posible mediante este análisis excluirse una de la 

otra; por tal razón fue necesario realizar la mutagéncsis sitio-específico. El criterio que 

utilizarnos fue la mutación de residuos altarnt!nte conservados por los nucleótidos menos 

frecuente en esa posición [Fig. 1 A Aniculo 1. "Charactcrization of the 5 · subtilisin (aprE) 

regulatory rcgion from Bacil/11s subti/is '', pag. 41 ]. Además nuestro programa sugiere que el 

promotor reportado previamente por Strauch y Hoch ( l 992a) es poco probable de ser 

funcional ya que obtuvo una calificación de 37: existen al menos 71 otras secuencias con igual 

o mayor calificación. Este articulo ilustra como la localización de promotores hipotéticos es 

una tarea relativamente sencilla. el problema es comprobar experimentalmente cual de los 

sitios es el funcional; además discute como dos posibles promotores sobrelapados pueden ser 

funcionales in vivo bajo diferentes condiciones. 

Actualmente se conoce la secuencia de genomas completos de diversos organismos y 

otros más están en este proceso, lo que genera un gran número de fragmentos de DNA 

secuenciados con función desconocida. El desarrollo de métodos confiables para identificar 

funciones en regiones de DNA. incluyendo promotores, juega un papel imponante en el 

análisis de estas secuencias. Sin embargo. un dilema en desarrollar programas para el 

reconocimiento de promotores es descartar una gran porción de promotores falsos-positivos, 
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lo cual indica que este tipo de análisis preliminar es útil, pero como se mencionó con 

anterioridad, debe aún verificarse experimentalmente. 

Curvatura de la región de regulación del gen uprE 

La regulación del gen aprE es altamente controlada, interviniendo en su expresión 

diversas proteínas con efectos activadores o represores sobre su expresión .. así mismo se ha 

sugerido la presencia de curvatura en esta región. El análisis presentado en el artículo 

.. Characterization or the 5' subtilisin (aprE) rcgul"tory region from Bacillus subrilis ... es un 

estudio de la curvatura en la rraprE·. Los loci curvos fueron determinados a través de 

frab,YJTICntos de DNA permutados circulanncntc.: de acuerdo aJ método previamente descrito por 

Valle ( 1994 ). ubicándose a 1 00 y 200 ph hacia arriba del inicio de la transcripción. :-..:uestros 

resultados coincidieron con los previamente n:port"dos Strauch y Ayazifar ( 1995) y sugieren 

que la mayor curvatura de la rraprE se encuentra alrededor del sitio de unión de la proteína 

DegU: estas regiones curvas juegan un papel fundamental en la formación del complejo 

abierto de la transcripción. por mediar la interacción entre la RNAP y la proteína reguladora 

DegU. En este sentido se han reportado numerosos ejemplos de /oci curvos asociados con 

regiones reguladoras de genes de origen procariotc y cucariotc (Goursc et al.. 1986; Lloubes et 

al.. 1988; Struhl. 1985). Existe una correlación fuerte entre los elementos de curvatura y la 

fuerza del promotor. indicando que el DNA curvo situado hacia arriba de la caja -35 mejora la 

actividad transcripcional ( Plaskon y \Vartell. 1987). La localización de DNA intrínsecamente 

curvo puede variar; en el promotor peri! de Srreprococcus el DNA curvo se encuentra a -235 

pb respecto al inicio de la transcripción y en los promotores tempranos de los fagos T5 y T7 a 

-40 pb (revisado por Pérez-l'vfartín et al., 1994). 

Construcción de cepas sobreproductoras 

Una de las estrategias más socorridas para la generación de cepas sobreproductoras en 

diferentes microorganismos es a través de rondas de mutagénesis química; sin embargo 
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conocer el genotipo exacto de estas cepas y la posibilidad de reproducirlo es dificil. Por otra 

parte. la mayoría de las cepas sobreproductoras han sido patentadas. lo que imposibilita su 

acceso. 

En años recientes B. subtilis se ha utilizado como hospedero para el desarrollo de 

sistemas de expresión-secreción de proteínas de interés comercial. entre ellas proteasas. 

amilasas. celulasas y otras enzimas degrmlativas (Hoch. 1991 ). Dentro de sus características 

sobresalientes se encuentran: microorganismo GRAS por la FDA de Jos Estados Unidos de 

América. fácil de manipular a nivel genético. secreta con facilidad proteínas y mctabolitos al 

medio de cultivo.. sencillez para cultivarlo. su amplio conocimiento en el área de 

fermentaciones. Como consecuencia. en B. subtilis se han construido cepas para producir 

diversas enzimas y proteínas de interCs~ sin embargo estas cepas en la mayoría de lo casos 

presentan efectos pleiotrópicos. interfiriendo en la expresión de genes involucrados en el 

crecimiento. lisis celular. motilidad y competencia (Kunst et al., 1994). 

El gen aprE de B. subti/is es uno de los modelos clásicos para entender los 

mecanismos re.i,>uladores del estado de transición: el .!,'Tllpo de investigación al cual pertenezco 

al igual que otros t,'Tl..lpos de investigación. lo han adoptado para realizar diversos estudios. 

Una de las características más atractivas de este gen es que se expresa al final del crecimiento 

exponencial sin necesidad de inducción. lo cual representa una ventaja potencial si se 

considera Ja producción a nivel industrial. En este momento se alcanza la biomasa máxima. 

minimizando la posibilidad de mutaciones y la segregación de plásrnidos. 

Gran parte de los experimentos realizados en la presente tesis doctoral fueron hechos 

con la finalidad de construir cepas sobreproductoras de B. subtilis. tomando en cuenta 

parámetros involucrados en modular los eventos en el inicio de la transcripción y traducción. 

la estabilidad genética y del mRNA. así como trunbién los efectos de mutaciones específicas in 

dos /oci regulatorios del gen aprE: Hpr y DegU. En el articulo ''Construction of protein 

overproducer strains in Bacillus subtilis by an integrative approach .. se hace la descripción de 

las mutaciones efectuadas y de los efectos que estas produjeron de manera individual; así 

como también algunas combinaciones de las mismas. 
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Después de localizar el promotor funcional del gen ClprE. a 7 pb del inicio de la 

transcripción. con 1 7 pb de separación entre las cajas -35 y -1 O (Fig. 1 A an. 1 pag. 41) fué 

posible proponer las modificaciones puntuales que se llevaron a cabo y que tienen efecto sobre 

Jas señales a nivel transcripcional y/o traduccional. El resultado más sorprendente fué 

obtenido con Ja cepa JJI, la cual Jle,·a la caja -35 consenso. Esta modi!lcaciún produjo un 

incremento de 106 veces con respecto a la cepa considerada con10 sil vr:strc. BSR6 ( Fig. 1.-\. y 

Tabla No. :?~ articulo 2 --construction of pn)tcin ovcrproduccr strains in /Jacil/us subrilis by 

an integrative approach'\ pag. 65 y 67). pensarnos que esta n1utación favorece el 

reconocimiento de la región promotora por la RNAP. facilitando la formación del complejo 

abierto e incrementando la velocidad de su tonnación. Además, JJ 1 tiene h'Tan potencial a 

nivel industrial. ya que con ella se alcanzaron valores de actividad de [.l-Gal por arriba de los 

obtenidos con la cepa de producción JJ7. que alcanza 66 veces más actividad que la cepa 

BSR6. La cepa JJ7 tiene una mutación en el regulador positivo DegU mantenicndose en 

estado fosforilado por periodos mUs largos. así como también la c-Iiminación del regulador 

negativo Hpr. Es de importancia destacar que JJJ. a diferencia de JJ7. no presenta efectos 

plciotrópicos (Kunst et al .. 1994) y su nivel de actividad se mantiene 20 h dcspucs de TO, lo 

que no sucede con las cepas BSR6 y JJ7. Aunado a ello. la cepa JJ 1 presenta regulación 

genética similar a la cepa silvestre. BSR6; esto cs. ambas cepas expresan la proteína 

recombinante después de alcanzar el estado de transición (T,,). 

La transferencia del genotipo hpr2 a la cepa JJI (cepa JJ:?.) produjo un incremento 

adicional. del 80%. Sin embargo, la transferencia del genotipo degUh32 (cepa JJ4) no causó 

un aumento significativo, lo que nos hace suponer que la mutación degUh32 y la mutación 

que forma la caja -35 consenso favorecen el reconocimiento de la secuencia promotora por la 

RNAP de manera similar. razón por la cual no observamos un incremento significativo. 
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La activación de DcgU parece ser similar a la cstimulación de la proteína activadora 

catabólica. CAP. El papel común de CAP. en la activación de la transcripción. es estimular 

eventos que dirijan la tüm1ación de un complejo abierto en un conjunto de promotores con 

una secuencia consenso pobre en las cajas -J.5 o - JO. como es el caso de Ja caja -35 del 

pro111otor U~l gen aprE. Diversos opcroncs. incluycndo Jos promotores de lactosa. galactosa y 

arabinosa en E. co/i in,·olucran la regulación a tn.n·t!-s de .-\:\.1Pc-Cr'\P (Adhya I 987; Gang et 

al .• 1997: Tagami y Aibam 1998 ). En este scnriclo. se ha reponaclo que los ~itios de unión de 

la proteína DcgU en la región de rcgulación de aprA~ cubren los nuclcótidos e.Je - J SS a -169 

hacia arriba del sitio de inicio d~ la transcripción (Dartnis. \/ . ._•t. al. 1998). Es posible que Ja 

interacción entre la tOrma fosforilada de DegU ( DcgU-PO"' ') y la R~_.\p se necesite solo 

temporalmente para activar la transcripción de Ja fusión sih:cstre aprE '-lacZ .. cuya caja -35 se 

acerca muy poco a la sccut:ncia consenso. Podrian ocurrir dos vías en las cuales DegU active 

la transcripción: 1) por su interacción directa con la R:":AP. ó 2) por actuar sobre el DNA, 

cambiando su estructura de alguna manera que asista la unión de la RNAP. 

Consideramos que los can1bios en la caja -35 de las cepas Jl 1. 112. 114 y JJ6 

produjeron una región -35 füncional. que podría interaccionar independientemente con la 

RNAP. Por lo que la formación del complejo abieno es más efectivo y probablemente no se 

requiera más activación por parte de DcgU-Po;'. Creemos que las modificaciones de la caja -

35 hacia el consenso TTGACA (cepa Jl 1) y Ja mutación que lleva el gen degU32 tienen 

efectos "'redundantes .. sobre el inicio de la transcripción de aprE-laZ; por tanto, solo un 

incremento minoritario en la actividad de f3-Gal fue obtenido cuando ambas mutaciones 

actuaron juntas (cepa 114). 

Cuando la doble mutante hpr2 y degU32 fue analizada. especulamos que tendría 

efectos aditivos e incrementos proporcionales a las mutaciones lzpr2 y degU32; sin embargo, 

esto no ocurrió. Nuestros resultados sugieren que aunque ambas mutaciones llevan a cabo sus 

funciones de manera independiente. el efecto de estas mutaciones no es completamente 

aditivo, como puede ser visto en la cepa doble mutante 1J7 (BSR6 lzpr2degU32). Sin 

embargo, conforme los niveles de f3-Gal fueron más elevados por la presencia de estas 
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mutaciones cis. el efecto del fondo fue menos significativo. Una posible explicación es que la 

carga metabólica sea limitante en las cepas sobreproductoras. Casos similares se han reportado 

en la sobreproducción de 13-lactamasa (Togna et al .. 1993: Gu et al .. 1994) y en la producción 

de la insulina humana recombinante en E. coli ( Schmidt =-.1 et al. 1999). Además. se ha 

reportado que la conc\!'ntración de ribosomas libres podría repercutir en la traducción de un 

mRNA: por consiguiente. la cantidad de mR:--:A de lacZ de las cepas JJ6 y JJ7 podría no 

reflejar la actividad final de 13-Gal (Carricr et al. 1998; Vind et al. 1993) y tendriamos que 

medir el RNi\m de estas cepas. 

Una de las modificaciones realizadas a nivel traduccional fue la mutación que 

correspondiente al codón de inicio de la traducción GTG -7 A TG. Con ello esperábamos un 

efecto positivo sobre la sintesis de la proteína recombinante AprE-13Gal; sin embargo. no 

obtuvimos modificación significativa. Uno de los resultados más inesperados. ti.le el obtenido 

a través de la mutación que forma la secuencia Shine-Dalgarno consenso AAGGAGG. Lejos 

de tener efecto positivo sobre la actividad de 13-Gal. observamos una marcada disminución. 

Con la finalidad de analizar si la mutación puntual en la secuencia SD altera la estructura 

secundaria en la región líder y por ende el bloqueo del inicio de la traducción. evaluamos la 

secuencia mutagenizada a través de un análisis de cómputo. Dicho análisis descartó por 

completo esta posibilidad. 

La secuencia SD consenso para genes de B. subtilis es idéntica a la de los genes tardíos 

del fago T7 de E. co/i. Paradójicamente se reportó la pérdida de eficiencia para traducir el 

mensajero del fago T7 por los ríbosomas de B. subtilis a pesar de tener una secuencia SD 

fuerte (Hager y Raminowitz. 1985). Es posible que los ribosomas de B. subtilis reconozcan 

eficientemente los sitios de inicio en el mensajero. pero exista alguna influencia aún no 

descrita de los residuos vecinos a ser traducidos. 

Si bien en algunos casos la clonación de un terminador de la transcripción en el 

extremo 3 • de un gen ha sido empleado corno una herramienta para aumentar la vida media 

del mensajero (Wong y Chang et al.. 1986). en el caso particular del terminador 
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transcripcional del gen cryll!A de B. rlmriengiensis donado en el extremo 3• del gen lacZ. no 

produjo incremento considerable en la estabilidad del mRNA, evaluado a través de la 

actividad de 13-Gal. Tal parece que la protección t:n d extremo 3 • del mRNA de lacZ no es 

suficiente para contt'.'nd~r con la degradación por nuclcasas. En posteriores estudios deberá 

considerarse la clonación de estructuras que protejan la degradación en el extremo 5"., tal 

como se ha reportado en otros casos (Bt:chhofcr y Dubnac~ 1987; Agaissc y Lcrcclus. 1996; 

Carricr y Kcasling. 1997). Una discusión más a1nplia de este evento se describe en el apartado 

disscuss (pag. 55) del aniculo ··constn.iction of protcín ovcrproduccr strain by an intcgrative 

approach ... 

Cabe mencionar que todas las mutaciones fu<.-ron analizadas a través de la fusión 

traduccional aprE '-lacZ integrada en el cromosoma de B. subtilis por un solo evento de 

recombinación homóloga en el locus de umyE. En este sentido, ha sido ampliamente reportado 

que la integración a cromosoma estabiliza los genes hetcrólogos producidos industrialmente 

(Peredelchuk y Bennct, 1997). Además. es posible incrementar Ja productividad mediante 

integraciones múltiples o amplificaciones de la región de interés. Existen varios métodos 

reportados para ello (Morí <!tal .. 1988; Kiel et al .. 1995). Así mismo. el nivel de expresión de 

un gen puede incrementarse si las condiciones de fermentación del cultivo son manejadas de 

manera adecuada. En este sentido hay numerosos repones en Jos cuales ha sido posible 

incrementar la productividad de un sistema: por cjt...~plo. cuando se esparce aire enriquecido 

con oxigeno para alcanzar una densidad celular mayor (Fass et al .. 1989), se remueven los 

metabolitos que inhiben el crecimiento (Lec y Chang 1990), se usa un control automatizado 

(Paalme et al .. 1997) o combinaciones de las estrategias anteriores (Martinez et al .. 1997). Por 

lo tanto, el increinento en la expresión de 13-Gal obtenido con la cepa JJ 1 en este estudio, es 

considerado como un punto de inicio en la optimización de un proceso a gran escala. 
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De los resultados experimentales obtenidos en el desarrollo de este trabajo se pueden 

obtener las siguientes conclusiones relevantes: 

El análisis teórico utilizado en nut:stro estudio relevó dos secuencias promotoras 

hipotéticas del gen aprE. Estos promotores están localizados a 7pb del sitio de inicio de la 

transcripción. tienen la misma caja -1 O. pero diferente caja -35. Detenninamos por 

mutagénesis sitio-especifico. que solamente una de ellas (TACTAA- 17 pb -TACAAT) 

es funcional in \."ivo bajo las condiciones ensayadas en este estudio. Sin embargo, no se 

descarta la posibilidad que el segundo promotor pudiera transcribir bajo condiciones no 

analizadas en este trabajo. 

Hemos establecido mediante ensayos de pennutaciones circulares. que hay al menos dos 

/oci curvos en la rraprE. Estos fragmentos están localizados a los lados de la secuencia de 

unión de la proteína DegU (alrededor de -100 a -200 pb en relación al sitio de inicio de la 

transcripción) que podrian jugar un papel importante en la regulación de la transcripción 

del gen aprE. 

De los factores analizados en la constrncción de cepas sobreproductoras de B. subtilis. el 

cambio más importante correspondió a la fonnación de la caja -35 consenso de los 

promotores dependientes de a" en la rraprE. formando la cepa JJ 1. Este cambio produjo 

un incremento de 100 veces la actividad con respecto a la cepa considerada como silvestre 

(BSR6). Es de importancia mencionar que Ja adición de 20 pb entre los sitios de pegado 3 

y 4 de la proteína Hpr. en la cepa JJ 16. produjo un incremento adicional. del 30o/o. La 

regulación de los promotores modificados en las cepas JJJ y JJJ6 presentan patrones 

similares al del promotor aprE ·silvestre; es decir. su expresión se presenta al inicio de la 

fase de transición. 
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El efecto del fondo genético hpr:! y dcgU3:! no es tan notorio en la cepa JJ 1 (2. 7 veces) 

como lo es en la cepa BSR6 (66 veces); sin embargo deberá evaluarse si este beneficio 

compensa Jos efectos pJeiotrópicos causados por estas mutaciones. 

El cambio efectuado en el codón de inicio de la traducción. GTG-7 A TG, no tuvo impacto 

en la expresión de la proteína recombinante; a diferencia de la modificación para la 

formación de la secuencia SO consenso, AAGGAGG, que causó efecto negativo sobre la 

expresión de 13-Gal. 

La clonación del terminador transcripcional del gen cryl/IA de Bacillus thuriengiensis en 

el extremo 3 • de la fusión aprE-lacZ, aumentó la estabilidad del mensajero en un 10%. 
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X. PERSPECTIVAS 
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En base a los resultados obtenidos, para trabajos futuros se recomienda: 

:v!ejorar el método predictivo de reconocimiento de promotores mediante la construcción 

de una matriz de frecuencia relativa ampliada. que incluya tanto la región de 

reconocimiento de la subunidad alfa de la RNAP como aquellos nucleótidos relevantes en 

promotores de bacterias Gram-positivas. 

Con el fin de reducir la degradación del mRNA de lacZ. clonar estructuras secundarias en 

su extremo 5' que lo protejan de la acción por nucleasas. 

Con el propósito de incrt."tTlentar la producción de la proteína recombinante. construir 

cepas no productoras de las proteasas mayoritarias (aprE, ispl). 

Evaluar la productividad de las cepas JJI y JJ16 a nivel fermentador; para que mediante 

posteriores estudios se puedan manipular las condiciones de crecimiento y del medio de 

cultivo con la finalidad de aumentar la cantidad de proteína recombinante. 

Fusionar la rraprE a otras proteínas de interés comercial. 

Incluir las mutaciones sobre los nucleótidos reportados importantes en el reconocimiento 

de la subunidad alfa de la RNAP, cuyo consenso es: -59 

nnAAA(Arr)(AIT)T(A/T)TTITnnAAAAnnn -38. 
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