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Introduccién. Chater y Wilde (1) obtuvieron una mutante
termosensible del sistema Sall de S. albus (R"M®), lacual se
denomind J1306, ésta estaba afectada en el gen que codifica
la metiltransferasa ya que no crece por encima de 34.5°C,

porque la enzima de modificacion se inactiva, dejando el

DNA desprotegido frente ala endonucleasa 1o que resulta
letal paralacélula

En nuestro grupo de trabajo se han obtenido resultados que
demuestran que en e sistema Sall la metilasa es
indispensable para que sallR se exprese, yaque si sedimina
laactividad de M.Sall la endonucleasa no se expresa, ademas
el gen sallM presente en el cromosoma de unacepaRM™ o
en un plasmido compatible es capaz de restaurar “entrans’
el fenotipo de restriccion en una clona RM™ que contenga
Unicamente a salIR. Por estos resultados y la existencia de
la mutante termosensible S. albus J1306 planteamos la
hipétesis de que la metilasa podria tener un papel
bifuncional: catalitico (transfiere el grupo metilo ala adenina)
y regulador en la activacién de la expresion de la
endonucleasa (2).

El objetivo del presente trabajo fue analizar a nivel de
secuencia nucleotidica los cambios en el sistema Sall dela
mutante J1306 de S. albus G y determinar €l fenotipo de
modificacién de diversas construcciones de este sistema para
evaluar su papel en su regulacion génica.

Metodologia. Obtencién de los plasmidos recombinantes de
los fragmentos amplificados del sistema Sall completo y de
sallM con o sin sus promotores en plJ2925, plAGO y/o
pKC796. Transformacién y seleccion de las clonas en E.
coli. Determinacion del fenotipo de modificacion a diferentes
temperaturas empleando la enzima Sall y determinacion dela
secuencia nucleotidica del sistema Sall en S. albus J1306.

Resultados y Discusion. Se amplificaron las siguientes

regiones del sistema Sall:

- 2c4 (comprende la metilasa). El producto amplificado es de
1960 pb.

- 34 (es la region que codifica la metilasa sin su codon de
iniciacion). El producto de PCR es de 1760 pb

- 1.54 (es €l sistema completo Sall). El producto amplificado
es de 3080 ph.

L os plasmidos recombinantes obtenidos fueron:

plJ2925-2c4, plAGO-2c4, plJ29254-34, plAGO-1.54 y pK C796-
154,

Estos plasmidos se transformaron en E. coli y se les
determiné e fenotipo de modificacion a diferentes
temperaturas. Las clonas plJ2925-2c4 y plJ2925-34 fueron
metilasa positivas a 28°C, 37°C y 42°C; por el contrario en
pIAGO-2c4, plAGO-154 y pKC796-1.54 se observé la
inactivacion de la metiltransferasa de S. albusJ1306 a37°Cy
a42°C..

Estos resultados indican que el promotor pLac presente en
plJ2925 podria estar interfiriendo o enmascarando la
caracteristica de termosensibilidad.

A partir de la clona de plAGO-1.54 se decidi6 secuenciar €l
sistema Sall empleando iniciadores universales e internos y
se encontré que existe una mutaciéon en la metilasa (base
2881), lo que provoca que haya unatreonina en lugar de una
alanina, este aminoécido se encuentra cercano a la posible
region de reconocimiento especifico de DNA por 1o que €l
cambio podria afectar la union DNA -metilasa a temperaturas
arriba de 34.5°C dando lugar a un fenotipo M®. Estos
resultados sugieren la existencia de un dominio regulador de
la metilasaindependiente del dominio catalitico.

Conclusiones. La mutacion responsable del fenotipo M® en
la mutante J1306 de S. albus G se encuentra en la base 2881
de sallM y puede estar involucrada en el reconocimento
especifico de DNA.
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