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Antecedentes: El sstema de restriccion y modificacion Sall de
Sreptomyces albus G, codifica la endonuclessa RSl y lametilasa
M.Sall; su secuenciablanco es5-GTCGAC-3', donde R.Sall corta
entre GT y M.Sall actdla metilando € nitrégeno 6 de la adenina
(Alvarez e al, 1993). En estudios redlizados por nuestro grupo de
trabgo = ha encontrado que M.l es indispensable para la
expresion de sallR sn embago ain s desconoce d (los)
mecanismo (s) involucrado(s). En 1994 Lubys e a reportaron que
en d dgema Cfr9l s forma una edructura secunderia, la cud

involucra la region Shine-Ddgano dd gen de la endonudessa
Cir9IR y goroximadamente 60 pb rio abgjo del codon deinicio dela
traduccidn, con lo cud proponen que laregulacion puedallevarse a
nivel de traduccion. Tomando como modelo lo reportado por Lubys
se ha planteado la hipétesis de que € sstema Sall sereguleanive
de traduccion.

Objetivo: Estudiar la regulacion a nivel de traduccion dd sstema
Sall mediante fusiones génicas con XIE.

Metodologia: A partir de los plasmidos plJ4461(el cud posee €
sistema Sall completo), plJ4467(el cud carece delaregion —35y -
10 del promotor pRI) y plJ4467*(solo posee una region de
goroximadamente 100 pb rio abgo dd stio de inicio de la
traduccion) se obtuvieron por PCR tres diferentes regiones
locdizadas rio arriba dd codon de inicio de la traduccion para
fudonarlas a XE y donarlas en plJ2925; pogeriormente se
secuenciaron por métodos automatizados y se procedio d andisis
de la secuencia utilizando € programa BLAST. Se amplifico por
PCR d gen sallM asi como también d sstema completo SAll,
ambos se donaron dentro del plasmido pACY C184, verificandose
el fenotipo de modificacion parad plasmido portador de sallM. S
redizé la determinacion de la actividad enzimética de la catecol 2,3
dioxigenasa, lacud esta codificada dentro dd gen XyiE (Ingrant et &,
1989). Por Ultimo se procedio redizar un andiss de la secuencia
aminoacidica de M.Sall en busca de dominios HTH caracteristico
de proteinas reguladoras de sstemas RM tipo 1.

Resultados y discusién: Al medir la actividad enzimética de las
tres diferentes fusiones con xyIE se observo que en ausencia de
sallM es sgnificativamente menor comparando con la determinada
para @ control plJ29xE; Sn embargo en presencia de sallM la
actividad no aumenta, esto puede deberse a que d fenotipo de

modificacion indica que hay wna expresién parcid de la proteina
SallM, por lo cud no hay suficiente expresion de ésta como para
desdoblar dicha estructura s esta exisiera Sin embargo, andizando
la secuencia se encontré una ORF dentro de laregion de Sall, lacud
pudiera participar en laregulacion desdoblando laposible estructura
secundaria; como resultado preiminar s2 midié la actividad
enziméica en presencia de sstema completo Sall observandose
resultados smilares. Redlizando un andlisis de la secuencia de la
fusion més pequefia utilizando € programa RNA Draw, se predijo
la formacion de dos posibles estructuras secundarias comprendidas
entre d GTG deinicio y las primeras 100 pb locdizadas rio abgo
de este mismo coddn. El andiss de la secuencia aminoacidica no
reporta la posble exigencia de dominios HTH, con lo cud s
refuerza lo planteado con respecto a la exisencia de un demento
auxiliar enlaregulacion de Sall.

Conclusiones.

*Se obtuvieron tres diferentes fusones traduccionaes de extremo
5 de Sll.

*os resultados obtenidos sugieren la formacion de una estructura
secundaria que impide la expreson de sallR, asi como laexigencia
de un posible demento coregulador.
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