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I N T R o D u e e l o N 

Una de l.as caracteristicas má~ relevantes de los seres vivos 
es que funcionan de una manera ordenada pa1-a m~ntener su alto 
grado de complejidad. a~ hecho, se puede definir a la regulación 
como el conjunto de mecanismos qtie lleva al individ110 a mar1tener 
su fLlncionamiento con un riguroso orden. <Goldbe1-ger~198(1). Es 
importante seí,.al21r·, sin emba~-gcr, que en loe:, sistemas vivientes 
los p1-c1c:eso~ orde:·n2.dos. =:on scilamente mas frecuentes que los 
desordenadt•s y entonces tienden a p1-eservarse pL1esto qL'e con
fie1·e.-1 ventajas selecti\1 2s a loe:, organismos que-? los pc1 seen. Lc•s 
miles de reaccicines qLtím1cas que oct1rrer1 en la célula están 
controlados por mecanimsos de regulación que operan a muy 
tintos niveles~ pcir ejemple., en la expres1on diferencial de 
inform3ci~1n genética~ 

dis
la 

Dada Ja multiplicidad de controles en cada sistema 
regttlatorio y dada tambi~n la diversidad de mecanismos de control 
entre diferentes sistemas, la regulación genética ofrece un 
excitante ~·amplio paisaje para quie11es estér1 ir1teresados en la 
ccrmprensión de las funciones de lcrs seres vivos. 

Toda~ las células tienen la capacidad de modulRr sus 
funcione:. v1 t?lE~s en ¡-espuest..:r a. c:~mtliüs E·n su ento¡-nei: tj_e1·1er1 
receptores específicos para mensajero~ químicos~ poseen también 
sensores de cambios de pH, concentración de osmolitos, 
tempei-atura, c1~~ígenü, falta de nutrientes, etc.; estas 
moléculas están acopladas casi siempre a algún sistema de 
transducción de se~al~s~ y la respuesta celular puede variar de 
in·tensidad ó duración dependiendcr de cL1él sea el estímulo y por 
cuánto tiempo se presente. 

Tc•deis los c1rgani smc1s, desde 1 as arquebac tei- i as hasta 1 Cts 
mamíferos~ presentan la capacidad de inducir un conjLtnto de 
proteín6s específicas en respL1e~ta a Ltn aumento en la temperatu
ra. Al conjunto de modificaciones metabólica~ qt1e tienen lugar 
dentro de la celula, y especialmente a la Eintesis de µolipépti
dos especiales para contender con el incremento de temperatura, 
se le conoce con el nDmbre de respuesta calórica <He~t-ShocJc 
Response). Esta respuesta permite la adaptación a situaci.c•nes de 
estrés celular y es un ejemplo fehaciente de unidad dentro del 
mundo bioJ.ógico. 



1. LA RESPUESTA CALORICA EN EUCARIOMTES 

Los estudios sobre la respuesta calórica e~c se comenzaron 
prácticamente en 1962 con la publicación de un trabajo 
CRitcissa, 1962> que describía un nL1evo conjunto de ''puffs'' en los 
cromosomas politénicos de las células gigantes, en las glándulas 
salivales de la mosca QCQ~Qebi!¿ ~yg~kii· Estos eran inducidos 
pe·•- c211c.r, dinit1-c.fer1col o salicilatc• de sodic•. Durante la si
guiente década, la.respuesta fue estudiada sobre todo a nivel 
citológico y se hicieron varias observaciones importantes; dentro 
de las m~s notables eetaban que lc1s ''puffs'' eran~ 

al Induclbles por otros tratamientos que ponían en estrés a 
la célula IAshburner, 1970; Leenders, 19721. 

b) Se producían en unos cuantos minutos IAshburner, 19701. 

el Estaban asociados a la producción de RNA 
CAshburner, 1970; Ritossa, 1962; Leenders, 19721. 

d) Se encontraban e11 otras especies de QrQ§Q9bll§ y en otros 
tejidos IF:itc•sse., 1964). 

el Y estaban acompa~ados de la desaparición de otros 
"puffs" <ver figura 11. 

En 1973, Tissiéres y Mitchell inauguraron el estudio 
molecular de la respuesta reportando que la inducción de estos 
"puffs" cc•incidía cc•n la aparición de un pequeño cc•njL111tc• de 
prot~ínas ITissiéres, et al., 1974). Esta respuesta podía 
estudiarse perfectamente en un cultivo de tejidos y desde el 
principio, fue tomada como modelo para estudiar la estructura de 
los genes y su regulación; así, los genes para las prote<ínas de 
choque calórico Chsps, por "heat-shock proteins"), fueron los 
primeros genes eucarióticos clonados CLivak, et al., 1978; Shedl 
et al., 1978; Craig et al., 1979.); de lc•s qlle se ccd1ocié• su 
c•rganización en el genc•ma (Livak, et al., 1978>; de lc•s que se 
supo el arreglo de su cromatina antes y después de ser activados 
<Wu, et al., 1979>; de los que se encontraron indicios de sus 
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Figura 1. Ritossa describió en 1962 que después de un 
con calor se inducían nuevos puffs en los cromc•somas 
de las glándulas salivales, en la mosca de la fruta 
g~§kii· Se muestran algunas ilustraciones de un 
publicadc• por él (ver referencias). 
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secuencias regLtladc•ras CPelham, 1982); y de los que se 
identificaron claramente sus factores de transcripción 
<Parker,1984). Los genes para una de éstas proteínas, hsp 70, dio 
uno de los primeros ejemplos convincentes de la conversión génica 
operando en una escala evolutiva del tiempo <Brown et al., 1981>. 
La respuesta tambi~n proveyó de uno de los primeros ejemplos 
de la enpresión genética selectiva actuando a nivel de tra-
ducc i é•\"l ( Stc,¡- ti et a l. , 1 980) . 

No fue sino hasta después de 1978 cuando investigadores que 
trabajaban con otros organismos descubrieron que el calor y 
muchos otros tipos de estrés podían inducir proteinas similares 
en célLtlas de pollc• en cultivo <Kelly et al., 1982), en levadw-a 
(Miller et al., 1979> y en I€tiCªtlZ:G!€tDª (Guttman et al., 1979). 
Ahora sabemos que algunos genes de choque calórico están 
enormemente conservados en la escala filogenética y también sus 
secuencicis 1-egulatcoi-las C!gncolie>. et al, 1980; Manseu et al., 
1982). 

Desafortunadamente, con respecto a la fisiología de la 
respuesta, se tiene todavía un panorama muy incompleto. 
Ultimamente se ha puesto mucha atención a tratar de investigar 
qué funciones tienen las proteínas inducidas y cómo se regulan. 
Sobre su funcionamiento se ha avanzado más y hay evidencias de 
que dan protección contra los efectos tónicos del estrés. Los 
mecanismos de protección no se conocen y sólo se han podido 
establecer las funciones de unas cuantas proteínas. Por otro 
lado, la regulación de la eHpresión de las proteínas de choque 
calórico parece involucrar sistemas que operan a nivel 
transcripcional y traduccional. 

1.1. LAS PROTEINAS INDUCIDAS POR CALOR. 

Las proteínas de choque calórico son nombradas de acuerdo a 
su peso molecular, así pues, Hsp70 y Hsp90 corresponden a 
proteínas con un peso de 70 y 90 kilodaltones respectivamente. 

Se define como proteína de "heat-shock" aquella cuya sínte
sis se ve inducida, a veces dramáticamente, a altas tempereturas. 
La desci-ipciéon de cada prc•teína en part'icula1- está desligada en 
algunas ocasiones, de su funcionamiento como conjunto; de la 
siguiente descripción hay que tomar en cuenta que la respuesta es 
muy compleja, así que las funciones de cade proteína aislada no 
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necesariamente reflejan el papel que realiza durante el choque 
calórico. 

HSP 70. Es la más conservada de las hsps y como tal, 
tiene un enorme interés. La secuencia completa de aminoácidos de 
la Hsp70 de cuatro eucariontes y de un procarionte se presenta en 
la figura 2, tomada de Lindq11ist , en 1986. 

La proteina humana tiene un 73% de homologla con la de º¿ 
mg!ªDQ9ª§1§r , posee un 50% de ~1omologia con la de 

~§Sb~cisbiª seli· Hay que hacer notar que muchas de las 
diferencias se deben a sustituciones homólogas IR-K; D-E; A-G; 
etc.)~ y hay regiones extremadamente conservadas, por ejenlplo de 
los aa 143 al 187 h~y solo dos diferencias entre la proteina de 
humano y Ja de DCQ§Qgbi!ª' y solo cuatro entre éstas y la de ~~ 
SQ!i· 

Si bien en ~~ seli el gene para Hsp70 es único (ver más 
adelante!, en ºCe§eRbilª l!gnolia, 19821 y en §ªssbªcem~S~§ 
~gc~~i~i~g <Manseu, 1982) ésta proteína esta codificada por 
familias nrultigénicas que son e::presadas diferencialmente. Parece 
ser que la misma organización se encuer1tra en otros eucariontes. 

No se sabe claramente el papel de Hsp70, pero algunos datos 
sugieren que está involucrada en ren\over la clatrina de vesículas 
en el interior de la célula, reacción dependiente de ATP 
(Chappell et al., 1985). 

También se le ha encontrado unida a ribosomas y a otros 
complejos macromoleculares, sugiriéndose que tiene un papel como 
proteína estabilizadora de estructuras complejas IFinley et al., 
19841. 

Se ha sugerido que puede inhibir la 
de proteínas desnaturalizadas cuando se une 

IFinley et al .• 19841. De hecho, la producción 

precipitación 
a ellas 

de proteinss 
desnaturali~adas e inestables ha sido propuesta como un mecanismo 
de inducción de la respuesta calórica, ya que ésta se activa 
cuendo se inyectan a ovocitos de X~DQB~§ proteínas daAadas 
<Subjeck et al., 19851. 
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Figura 2. Se muestra la secuencia completa de aminoácidos de 
cinco genes de hsp 70: de humano, de ~€DQeYÉ lª€Yis• de 
ºrQsQehilª ID€lªDº9ªstgr, de ªªf~bªrQm~f€2 fgrgYisiªg Y de 
ss~h€Ci~hiª ~Qli· Un punto significa que es el mismo aminoácido 
que en la secuencia de humano. 
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Se ha especulado sobre el papel de Hsp70 pensando que 
pi-c•bablemente se trate de uni'I "chapei-c•na", uniéndc•s.e a proteínas 
sintetizadas de novo hasta que son correctamente ensambladas 
dentro de estructuras complejas cc1n¡o el rib~soms, pDr ejemplo. Un~ 
vez cumpllds su misión Hsp?O puede liberarse de la proteína 
escoltada; se lleva a cabo una hidrólisis de ATP cuya energía 
puede ser usada para ayudar al ensamblaje de la proteína, para 
liberarse de ella ó para ambas cosas CWelch et al, 1985). 

Usando un sistema in vit1-c•, Chirico et al., en 1988 mc•stra
ron que se requipre un factor soluble para que una proteína 
hidrofóbica pueda ser colocada en el interior de una membrana. 
Aparentemente, se necesita una proteína que resultó ser muy 
homóloga a Hsp?O. En ese mismo a~o, Deshaies utilizó mutantes de 
levadura en Hsp?O para demostrar que la célula utillza éste 
polipéptldo para mover proteínas a través de membrana mitocon -
cirial <Deshc;.ie!". et c<l., 1988), figu1-a 3. 

La Inducción de los genes de Hsp70 está reguleda por 
onc:c.genes vir0<les , celul<ffe5 ( Impe1-iale et al, 1984). 
Anticuerpos monoclonales lndican que la proteína en condiciones 
normGles se encuentr~ distribL1ída en citoplasma, pero bajo choque 
térmico migra al núcleo (La Thangue, 19841. 

En general~ el &nálisis de la familia de Hsp70 es 
complicado~ lc•s miembroe. tienen un punto isoeléctrico ácido y 
patrones trípticos simil~res en todas las especies estudiadas~ 

Desafcn-tunadamente ne• hay sufi e i ente i r1fc:1rmac i ón pa1-a un~ 

c:c•mpai-aciéon sistem¿\tica. Unen ATF' q.Jelc:h, l.985l, están metiladas 
en lisina y arginina CW2ng, 19841, y unen ácidos grasos como 
palmíticc• y esteári~c· en •ma prc•pc>1-ción de 1 a 1 (Guidon et 
al., 1985). Se sab(• que f 1sp70 de !:!yi;.:\;~!!Ü§llik!ffi Qi§¡:;!ÜQ§l!,!!!) se 
fosforila, pero no ~e ha comprobado en otros organismos <Loomis~ 

1982). 

Mención aparte merece el papel de ésta familia de proteínas 
en algunos parásitos. ya que se ha encontrado que tienen un papel 
impc•rtante en la diferenciaci15n de Ir..J~RªDQ.2.Q.IT.!€!. t;u.:.~G..tgi 
CDavies, 19871 y de b§i§b!!)§Di§ CShapira, et al., 19881. Además, 
durante la respuesta inmune a lepra, tuberculosis <Young et al.,1988), 
malai-ia <Richman et al., 1989), y fi lariasis (Selkrik et 
al., 1989>, se producen una gran cantidad de anticuerpos contra 
Hsp70. 
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Figura 3. Se ha propuesto que hsp70 tiene un papel en la 
traslocación de proteínas. Una o más se unen al precursor que 
será translocado. En reacciones dependientes de ATP, hsp70 ayuda 
al polipéptido a cruzar la membrana. Ilustración tomada de 
Chirico et al., 1988. 

8 



Siendo tal vez la proteína más conservada a lo largo de 
toda la escala filogenética, el encontrar que Hsp70 es inmunóge
no potente hace pensar en que probablemente tenga en su estructu
ra regiones variables entre cada especie, además de otras alta
mente conservadas. Para una buena revisión del tema, ver el 
trabajo de Ne,iport et E•l., 1988. 

HSP 83. Esta es Jp segunda proteína más conservada de 
11 heat-shc1c k". LCt de º[,Q.~Qr!bil§ y de 1 evadu1- ~ son de 83 k d, su 
homólogo en ~~ ~ºli tiene una masa aparente de 62.5 kd. Entre 
los genes de ºCº~ºebil~ y levadura se puede inferir un 60X de 
aminoácidc•s idénticc•s <Hackett et al., 1983). Lc•s genes de Qcº'aR::. 
ebll§ y los de ~~ ~9ll tienen un 36X de homología en secuencia 
de aminoácidos, pero hay regiones donde es de más del 
90X. Todas las células eucarióticas hacen esta proteína con un 
rango de tamaAos de 83 a 90 kd. No hay secuencia de los genes en 
otros organismos pero los anticuerpos contra Hsp89 de pollo 
muestran una reacción cruzada con las proteínas de humano, ratón, 
rana y DC0§9Qbll! CSchlesinger et al., 1982). 

La caracterización bioquímica de la proteína está mucho más 
avanzada e11 ve¡-tebi-a.dos que en cualqLll er ot\-o c1rgariismc•. Esté. 
metilada en lisina y arginina CWang~ 1984) y se fosforila 
(Hackett et al., 1981). Se induce con calor pero la magnitud de 
la inducción depende del tejido y a la fecha. las más importantes 
propiedades de ésta proteína sc•n 1) su a5ociación con proteínas 
transfo¡-manteG de cirigen retroviral~ 2> a c~mplejos de receptor 
cc•n hormcinet'=· e=.te1-oides y 3) su uniéin a citciesqueletci (figu1-a Lt). 

La p1-c1teína del vi1-u:. de sarccima de Rous, pp60s,-c, se LH1e 
a H:p89 y c•tr2. p;-oteíne de 5•)1:.d inmedj atament.e después de ser 
sinteti=eda. Este complejo es citosólicei y pp60src se 
fosfo~ila en serinas~ pero no en tirosin3s. Cuando se disocia de 
Hsp89~ pp60src se activa como cinasa, se autofosfc·rila en tirosi
nas y migra a la membrana plasmática <Brugge et al., 1981). 

Anticuerpos monoclonales preparados contra el receptor SS de 
progesterona, revelaron que Hsp90 es un componente mayoritario 
del complejo. Cuando el receptor se convierte en la forma 4S, se 
disocia de Hsp90 y adquiere su capacidad de unirse a DNA !Such et 
al., 1985) ~ figura 5. 

Si bien Hsp70 y Hsp?O son las principales proteínas de 
choque calórico en eucariontes, hay un grupo de polipéptidos de 
bajo peso molecular que también son inducidos y cuya función no 
se ha caracterizado todavía. 
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Figura 4. Cuando algunas células son estimuladas por insulina, 
hsp90 cambia su localización celular migrando del núcleo lbl a 
los filamentos de actina lcl. En la figura a se muestra una 
imagen de las mismas células vistas en el microscopio de 
contraste de fases. Tomado de Koyasu et al., 1986. 
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La ubiquitine, que probablemente Interaccione con Hsp70; la 
histona H2b, el T-interfer6n, la enolasa y la gliceraldehido-3-
fc•sfato deshidrc•genasa sc•n c•t1-e<s proteina,;, indw:ibles poi- calc•r 
en eucariontes !Lindquist, 19851. 

l. 2. REGUL AC ION DE LA RESPUESTA EN EUCAR ION TES. 

Los sistemas de control de la respuesta calórica varían, 
pe1-c• e:.;isten puntos cr•n1unes de regulación. 

A nivel transcripcional. Fué encontrada una secuencia hacia 
el 5' de todos les genes de QEQ~QQbil! inducibles por calor y se 
postula que funcionen come activadores de Ja transcripción, 
figLn-2 6 !Ingol ia et al., 1980). 

Ha sido descrito además, un factor de transcripción para 
levadura, que es especifico para l0s genes de choque calórico 
!Wiederrecht. et al .• 19881 y se sabe que es esencial, que se 
fosforila cuando aumenta la temperatura CSorger et al,. 19881 y 
que es homólogo al de QrQIQQbi!§ y al de~~ ~~li• porque fue 
purificado de un2 ct1lt11nna con sefarosA acoplada a unR secuenc1~ 

de DNPt cc•n c1n pi-omc•tor "HE>C•.t-shc•ck 11 de ~§i;.t.l~t:ts.b.iª ~~l.i .. <Perke¡-, 
1937). 

Hay evidencia de que la respuesta también esté regulada 
negativamente por Hsp70 (Di Domenico, et el.~ 1982> pero no se 
sabe ~i es un cDntrol directo o indirectc. 

A nivel traduccional. El tratamiento con calor produce en 
células de ~C~~Q~~il• el más dramático cambio de especificidad de 
traducción que se haya descrito. Después de 10 minutos de un 
cambio de 25 a 37ºC~ los polisomas normales virtualmente desa
parecen CLindquist et al., 1975!. Cuando aperecen les mRNAs de 
la:. prc,teine.s de ''he2t-shock 11

, se traducen muy ef!ci entemente 
~Lindquist, 1980!. Los ribosomas tienen la capacidad de 
distinguir cuáles-sen les mensajeros que corresponden a proteínas 
de choque térmico también en células He-La. Probablemente, los 
mRNAs de las hsps tienen alguna característica estructural que 
les permite ser reconocidos: un líder no traducido hacia el 5' 
que es rico en residuos de adenosina, por ejemplo !Holmgren et 
a 1. , 1981 l • 
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fli larvetcell 
Anti-hormone 

Figura 5. Se ha postulado que la proteína hsp90 regula, entre 
otras cosas, la acción de hc•rmonas esteroides enmascarando el 
sitio de unión a DNA. Miller, D. 1989. 

Conscnsus 

funct..illn 
hsp ;o 

hsp 81 

hsr 2~ 

hsp 26 

hsp :!.7 

hsp 68 

hsp hH 

hsp 1 l 

e G AGAcAcc ce ccCTcGAAI GTTCc_cGAAA!!GAG e ccc ccAcTAT AAA 

CATCCAGAAGCCT(IAGAAc:rTTC~AGAc~C!!E.TTCGGTCGGGTTTTTCTATAAA 
A TT CGAGACACTCC,SGG!l!:[TTTCT_AGA TT ~TG!i_A fTTCCTCTCTCTCAACAGTATAAA 

nrcrcrcAcrnCcgGA.s.IcTTCTAGAAA!!E.CT,SCAc:cccqATAAA 

e T rcccr e e TT .s..s.rIGCE/i T ce ACT:AGT GTG !..9. T G!! c.s,.s.c AGCGTC AcTAT AAA 

TGACCC fTTCTCC(A(iGt:AAATC fC
0

t:AAT.!.!2.S.s..s.CTCCCGCCGACAGAGTATAAA 

CTCCCA~TC~ATrTTCcccrcccccccACAGAcTATAAA 

CGCCGACGGGCGCACGCACACTACGATAGCC:ACCGGTTGTATAAA 

Figura 6. Hacia el 5' de los genes de "heat-shock" en eucariontes 
se encuentran secuencias muy conservadas. Aquí se muestran las 
regiones consenso de 8 proteínas de choque calórico. 
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1.3. INDUCCION DE LA RESPUESTA CALORJCA EN EUCARIONTES 

Además del cambiD de temperatura <un aumentD de 5°C D más), 
la expc•sición a etanol, arsenito de sodio, cadmio?I anaerobiosis, 
zinc, cobre, mercLu-io, ionec;::. sulfhidt-ilo.~ ion6fcq-c.s de calcic1, 
hormonas esteroides, agentes quela1,tes, piridoxinas~ azul de 
metileno, glucosantina, desoxiglu~osa, infección viral, 
adriamicina, análogDs de aminoácidos, inducen las proteínas de 
cho~ue c~lórico en casi todas las especies estudiadas. Con 
a.lgw;as, e;.:cepcic•r1es, como D::tfJ;9?}!.~.li!c!!IH dc•nde el etanc•l, el 
arsenito y el cadmio no inducen la respuesta Clindquist, 19851. 

Por otro lado, un pequeAo grupo de proteínas pueden ser 
inducidas preferencialmente dependiendD del estímulo; la 
sintesis no es generalizada sino parece diferencial de acuerdD al 
estrés producido. Los nucleótidos polifosfDrilados parecen tener 
un papel en le inducción (figura 71. 

El puente 
p1-otei nas está 

que existe entre la seAal y la inducción de 
lejDs a0n de ser caracteri:ado. 

2. LA RESPUESTA CALOR I CA EM PF:OCAR IOMTES 

las 

La respuesta "heat-shDck" en prc•car ion tes ha s ideo di lucid ad a 
en SLl n1ay01- pe.1-te, poi- estudiDs reali::ados en la enterobacteria 
~~~bmci~biª ~eli, asi que me referiré a ella en lo sucesiveo y 
sólo mencionaré otros organismos cuando sea necesario. 

Si bien son lDs preocariontes los eorganismos que han aportado 
un mayDr número de datos con respecto a le regulación de la 
expresión genética durante los últimDs cuarenta aAos, la respues
ta al calor en éstos fue reportada mucho después de que el 
fenómeno habia sido descritD en plantas, animales y eucariontes 
unicelulares. Exceptuando algunos estudios de sDbrevivencia de 
las bacterias a temper~turas elevadas, los fisiólogeos bacterianos 
estaban más interesados en coneocer los mecanismDs peor los cuales 
las células procariónticas lograban crecer en un gran rango de 
temperaturas y en cómo cambiaba la composición quirnica de los 
cultiYC•S. 
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CdCl 2~~~~~......:.+~+~+'--~~•~+:-..~~ 
21}-> 4 • +/-

28--> so·c +++ 

++ ... ++ 

+/- ++ 

... +++ 
+ 
+ 

++ 

O not lnduced 1111 lnduced 

Figura 7. En esta tabla, tomada de Lindquist en 1986 se hace un 
resumen de las proteínas inducidas por diferentes tipos de 
estrés. Se menciona su relación con la producción de nucle6tidos 
polifosforilados. 
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ESTUDIOS DE LA FISIOLOGIA DE s~ ~gll DE ACUERDO CON LA 

TEMPERATURA DE CRECIMIENTO 

~--- f.'2.li está clasifica·da ctimo mesé•fi lo con 1-espectc• c1 la 
temperatura y como neutrófilo con respecto al rango de pH que 
permite su crecimiento. 

En el siglo pasado, Arrhenius IArrhenius, 
desarrolló la relación entre la velocidad (v) de una 
química y la temperatura absoluta ITI a la cual ocurre, 

s., 1889) 
\-eacciéin 

v = Ae-·DE /F:T 

Donde DE es la energía de activación de la reacción, R es la 
constante unive1·sal de lcis gases y A es una constante llamada el 
factor d& colisión o el factor de frecuencia. Esta ecuación 
predice una relación casi lineal entre el logaritmc1 de Ja 
velocidad y el recíproco de la temperatura absoluta. Esa gráfica, 
llamada gréfics de Arrhenius, da una línea para reacciones 
~ímic~s ~encjl]as. 

La gráfica de Arrhenius, en forma modificada, se usa 
frecuentemente para describir la relación entre la constante 
específica de crecimiento, k, de una bacteria y la temperatura. 
Para éste propósito, el término n, llamada temperatura caracte
rística se sustituye por DE. Si se aplica la ecuación de 
Arrhenius al crecimiento de un cultivo, la forma de 
crecer de casi todas las bacterias es muy similar. Bajo ciertos 
intervalos de temperatura, comúnmente llamado la normal del rango 
de Arrhenius, la gráfica es lineal. A temperaturas muy elevadas o 
muy bajas, la tasa de crecimiento decrece pl-ogresivarnente~ produ
ciendo una gráfica vertical tanto a la temperatura máxim~ como 
mí.nima. Muchas bacterias, come• s_,_ ~Qll y §ªlillQDgll.s< .!!b:o:'.RbYillh!!:lhl!J 
pueden crecer en un rango de 13 a 48ªC <ver fig. 8). 

El ,- ango nonna 1 de tempe1- atura se e:: ti ende desde 21 hasta 
con valor de 13,000 a 1.4,000 cal/mol <cerca de 54,000 a 
J/mol> (!ng1-aham, 1985). La tempe1-atL1ra má}tima a la CLtal 
mantenerse un crecimiento balanceado es aproximadamente 
La mínima temperatura a la que puede crecer ~& ~eli es de 

37°C, 
59,000 
puede 
49°C. 
7.5 a 7.8°C (Sha1·1, et al., 19711. 
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organismo mesófilo, su crecimiento es 
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lngraham, 1985. 
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El crecimiento de muchas cepa9 de g~ ~Qli K12 se afecta 
marcad2mente a temperaturas elevadas, como 40 ó 45°C, por 
deficiencia de metionina <Ron et al., 19711. A éstas 
temperaturas, la actividad de la primera enzima de la via 
biosintética de metionina lhomoserin2 transuccinilasal se inhibe 
reversiblemente, probablemente por la desestabilización de sus 
puentes de hidrógeno. 

Cusndo los cultivos de ~~ ~ºli crecen a cierta temperatura y 
son abruptamente cambiados a otra superior, la tasa de 
crecimientr• asLtrne el valor ca~acterístico de cada temperatura sin 
ningún periodo de ajuste aparente. Si embargo, cuando el cambio 
se hace hacia una temperatura inferior, hay una fase lag seguida 
de un periodo de crecimiento anormalmente rápido antes de adqui
rir el valor característico de la temperatura final. Estos cam-
bios obsel-vados SO\l reflejo de L'n8 cornpDsición q1.lín1ica muy distinta 
de la bactel·ia cuand0 e] crecimiento se lleva a cabo en cada 
temperatura. 

COMPOSJCJON DE ACIDOS GRASOS. 

Come• en el ca~o de muchc1s 
comp~sici6n de ácidos graEDE en 
la temperatura 5 la cual son 

o~gsn1smos pc1iquilc1termos, la 
g~ ~Ql! cambia marcadamente con 
sintetiz3dos: cuando baja la 

temperatur2, 12 fracción de éc~dos gr3sos insaturados se 
inc~eme~tar El aJListe es una respuesta homeostátics, ya que la 
función celular requiere de un2 membrana pl2smátic2 fluída pero a 
bajas temperaturas los lipidos de la membrana sufren un cambio 
reversible en su estado: forman un arreglo hexagonal de las 
cadenas de los ácidos grasos que pierde fluidez INishihara et 
al., 19761. Los fosfolípidos de una bacteria creciendo normal
mente contienen 3 écido~ grasos: tino saturado~ el ácido palmítico 
(he}:adecanoico) y dos insaturados, palmitoleico (cis-9-
hexadecanoicol y el ácido cis vaccínico Ccis-11-octadecanoico). 
El ácido cis vaccinieo es el qL1e presenta un cambio mayor <ver 
tabla ll. 

La fluidez de las membr2nas de ~~ ~ºli se mantiene en un 
nivel óptimo a diferentes temperaturas porque la síntesis de 
ácido cis vaccinieo se regula por temperatura y a nivel de ac
tividad de Ja enzima que lo sintetiza 1 de Mendoza et al., 19831. 
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:r 
'3; 

f'a11~· acid cumpu•itiun ('JI-) •t tcmp ("(.'): 
Fauy acid -·------ - ----- ----·--------- -·------- ------ ·-----

10 15 20 25 30 35 
-·---- --- -----· --·-·--------------------

In lipopolys.accharidt' 
Myristate 3.9 3.8 4.1 3.8 4.1 4.7 
,_Hydroxymyristate 12.6 12.5 10.4 6.9 10.1 11 .o 

In ph06pholipid 
Palmitale 18.2 21.9 25.4 27.6 28.9 31.7 
Palmitoleate 26.0 25.3 24.4 23.2 23.3 23.3 
Mcthylene hexadecanoate 1.3 1.1 J.5 3.1 3.4 4.8 
cu·Vaccinate 37.9 35.4 34.2 35.5 30.3 24.6 
Methylene octadecanoate o o o o o o 
• Grown in mineral uhs·¡lucuse medium and harvi:sted during i:xponential growth. 

Tabla I. Efecto de la temperatura de crecimiento en la 
composición de ácidos grasos en ~~ h9li· Datos tomados de Marr, 
A. G. et al., 1962, 

40 43 

6.1 7.7 
4.8 7.5 

37.1 48.0 
28.0 9.7 

3.2 11.6 
20.8 12.2 
o 3.7 



COMPOSICION DE PROTEINAS. 

Se ha reportado que la velocidad de recambio de proteínas se 
incremente cuando células normales de E~ ~Qli se pasan de 30 a 
42ºC CGottesman et al., 19771. La proteasa Lon está involucrada 
en la degradación de casi todos los polipéptidos de la bacteria y 
se ha identificado como una proteína inducible por calor <ver más 
ade·lante>. Para un2, ,-evisión completa, ver el tre1bajo de Lemau!·~, 

et a l . , 1 978 • 

Algu1ws estudios detalladeos (He1·endeen, et 21., 1979> de 
electrciforesis bidimensional de la composición de proteínas de g~ 
~Q!i 8/r creciendo a varias temperaturas (13.5, 15, 23, 30, 42 y 
46ºC) indica1·eon que·: 

- Enti·e 23 y 37°C, las concentraciones de sólo dos prote~nas 
de las 111 estudiadas~ cambian más de 2.5 veces. 

-· Enh-e 13.5 y 46ºC~ sin embargo~ 83 de las:. 133 proteínas 
estudia das varían más de 2 veces~ 18 va1- í an más de 5 vece: y 9 
varíRn más de 10 veces. La concentración de alg1.lnas de éstas 
proteína~ se incrementa dramáticam11ete solo a temperatL1ra altd y 
algunas otr~s cambi~n sc,lo a temperaturas bajas. 

L~s concPntraciones de 
termómetro por lc•s autores~ 
de ternpe1·atu1· e<. 

3 proteínas ll~madas, pc1r cierto, 
varíen constantemente seg~:i el ~-~ngo 

Aquellas proteínas cuya concentración intracelular se 
incrementa con el aumento de temperatura~ son las pertenecientes 
a la respuesta calórica (ver més adelante!. Aumentan de 10 a 50 
veces cuando se eleva la temperetu~a y cuando las células se 
exponen a etanol (ver figura 9). 

En la figura 10 puede observarse que estas proteínas 
cc•nf i eren te¡-mo¡-·c es is ten e i a a 1 a bacteria ~2~b.§:Ci.G.IJ.i.S ~Q.!i 
IYamamc·i·i et al., 1982) Cue.ndo un cultivo se c1·ece a 
30ºC y se pasa ? 42ºC durente 30 minutos~ se provoca un aumento 
de 10 veces en el número de seobrevivientes cuandeo éstas células 
se e;~pc:inen después a 55°C dui-ante 10 minutos. Sin 
toleranci2 al calor desaparece casi ceompletamente 
cultivos se incuba11 por dos horas a 42°C. 

embargc1, 
cuandD 

la 
los 

La máJ-:ima tempe1·atur2. de crecimiento se afecta claramente 
por la habilidad de la célula para sintetizar las proteínas de 
choque calórico, poseen un papel particularmente importante en 
pe1·mitir el crecimiento a tempei·aturas elevadas, y algunas lo 
tienen a todas las temperaturas. 
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Figura 9. A> Células .en fase estacionaria que fueron crecidas a 
< 1 > 3o 0 c, <2> 33°C, <3> 36°C, <4> 39°C, C5> 42°C se marcaron con 
un pulso de leucina radiactiva durante dos minutos. 

B> Células crecidas hasta fase exponencial fueron 
incubadas de una temperatura baja a una temperatura alta y fueron 
marcadas 5 minutos con leucina radiactiva. (1) Control de células 
marcadas a 30°C. Del (el al (9) las células se transfirieron como 
sigue: 12) de 30° a 33°C, (3) de 33 a 36°C, 14> de 36 a 39°C, (5) 
de 39 a 42°C, C6l de 42 a 45°C, <?> de 30 a 42°C, (8) de 30 a 
34°C y <9> de 36 a 4~°C. Tomado de Yura, et al., 1980. 
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o 60 120 180 

Time at 42ºC, rnin 

Figura 10. La síntesis de proteínas de "heat-shock" ayuda a que 
las células adquieran termc•rresistencia. Cultivos de g;.._ i;;Qli 
fueron crecidos a 30ºC y después transferidos a 42ºC. Muestras de 
0.3ml fueron tomadas a los tiempos indicados y una parte I0.1ml) 
se espatuló a 30°C, mientras que el resto C0.2ml> se calentó a 
55°C durante 10 minutos y se espatuló también. Fueron contadas 
las sc•brevivientes en la cepa silvestre O y en una cepa mutante 
en C~Q~ CK165> o. Yamamori y Yura, 1982. 



RECEPTORES MEMBRANALES PARA CAMBIOS DE TEMPERATURA 

Vale la pena hacer un paréntesis para seAaler que ~& ~eli 
responde a cambios en su medio ambiente modulando su patrón de 
movimiento: muchos estímulos químicos y físicos se detectan por 
receptores específicos los cuales transmiten la información hacia 
el interior de la céluls generando seAeles que cambian el 
movimiento flagelsr del organismo. La adapatación al estimulo se 
lleva a cabo por la metilación reversible de ciertos residuos en 
1 cis recepten-es .. 

En el rango de 20° a 37°C, ~~ ~e!i responde al aumento de 
temper·atu1-e, 11 sintíendo 11 un estímulo Bt1-c.yente y al dec1-emento de 
la temperatura interpretando un estímulo repelente CMaeda et al., 
1976>. La máJ·:ima sensibilidad SE observa en temperaturas cercanas 
a los 30ºC y tan1bién la quin1iotaxis tiene un óptimo a 30°C. 

Un interesante desctJbrimientc, se realizó en 1979~ cuando se 
observó IMaeda et al., 1979) que la L-serina ó la L-leucina 
actúan como inhibidores competitivc1s de la termotai~is <ver 
fig.11). El pcostulai- la e::istencie. d•' te.-rno1-ecepto1-es específicos 
abrí~· un gra11 cempo en la investig~ción de la fisiología de ~~ 

~Qli en respuesta al calor. 

Existen proteínas integrales de membrana, que no estén 
involucradas en el transporte pero si actúan como receptores para 
efectores quimic•técticos. No.son proteínas acarreadoras de peri
plasma, su labor se extiende más que éstas porque después que 
fijan el compuesto son capaces de iniciar eventos a nivel cito
plásmico que aún no están bien definidos y su propia metilación. 
Así, se les llama tanto rereptores como transductores IMacnab, 
1985). 

Hay cuatro tipos bien caracterizados de este tipo: Tsr C por 
taxis to serine and repellents; también llamado MCPI), Tar (por 
taxis to aspai-tate e.nd i-epell~nts; MCF'II), Tn2 (peor ta:{iS to 
ribose and galactose; MCF'IIIl, y TapE (por taxis associated 
prc•tein; MCF'I\!l; un quinte., Tips (por ta>: is invc•lved pi-eoteinl, 
está menos estudiado. 
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Figura 11. La temperatura tiene efectos en la quimiotaxis de§~ 
~Qli· A> Células creciendo a 22ºC. B> Células creciendo a 35°C. 
C> Células creciendo con leucina 30 mM a 22ºC y D> Células a 35°C 
con 30 mM de leucina. Las bacterias fueron filmadas en un 
microscopio de campo oscuro. Tomado de Maeda et al., 1979. 
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Tienen un peso molecular similar (cerca de 60,0dOJ y mues
tran una gran homologia en el extremo carboNilo C~~ikos et al., 
19831; hay diferencias en el extremo amino. Por su estructura 
<ver figura 12> parece 1-a:c•nC1ble tC1l cin-eglo: el e::t1-emc• cai-bo:d
lt' tie1-1e interacciones con compcinente5 c:1tc.plásmícc.s ccimc1 las 
enzimas metí 11'r'ltes. El e::tremo 2mino recc•nc•ce lt•s quimic•e17 ectc•res 
con diferente especificidad. Los detalles de la estructura fueron 
establecidos gracias a un elegante trabajo construyendt• fusiones 
ent\-e lt•!:· dl·fe1-entes dc•minic's de lc•s r·f:iocepto1-es Tsr y Ta1- <f<rike<s 
et a J • , 1985) • 

El 1-ece¡:'to1- que se ria in·.·c·ll•CrC1dc• E.'n la recepcié•n de lc•s 
cambios de temperaturP es Tsr IMCPJ), que e2 el responsable de 
reconocer L-serina y L.-leucina= la serina y el aspartato son doe 
de lo~ p1-incipales qu11111c•2i.r?yei1te5 de g~ ~Rli· Ta1nbién censa el 
cambie> de tempe1-at1rrr< (M2eda et C<l., 197'-ll y el cambie• dE- pH, 
tantr.• e:<terrio ctrmo 1.:1tt1pl¿1smicc• ()·"ih.;;q-2. e:·t ol .. , 1981) .. 

Se 
ce.mb i cis 
elimjnan 
biliid2d 
e ione~ ec-: 

:ibi 1 id ad 
cible pc:q-

demostró ILee et al .• 19881 que la capacidad de sensar 
de temper~tL1r2 nc1 se afecta en mutantes que reducen e• 
EL' ~finidad por s~rina, lo que indica que la termcisensi
med i :td2.~ pc1\- Tsi· nr.1 es-. un efe e to st·c:L1ndar i c1 de las al te·,-¿:i-

el sitio de uni.ón e ~erin~. Se propuso qL1e la temosen
de Tsr esté n1edi2d2 por un cambio cc1nfo1~macic1nBl indL1-
ten1pe1-atu,-¡; en l <> rno J écu la. 

No se ha realizado un estudio profundo aún para observar el 
cambio preoducido en el receptor por la temperatura. De hecheo, se 
sabe muy poco de su fL1ncionamiento cuando recibe se~ales 
qulrnicas. Se ha demostrado que en presencia de leucina eo serina, 
se meti la el e::tremo cai-bo:ü le• en una reacción que 'es 
dependiente de S-adenosilmetieonina (Stock, 19781 en residuos de 
glutámico y glutamina. La reacción de metiliación esta catali::ada 
por Che R Cmetil transferasal y la desmetilación por la Che B, 
qlte es una metil este;-asa. En los c'iclos de metilación 1.=• S 
adenosilmetlonina es el donador !Stock, 19781 y el metano] es el 
producto de la desmetilación IToews et al., 19791. 

Se ha demc•stradc• qL1e un ccomple,io sis.tema que invcoluci-a los 
productos CheA, CheW, CheY y CheZ ceonecta los cambios de 
metilación con el meovimiento flagelar y la atracción ó repulsión 
de la bacteria (figura 131. No se ha determinado si el estímulo 
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Figura 12. La organización de un receptor/transductor de membrana 
puede ser predicha por la secuencia de la proteína (ver texto). 

serine 
temperature 
NH4 
/eucine, etc 
acid pHu 
benzoate 

t!fC 

ethylene 
g/yco/ 

PTS substrates 
(mannose, etc) 

ribose/RBP ¡ 
galactose/GBP ; 

aspartate 
maltose/MBPE 

Co 2 ~ Ni2 + 

(b/ue light) 
proline 

PMF 

Figura 13. Existe un complejo sistema que regula la quimiotaxis y 
la termotaxis de E. ¡;_g_li· Los atrayentes están en letras rc•manas 
y los repelente;-en itálicas. Esta ilustración fue tomada de 
Macnab , 1985. 
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por temperatura provoca seA2Jes intracelulares diferentes. 
Asimismo, tampc•CC• se ha e::pJc.,-ado la pc•sibilidad de que lc•s 
receptores sean sensores de temperatura ó que los c~mbios 

observados sean consecuencia propiR de ~u estrtJctura, como en el 
case• de lo• homosei-ina-transuccinilasa <Rc•n, et aJ., 1971>; mucho 
menos, su relación con la respuesta calórica, inducible a tempe-
r~turas mss altes y en un tiempo mucho mas corto. 

No es necesario aclarar que el comportamiento celular en 
respuesta .::t cambic1s de tempe)-~tLn-c1 es muy ccimplejtr y que entonces 
los intentos de describir inductores específicos de la respuesta 
calórica se enfrentan con un problema multifactoria!. 

LA RESPUESTA CALORICA EN ~~ ~911 A NIVEL MOLECULAR. 

El descubrimiento de la respuesta en ~~ ~Qli ayudó a hacer 
más evidente que he.y una respuesta casi univet-sal a u11 cambio en 
la temperatura, y q1Je los elementos estaban conservados a través 
de los reinos procariots~ eL1c?1-iota y de arquebactei-ias. 

Como se esperaba, siendo un organismo donde es posible hacer 
experimentos más accesiblemente, ~~ ~Q!i ha contribuido a dar 
información sobre la generalidad de la respuesta calórica y 
también reveló una nueva manera de regular la transcripción en 
este organisme<. 

La descripción del fenómeno se hizo analizando una mutante 
que originalmente había sido aislada como una letal condicional 
sensible a temperatura (42°1, en un fondo genético que contenía un 

un supresc<1- de un cod6n sin sentidc• <Cc•c•pei- et al., 1975>. Sl 
principio se asumió que la mutante tenia defectuoso un gene 
esencial, pero por análisis en geles de doble dimensión se 
observó que había perdido la capacidad de inducir un set de 
proteínas después de un aumento en la temperatura INeidhardt et 
al., 19811. A este cc•njuntc• de pcdipéptidos se le llamó HTF· (pe<r 
high tempe1-atu1-e pi-e<ductic.nl y pi-c•nto fuerm• 1-econocidc•s cc•mo las 
pi-oteína: de "heat-shock" en ~... !;.~li• que estaban bajo el 
control de un solo gene, mutado en la cepa K165. 

25 



Hast2 ese entonces se sabia que en ~~ SQ!i una manera 
efici.ente de ccrn1-din8r la síntesis de p1-c•teír1as qL•e sc.n 
requeridas en rangDs estequiométricos fijos, bajo cualquier 
condiciéin ambientRl~ es pone,- sus genes en la mismf\ unídad 
transcripcic•nal (eopen~·n>. Las células p1-c•ca1-ieotas hacen uso 
extensivo de esta estrategia p8ra preoducir proteínas que tienen 
una función relacionada~ cc•mo aquellas envueltas en la sintesis 
de his"tidina y triptc:•fanc•. Muchos de leos genes de !;_,_ !;.2ll est~n 
or·ganizado~ en ciperones ccinsistentes de 2 a 8 cistrones 
individu21le~.. Un¡; gr8n pa·,-te del ti-.;;bajc• dr; leos geneti=.tas 
molec:ula\-es de lat:. pasadas décadai;::. ha sido dilucidar lR v2,,-iedad 
de vía.s en las cuc1les lé1 Bctividad tl-¿·t11Sc)-ipcional dE .. operonE·s es 
mDdulada por la interacción de proteínas ,-eguladoras especifícas 
(activadc1res C• represores), o pc11- el procescr de atenu?cié1n En 

sitios de control (p\-om0tc1r- operadr1r) cerca del inicio de cade 
ope)-é•n. 

El sBber que mr1léculas individuBles regulan 
individuale~ es s6lc1 el primer paso en entender la 
celul2r~ y la exi~tencia de si~temas más complejos 
pc1 r primei-C\ vez qracia= a le; obser·vacié•n de que leis 
utilización de azúcares era un g\-up0 que res~>ondía 2 
ele glucc-:21 en el medí.e· (\•1a~1a:ar,il·, 1962). 

opet-c:•nes 
1-egu l 8.C i é•n 

fLté !"-uge1- id ro 
c•pero ne~, de 
la preser1cia 

Si bien el sistem2 de 1-ep1-e:.iór; catat1ól ica fué el p1-ime1-
ejemplc1 de regulación coordinada de varios genes, el trabajo 
desarrollado en los siguientes a~os y el advenimiento de nuev~s 

metodologias favoreció que se encontrarar' conjuntos de operones 
que respeondian a una sola molécul8 reguladora. A tales circuitos 
se les llamó sistemas globales de regulación o simplemente 
regulones y la respuesta calórica pasó a formar parte importante 
de éstos ~·a que involucraba la inducción de por lo menos 17 genes 
pcir U.li solü mcrduladeir (vel- tabla I I). 

Se e11contró que la mut~nte K165 era· complementada por alqu
nos plásmidos del banco de Cl.;;rk-Carbeon (1975 > que contenían 
fragn1entos del minuto 76 del cromosoma de ~~ ~Qli· Estos plásmi
deos reesti'<blecían el crecimiento a 42ºC y 18 inducción de l.;;s 
proteínas de choque calórico. Trabajo subsecuente llevó a la 
caracterización del gene b1eB corno un modulador positivo de la 
respuesta y e su producto, corno un factor ~ de la RNA polirnerasa 
requerido para iniciar la transcripción de leos genes de las 
proteínas HTP IG~ossman, 1984; Landick, 19841. 
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Multigcne systcm Envlronmental stlmulus Rcgulatory gcnc(s) Rcgulatc<I genes 

Nitrogen utilization Ammonia limitalion glnB, glnD, glnG, glnL glnALG plus othcrs 
Carbon utilization Carbon/energy limita· cya, crp gal, deo, ara, mal, dsd, 

tion tna, lac, plus others 
Phosphate utilization Phosphate limitation phoB, phoM, phoR, 20+ genes 

phoU 
Stringcnt response Amino acid/cncrgy lim- re/A, relB, re/X, spoT, Man y 

itation gpp, plus ot!iers 
Heat shock response Heat, certain toxic htpR (rpoH) 17 genes 

agents 
SOS response UV and othcr DNA recA, lexA 17 genes 

damagers 
Adaptivc response Mcthylating agcnts ada 3+ genes 
Translation apparatus Growth ratc-supporting Many 200+ genes 

ability of medium 
Osmotic stress response High osmolarity envZ, ompR ompF, ompC 

kdpD kdpABC plus others 
Oxidative stress response H202. othcr oxidants oxyR 12+ genes 
Anacrobic respiration Prcscncc of electron ac- fnr (=nirA, =nirR) 20+ genes 

ceptors other than 0 2 
Anaerobic fcrmcntation Abscnce oí eleclron ac- 20-50 genes 

ceptors 
Aerobic response Addition oí oxygen 20 (?)genes 

Tabla 11. Sistemas multigénicos en~& ~~li· Tomado de Neidhardt 
y Van Bogelen, 1985. 
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2.1. LAS PROTElNAS INDUCIDAS POR CALOR EN s~ fQli· 

En la tabla Ill pueden observarse 
inducidas por un aumento de temperatura 
s§fb~Lifbi~ fQli· 

las proteinas que son 
Cde 30ºC a 42°CI en 

Las 17 p)-oteínc:is de 11 heat-shc1ck 11 sern distintas en tamaño, 
carga neta, ebvndan~i~ de1,tro de la célula y sc1n~ desde luego, 
inducibles pe·,- cc-1lc.q- E·':"1 una ví~ dependiente del LT específico 
(~32)~ ver n1á~ adelante. 

Se. t-ian c¿.,-actE·ri:2do bir.1quírnican1ente rnés prciteín.?.s de chc1que 
térmic.ci en ~_!. !;QJ..i que en cu3lquie1- otrc• cq-gar1isrnci, aunque los 
detalles de ~u funcion~íl\iento estén ten confusc•s con1c• en el caso 
de los euca·r·; ontt~=.. L1 ie:: de ési.:as:. prCt teí na~. han si dr1 
caracterizadas. Mencjcin~r~ alq1.1nas ce1·acterísticas 
de las proteínas més estudiades. Los non1bres abrevi~dos se 
refieren a la posición de cada polipéptido en un gel de doble 
di mer1:. 1 ór1. 

Proteinas B56.5 y C15.4. Sc•11 pi-oductc•s de lc•s genes QC:.Q~~ 

<m22B> v 9!:.QS.S (!!1~2!?>. i-e~pectiv:::lmente. Esta.s dc·s pl-oteínas 
interactúan fur1cionalo1ente. Mut~ntes en cualquiera de los do~ 

genes son fenotípicamente idénticas y mutaciones en una pueden 
SL1pr1mir pa1-cialmente mL•taciones en la oti-a (Tilly, et al., 
19821. Aunque no copurif1can, se asocian in vitro en presencia de 
ATP. La proteína GroEL puede ser purificada como una particula 
homopolimérica de 14 subunidades IHendrix, 19791, que tiene una 
actividad débil de ATP'asa. Puede encontrarse asociada a los 
ribosomAs y en ~lguna oce~ión se le llamó proteina A. 

Las dos proteinas GroE son esenciales en 12 morfogénesis de 
los fagos CGeorgopoulos, 19781; el ensamble de la cola se bloquea 
en T5 y al ensamble de le cabeza se bloquea en T4 IGeorgopoulos, 
1972) y lambda. <Georgc•poulc•s, 19731, cuai,dC• los fagos sc•n 
amplificadoe en mutantes en gcQgb ó g~~~ª· En lambde, se une a la 
proteína lambda B, formando parte del puente cabeza- cola. Dentro 
de la célula no se conocen sus funciones. 

Algunas mutantes son frágiles y tienen alterada su permeabi
lidad <Takano, et al., 1972), algunas otras tienen defectos en la 
división celular CGeorgopoulos et al.~ 1974) y otras son termo
sensible5 con defectos en la sintesis de DNA y RNA <Wada et al., 
19841. Durante el crecimiento a 46°C, cerca del 15X de la protei
na de una célula es el conjunto de éstos dos polipéptidos. 
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Protcln 
no. 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 

11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 

Tabla III. Las proteínas de "heat-shock" en~¿ 'ºli· Tomado de 
Neidhardt y VanBogelen, 1985 

Alphanumcric 
Molwl Ahundancc Induction Gel Protcln 

dcsignatlon (n'. 10') ratio location naine(s) 

825.3 25,300 1.44 9.5 107 X 62 GrpE 
8565 62,883 16.47 7.9 102 X 102 Gro EL 
866.0 69,121 14.09 13 104 X 108 DnaK 
883.0 70,263 2-3 NO Sigma 
C14.7 14,700 0.87 74 80 X 27 
C15.4 10,670 2.61 19 79 X 30 Gro ES 
C62.5 71,000 2.61 26 87 X 107 
033.4 33,400 1.0--2.0 11 73 X 79 
048.5 48,500 1.0--2.0 NO 77 X 95 
060.5 60,500 0.18 10 78 X 105 Lysyl-lRNA 

synthetasc 
form 11 

FIO.l 10.100 <0.1 45 53 X 11 
F21.5 21,500 <0.2 6.4 58 X 51 
F84.l 84,100 <0.73 10 72 X 113 
Gl3.5 13,500 <0.2 56 52 X 27 
G21.0 21,000 <0.1 25 42 X 50 
H94.0 94,000 1.61 12 31 X 115 Lon,La 
H26.5 40,975 <0.2 NO DnaJ 

.,_ --· - ---·- - --- ---· --

ºº"" 
grpE 
mopA (gnit:/.1 
dnaK 
rpoD 
htpE 
mopB(gmt:;;1 
htpG 
htpH 
htpl 
lysU 

htpK 
htpl 
htpM 
htpN 
htpO 
Ion 
dnal 



Proteína 866.0. Es la segunda p1·c·teína de "heat-shcok" más 
abundante IGeorgopoulos, et al., 1982). Esta y su gene, ~Dªh' son 
probablemente los elementos más conservados en toda la escala 
filogenética. La proteína bacteriana es necesaria para la repli
cación del DNA de algunos fagos tanto iD ~i~Q como !D ~ii~Q 
IGeorgopoulos, et al., 1977), pero su función dentro de la célula 
se descorwce tc.dav í a. A tempe1· atLu-as al tas, mL1 tan tes en dnak 
detienen la síntesis de RNA y de DNA lltikawa et al., 19791. La 
proteína DnaK purificada muestra una actividad débil de ATPasa y 
es capaz de autofosforilación ; además de tener una actividad de 
5' nucleotidasa IZylicz et al., 1983>. La fosforilación ocurre en 
un residuo de treonj.na, el mismo aminoácido que es fosforilado en 
la proteína equivalente de Q~~iQ§i~liYD ~i§SQi~~Ym <Loomis, et 
al., 1982>. 

DnaK es un modulador de la respuesta calórica, siendo 
necesario para el retorno al equilibrio después de una incubación 
prolongada a 42°C ITilly, et al., 19831. Y su inducción depende de 
la presencia de ~32. 

Proteína H26.5. Es el producto del gene ~ªª~'que es 
parte del mismo operón que ~Dªh ISaito, et al., 19781. Se conoce 
poco acerca de ésta proteína, es la única que se ha encontrado 
asociada con la membrana celular y su punto isoeléctrico es el 
más básico de todas las proteinas HTP IFariweather, et al., 
19811. Parece ser esencial para el crecimiento de células no 
infectadas co11 fagc1s pero se ha observado que interacciona con 
DnaK en Ja replicación del DNA del bacteriófago lambda 1 Liberek 
et al., 19881, ver· figuro>. 14. 

Proteína 883.0. Es el factor sigma de la RNA polimerasa, una 
proteína de 70 kd que programa a la enzima para que reconozca los 
prc•motc•res no1-males IChamberlin, 1974). La subLmidad tiene la 
misma función a 30 que a 42ºC pero cabe preguntarse porqué se 
induce ésta 1 y no, por ejemplo, otras subunidades de la RNA 
polimerasal cuando aumenta la temperatura. La síntesis de las 
proteínas de "heat-shock" está inversamente relacionada con la 
abundancia del factor sigma IGross et al., 19841 y ha sido de 
gran importancia estudiar esta proteína, especialmente en rela
cié•ll a la cc•mpetencia qL1e puede p1-esenta1- con el ~ de "heat
shock" cuando se eleva la temperatura. 
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+- >,P-DncB 

í\ 
::::::: ori.lr O :OneB :::::::: 

? 
ATP 

DnoK, DneJ 
ADP + P, 

>.P , DniiK , Dn!IJ ? 

ISSsb, GyrA, GyrB, ATP ...... 
··········· ori>.- O p~.::::· ........... .._.,,r , ... 

ATP ADP + P, 

Figura 14. DnaK y DnaJ juegan un pepel importante en la 
iniciación de la replicación del fago lambda. Este esquema 
muestra un modelo propuesto por Liberek et al, 1989. La proteina 
O se une especificamente al ori ~.La proteína P, a través de su 
capacidad de interactuar con AO y DnaB, genera un complejo 
compuesto por ori ;\.- :>-., )..O - J.., ~P-DnaB. La actividad de helicasa 
de DnaB es suprimida por la proteína P en este complejc•. Cuando 
se añade DnaK y DnaJ y hay hidrólisis de ATP, se libera P del 
complejo. La proteína DnaB, liberada de p, puede utilizar su 
capacidad de helicasa para desenrollar el DNA cerca del ori ~. 
Esta reacción requiere ATP y es estimulada por Ssb y girasa. 

La región desenrollada, protegida por Ssb, presumiblemente 
sirve como sustrato para un "primer" de RNA. La acción de DnaK y 
DnaJ puede liberar no solo .lP sino )..O y Dna B, una situación que 
puede crear una reacción de "feedback" por construir y destruir 
el complejo en ori .>... • 
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Proteína 060.5. Es el producto del gene lY§Y <Hirshfield et 
al., 19841; es una isoespecie de la lisil-tRNA-sintetasa, la 
única que se ha descrito en varias formas en g~ ~Qli· El gene 
lY~Y está silente en casi todas las condiciones de crecimiento 
pero algunas condiciones ambientales pueden inducirla <Hirsfield 
et al., 19841. Se piensa que la lisil tRNA sintetasa puede estar 
regulada por algunos derivados fosforilados de adenosina, algunos 
de los cuales pueden estar implicadaos como posibles seAales de 
inducción para el regulón HTP. 

Proteína H94.0 Es el producto del gene ~§gB ó 12D• IGoff, et 
al., 1984) 1 la prote21sa Lon <~· Lal, una enzima protecolítica depen
diente de ATP que tiene una especificidad no bien reconocida 
todavía IChung, 19811. Lon no es esencial para el crecimiento 
bacteriano en condiciones normales~ pero la pérdida de Lon con-
1 leva una multitud de defectos fenotípicos. Mutantes defectuosas 
en Lon presentan una respuesta SOS letal porque una de las pro
teínas SOS, SulA, es un inhibidor de la división celular que debe 
ser degradado para escapar del estado SOS IMizusawa, et al., 
19831. Estas mutantes acumulan gran cantidad de mucopolisacárido 
IHua et al., 19721, y también iD YiYQ• la estabilidad de varias 
proteínas reguladoras de fagos se altera, llevando a una defi
ciencia en lisogenización IGottesrnan et al., 19811. 

Proteína C62.5 Se le conoce por la secuencia de 
nucleótidos de su gene, tiene 36% de homología con la proteína 
Hsp83 de Q~ mglÉDQ9É.'ei~r: (1-efe1-ida por Neidha1-dt, 19851. 

Proteína 048.5. Una mutante que aparentemente perdió la 
proteína 048.5 se aisló como resultado de la inserción del 
bacteriófago Mudlllª~~I, sólo se sabe que es esencial para el 
crecimiento a 46ºC (referido por Neidhardt, 19851. 

Proteínas C14.7,D33.4, F10.1, F21.5, F84.1, 613.5, y 621.0. 
Lo ónico que se conoce de éstas proteínas es su tama~o y su carga 
aproNimada, (ver tabla IIII. 
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2.2 REGULACION DE LA RESPUESTA CALORICA EN ~ ... (;.Qll· 

Tc•da la respuesta "heat-shock" en ¡;;.._ !;f'li está 1·egulada 
positivamente por un factor sigma de Ja RNA polimerasa con un 
peso aproximado de 32 kd. Es el producto del gene reQ~ CbieBI 
localizado en el minuto 76 del cromosoma de la bacteria. Apa
rentemente, el control negativo de la respuesta depende de la 
p1-c•teína Dnaf< <Tilly, et al., 1985). 

Este sigma Je confiere especificidad a la enzima para 
reconocer un tipo especial de promotores, que se encuentran 
delante de cada uno de los genes inducibles por calor, ver tabla 
IV. 

Cc•mo en el case• de lc•s eucariontes, e>~isten va:rios 
inductores del sistema HTP y no es muy obvio el nivel al cual actúa 
cada uno. Sin embargo, es claro que, previo a cualquier aumento 
de proteínas de choque térmico, hay un incremento del a32 activo 
dentro de la célula. 

En general, entre los inductores se inclL1yen algunos com
puestos que producen estrés en eucariontes, pero algunos muy 
efectivos en éstos no inducen la respuesta en la bacteria. Un 
aumento en la temperatura es el inductor más potente , es el 
único agente que puede inducir la respuesta bajo condiciones que 
afecten mínimamentp el crecimiento celular. El agente químico 
que mejor induce Ja respuesta con sus 17 polipéptidos es el 
etanol. En la tabla V pueden verse otros inductores de la res-
pLtesta. 

Los blancos inmediatos para éstos inductores no se conocen 
con certeza, pero los candidatos incluyen al DNA y su maquinaria 
de replicación, la estructura de las proteínas y el aparato 
traduccional, la membrana plasmática, etc. Algunos agentes, como 
calor y etanol deben afectar la estructura de las proteínas, 
ácidos nucleicos y membranas, mientras otros como ácido 
nalidíxico parecen no tener un efecto especial inmediato. 

Viéndolos juntos, la lista de inductores genera la 
interrogante de conocer si es que hay múltiples blancos efectivos 
para la respuesta, o si son solo parte de una cascada secuencial 
de eventos, en la figura 15 se observan diferentes modelos 
propuestos para explicar la inducibilidad de éste regulón. 
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PrQmQt~r -35 n~gi2n -IQ ugioo •! 
gro E ITTCCCCCTTGAA GGGGCGAAGCCTCAT CCCCATTICTCTGGTCAC 

s1n.a.K PI ICTC.C CCCI.I..GAT GACG TGG TTTACG A e e e e ATT IAG T AG TCAA 

..d.n..Q.K p 2 ITGGGCAG.I..I...GAA ACCAG ACGTTTCG ~TATIACAGACTCAC 

C62.5 gene PI GCT.C.TC.GCI I GAA ATTATTCTCCCTTGT C CCCATCICTCCCACATC 

~PHS IGC.cAtCCT TGAA AAACTGTCGATGTGG GA.C. GAJ AI AG CAG ATAA 

ig!l !CTCGGCGTTGAA TGTGGGGGAAACAT CCCCAIAIACTGACGTAC 

o-32con sensus T tC CccTTGAA l"í-15 bp CCCCAT To 

Tabla IV. La secuencia consenso para los promotores de ~32. 
Tomado de Gross, 1987. 
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1 

1 
1 
i 

Tabla V. Agentes que inducen la respuesta calórica en ~~ ~Rli y 
ª~ In~enimYCiYffi· Neidhardt y VanBogelen, 1985. 

lnducing agent(s)" 

Shift from 28 to 42ºC 

Shift from 28 to SOºC 

Ethanol 

Puromycin 

Viral infection 

Nalidixic acid 

Methylating and 
alkylating agents 

Cadmium chloride 
Hydrogen peroxide 

ACDQb 
Amino acid restriction 

Refcrencc(s) 

83 

125a 

123, 12Sa 

43, 12Sa 

27, 66 

67, 12Sa 

72 

125a 
14, 12Sa 

79, 125a 
51, 125a 

E!fcct(s) on ccll slructurcs or funclions 

Growth rate doubling (83); transicnt inhibition of cell division (26, 104, 124); 
general transient alteration of gene expression (71); increase in ppGpp ac· 
cumulation (33) 

Single- and double-strandecl brcaks in DNA (114, 132); inactivation oí many 
enzymes and macromolccular synthesis (91, 122); damage to cytoplasmic 
membrane (98, 99); degradation of ribosomes and rRNA (121); unfolding 
of nucleoid followed by aggrcgation to it of much cell protein (94) 

Mistranslation (44, 106); disruption of transmembrane transport (63) and 
translocation (53); incrcase in ppGpp accumulation (70) 

Premature chain termination and release of peptidyl puromycin from ribo
somes (!OS) 

Inhibition of host RNA, DNA, and protein synthesis (17, 20); decreased accu
mulation ofcyclic AMP (20, 21); increase in ppGpp accumulation (21) 

lnhibition oí DNA gyrasc activity, thus blocking of replication (for a review, 
scc rcícrcncc 28) 

Inactivation through modification of nucleic acids and proteins in general 

Single-strand brcaks in DNA (78); inactivation of proteins (125) 
Depletion of cellular glutathione (107); <lirect damage to DNA (25); general 

inactivation of proteins 
Inhibition of leucyl-tRNA synthctase (131) 
Increased accumulation. of ppGpp and dccrcase<l synthesis of stable RNA 

and protein (for a review, see rcfcrcncc 32) 

• The agents are listed roughly in order of e!fectiveness as inducer. 
b ACDQ, 6-Amino-7-chloro-5,8-dioxoquinoline. 
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2.2.l. ESTRUCTURA DEL GENE CQQU 

Tomando en cuent? que, sin importar el inductor, para que se 
lleve a cabo la respuesta calórica debe haber un aumento del u32 
activo dentro de la célula, el interés de muchos investigadores 
del área se concentró en averiguar la regulación de la expresión 
del sigma regulador de Ja respuesta, considerando al gene cg~~ el 
blanco probable de todos los inductores, ya fuera directa o 
indirectamente. 

La secuencia de nucleótidos de éste gene se tiene desde 1984 
CLandick, et al., 19841. La reglón codificante de 284 aminoácidos 
está flanqueada pc•r ::c•nas de i-egulaci~•\1 muy interesantes, vei- l¡;. 
figura 16. Doce pares de bases hacia el 5' del ATG que se supone 
como inicio de la traducción se encuentra la secuencia GGAGG; un 
buen sitio de unión a ribosomas, segón el criterio de Shine
Dalgarno 119741. 

Hsy pc1 r lo menos 7 secuencjes parecidas a promoto1·es en los 
200 pb que preceden al gene. Las regiones de -35 para éstos 
pc•sibles pi-c-mc•tc•res cc•miE'n::an en 187, 150, 136, 127, 122, 116 y 
45pb antes del ATG y tienen espaciadores entre -35 y -10 de 19, 
17, 21, 18. 18, 17, y 16 panes de bases 1-espectivamente. Los 
promotores so11 cDnsenso para el sigma normal~ ~70. No se ha 
ob5ervadc1 qL(e el propio cr32 tr?~scriba al gene ~~Q~ en e~:perim~n
tos in YiY9 e iD Yi1CQ ~G~oss et al.~ 1986). 

!..~ ~.~cuencia de -58 e -2Lt contiene una región de simetl~·ía 

bil~te¡-2J quf"· :=i es t1-c..nscl-ita~ puede p)-odLtcír Llnc>- estructu~-a de 
tallo-asa con una estatilided probable de -15.6 kcal/mol. Adem~s, 

los nt1cle6t1dos de -69 2 -62 constituyen ur1~ secuencia bo>:A 
(consenso: C/TGCTCTTCTIAI. Esta secuencia ha sido implicada en la 
actividad de N como antiterminador de lambda IFriedman y 
Gottesman, 19831; y puede ser un sitio de unión para NusA. Esta 
secuencia se encuentra justamente arriba de los genes de lambda 
DYi~' DYiB• gyt y las regiones 2lnutR, y P22nutL, el terminadbr 
del gene ice y la región Jider de cea§; las cuales son sitios de 
terminación dependientes de Nus A. La secuencia "boxA" precede 
usualmente a la estructura de tallo-asa de RNA en un arreglo 
si mi l~r al cibse)-vadc:r en t.Q.Q.t!· 
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-119 
~GTTCCCGGTATTTCATCTCTATG1'CACA'l'T'M'GTGCCTMTTl'ATTCACAAGCTTGCATTGA 

-40 
-~T#Jt.A>.TCAC"GCTCTGATMAACAGTGAATCATAAC~GCTC'TGGCACAGTTCTTGCTA 
,...-, •-· - -- box A hairpin 

. 1 30 

~AGAA~TAn:GA~~AITTGC ::: ~ :~ :: :~ ~ :: :! ~ :! 
90 

==--~~=-~=-=-===~== lt"C pro V•l Gly Gly IAu .Up Ser 'ryr lle Ar9 Ah Ala Aan Ala Trp Pro Met Leu Ser 
IJ.• . ISO 

---=~=~-~=~-~-~=~-= ~ ,_.F c;lu Glu Ar9 Ala IAu Ala Glu Ly& 1Au Hil Tyr Hh Cly Asp Leu Glu Ala Ala 
.... 210 

--~-~-==~==-~==-~=...,. ,,..r lA'U lle Leu Ser Hh Leu Arg Phe Val Val Hh lle Ala Ar9 Aan Tyr Ala Gly 

~ = 
m==~~~~=~~-~-~==~~== 
TYr Gly i.,eu Pro Gln Ala Ase Leu lle Cln Glu s:!!e~n Aile Gly Leu Met Lys Ala ~~~ 

-==-=~=~==========~~ 
&Ti¡ ,ug Phe A.•n Pro GlU Val Gly Val Arq Leu Val Ser Phi! Ala Val Hia Trp lle ~~~ 

~--~-~===~==-=~==~-~ 
._18 clu lle Hh Glu Tyr Val Leu Arg Asn Trp Arq lle Val L)'li Val Ala The Thr Lys 

450 

-~-~=~=-==~~-~====~
Ah cln ,ug Lys Leu Phe Phe Asn Leu Ar9 Lya Thr Lys Gln Ar9 Leu Gly Trp Phe Asn 

SIO 

~======m=~~~=====~== Seqaent B 570 

~~==~~-~-~-~-===-~~= 
llirt Glu ser Ar9 Ket Ala Ah Gln A&p Met Thr Phe Asp Leu Ser Ser Aap A&p A&p Ser 

630 

~~~=~~===~=~~~=~-~=
ÑP ser Gln Pro Met Al• Pro Val Leu Tyr Leu Gln Asp Lys ser Ser Asn Phe Ala Asp 

690 

-~-~~~=~~~=--==--=-~ 
C.1)· lle GlU Asp A&p Asn Trp Glu Glu Gln Ala Ala Asn Arg Leu Thr Asp Ala Het Gln 

750 
CGT CTG GAC CA.A CGC AGC CAG GAC ATC ATC CGT GCG CGC TGG CTC G/\C e.AA G>.C .V.C AAG 
Gl)" Leu Asp Glu Arg Ser Gln A&p lle J le Arg Ala Arg Trp Leu A&p Glu Asp Asn Lys 

810 
f';:C ACG TTG CAG GM CTC GCT GAC CGT TAC GGC GTT TCC GCT GAG CGT GTA CGC CAG C'TG 
su Thr Leu Gln Glu Leu [iTAl A&p Arg Tyr F'ii1 Val Ser Ala Glu Arg Ñ!'i) Arg Gln Leu 

Seqment e 874 
C.V. AAG MC GCG ATG AA.A AM ~ CGT GCT GCC ATf CA.A GCG T.V. TTl'CCGCTATTMGCAGAG 
Ch: Lys Asn Ala Met Ly& Lys Leu Arg Ala Ah lle Glu Ala EHD -¡;;;x-¡-

953 
u:c~AG.t.TG.t.GA~CTCTGTAAT.V.TCMT'M'CCCCTCCGGC.AAAACGCCAATCC 
--urmination____ 1032 

CO.~GCAGATTGTTAATMACTCTCMMTAGCTA'M'CCMTATCATA.MMTCGGCATATGTI'TTAGCAGAGTATGCT 

·~ ~ livJ 

Figura 16. Secuencia de nucleótidos del gene rgQ~ en ~~ ~Qli· 
Tomado de Landick et al, 1984. 
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Le iniciación de la tran5cripción en 6 de los 7 probables 
promotores puede producir un lider de RNA que puede incluir en 
su secuenciR a la "bo:-:A" y a 12, hecrqul.llcR.. No se sab~,, si éstC\s 
estructuras son importar1tes en el ccintrol de la exp1·esión del 
gene. 

Urta segund0 5ecuencia "bc1!:A" ap¿1rece cu~trD nuc.leótidos 
después del codón de término ITAAI al final del gene. Esta segui
do de un2 secuencia que se parece 8 una se~al tradicional de 
término de la transcripción: una zona de G-C con una estabilidad 
de -16.7 kcal/mol seguido de 6 bases A-T. La terminación de la 
transcripción por la RNA polimerasa en este sitio fué probado en 
un sistem?. i.D ~i.!;.i:_<,;: <Lanc!ick ~:!:. gl_,_, 1984). 

Apro~imadamente 80 nucleótidos de éste sitio de terminación está 
la región de -35 del promotor para l!y], el gene para una 
p\-oteina. que une leucina~ isc.leucina y valina; es un cc1mpc1nente 
periplásmico del sistema de alta afinidad de transporte de ami
noácidos en g~ ~eli COxender et al., 19841 . 

.,.T32 tiene un3 encq·me sim11 i tud cc•n !:.~Q.'Q, el gene para el :.igma 
normal, hay un 43% de hc•mc•logia entre identidades y sustituciones 
conservativas. ~ntre los 284 residuos de RpoH , el e:,tremo 
carboxi terminal del ~70. Además~ hay similitL\des er1 cuanto a 
distribución de cargas eléctricas y estructura secundaria CLan
dick, 19841. Cerca del carboxi terminal de RpoH hay dos regiones 
muy similares a las consensci ~s.:\ue\- et al. !li 1982/ de ccintecto 
protein2-DNA conocidos en proteinas de fago y de bacteria. 

Cuando se induce la respuesta calóric~~ se establece una 
cc•mpetencie, Pnti-e el .:r70 y el .:r32 pc·i- el "c:ore" de la RNA pc.J i
merasa~ lo que ocasion2 que se incremente }3 transcripción de los 
genes de una forma dependiente de la concentración de éstos 
factores en el interior de la célula. Las concentraciones efecti
vas de éstas subunidades se verán afectadas si se altera la 
síntesis de novo o la vida media de cada .:r. De esta forma, se 
puede elaborar un esquema <ver figura 17) donde se contemple que 
se puede regular la expresión de lo genes HTP a nivel transcrip
cional modulando la cantidad de cada una de las subunidades 
sigma. 

Es claro que la región reguladora del gene tiene una 
complejidad muy grande. Conocer cómo distintos inductores son 
responsables de la regulación del aumento en .:r32 es una de las 
preguntas más importantes del campo. 
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Figura 17. La expresión de los genes de 5~ bQ!i puede regularse 
modulando las concentraciones de cada subunidad sigma, lo que 
ocasionará que solamente algunas secuencias del genoma sean 
transcritas en presencia de cierto estímulo. A la fecha, existen 
5 sigmas descritas en este microorganismo. 



A N T E C E D E N T E S 

Cuando se comenzó el presente estudio, no estaba claro si el 
aumento en u32 como respuesta a un cambio de temperatura era 
producido por alguno de los siguientes niveles de regulación: 

Aumento generalizado de la transcripción de CDS!~· 
Activación del u32 pre-existente. 
Transcripción diferencial del gene. 

- Traducción diferencial de los mensajeros. 
- Aumento en la vida media de la prciteina u32. 
- Alguna combinación de evento~ pre y postraduccionales. 

Se decidió averiguar si la 
shocl~ 11 involucl-aba un aumento 
ésto era ci.e1-tc•, indaga1- si se 
de los promotores del gene; 
!hibridación RNA-DNA> podian 
pregunt:o;s. 

inducción de la respuesta ''heat
de la t1-anscripcié·n de r:ee!::f y si 
debia a una expresión diferencial 

e::perimentc.s de tipo Northern 
ayudarnos a resolver las 

Detectameis pol- "Ncq-thel-ns 11 qL\e del gene l:Q.Q.lj el-an 
sintetizRdos cuatl-o mensajeros, uno de los cuales era inducible 
especlficamentt:· 2\ los 10 minutos de exposición a 42ºC. Cuandc1 nos 
disponíamos a realiza1- un análisis fino de los sitios de inicio por 
medio de un mapeo por Sl, fué publicado este estudio 
por Erickson y cols. En efecto, del gene J:QS!!::f son 
sintetizados cuatro mensajeros distintos y el proveniente del 
promotor 3 es especifico de alta temperatura, los demás son 
aparentemente constitutivos, aunque se detectaban ciertos 
incrementos a 42°C, ver la figura 18. 

El trabajo publicado en el primer número de la revista Genes 
and Development no presentaba resultados con ningún otro inductor 
que no fuera el aumento de temperatura. Intentar un mapeo con 
otros inductores parecia ser poco práctico, ya que era factible 
que Erickson y cols. fueran adelante de nosotros. 
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Figura 18. Han sido descritos cuatro promotores funcionales del 
gene e~~~- Aquí se muestra un diagrama de la unidad 
transcripcional del gene. Tomado de Erickson et al en 1987, 
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Grcss, a finales de 1987 reportó que, cuando la tempe
ratura sufre un cambie de 30 a 42°C, el aumente en la cantidad 
de sigma 32 tiene un méximc a les 7 minutes después del cheque 
térmico. FL1e medido peor n1edio de anticuerpc•s específicos cc•ntra 
la proteína. Midiendo la vida media del u32 era claro que a 30ºC 
el polipéptido era degradadco a gran velocidad <vida media de 30 
segundosl, pe1-c• e. 42°C, adquiri.a un<1 gran estabilidad (vid8 media 
de 5 minutos). El incremento en la vida media del u32 era tan 
dramético que pasaba de 50 a 3,000 moléculas por célula !ver fig 
19). 

Desde entonces. la idea de una inducción directa de la 
respuesta por una activación de la propia proteína se ha vuelto 
m1_1y at1-activa pe·,-c, difícil de p1-oba1-. Por C•t1-o leido, la 
naturale:a de la inducción ó activación de Ja proteína podía 
depender del inductor utilizado. 

Para tratar de profundizar en el estudio de la regulación de 
la e::p1-esié•n del gene r.P-,~t! y, pco1- tanto, del 1-egulón HTF', y 
tomando en cuenta que la medición de mens~jel-o5 es una técnica 
que no permite medir directamente la cantidad de proteína 
funcional dentro de la célula, se encaminó el trabaje hacia la 
construcción de fusiones del gene [QQ~ con el gene lªS~ en 
plésmidos multicopia que permitieran, por medio de una fusión con 
.:.ctividad enzin1!•tica, mPdi,- l~ inducibil1dad del 1-egulé•n baje• 
diferentes condjciDnes e inferir en la naturaleza de la indL1cción 
de e~te si~ten1a glob2l. En est~ tesis se describe la construcción 
y caracter?2eción de l.as herramientas genétic~s q~Je nos 
permitirán abordar problem2s como la inducibilidad diferencial 
del regulón HTP y las mc•léculas que intervienen en la 
transducción de la sel.,al, desde el est:imulü (cc:=ilcq~) baste la 
síntesie de las proteínes de choqt1e calórico. 
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Figura 19. Las cuantificaciones por "Western" CreconocimientD por 
anticuerpos), de las concentraciones de DnaK y de u32 muestran 
que en !;.., ~Q!i sufren un aumento en respuesta a un cambio de 
temperatura. Hay que hacer notar la magnitud del incremento y el 
tiempo donde se observa. Tomado de Gross, 1987. 
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O B J E T I V O 

Obtener, caracterizar y utilizar fusiones del gene cg~~ con 
el gene lacz para facilitar el estudio de los diferentes 
parametros de inducibilidad de la respuesta calórica. 
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MATERIALES Y METODOS 

Las cepas utilizadas en el presente trabajo se encuentran 
detalladas en la tabla VI. 

C E F' A 

MX614 

MX881 

MX1230 

f(Y1429 

MX1231 

MX971 

CAG12153 

MX1088 

MX1301 

KL708 

JM103 

MC1061 

T A B L A VI 

DESCF: I F'C ION 

igual a MX614 pero [§~B 

MX614 pero [QQH~ 

Tn10 en el minuto 70 

MX971 pero TnlO en el min. 70 

MX1231 pero ª[g§ y TnlO en 
el mi nL1to 70. 

<lª~=Q[Ql, 1bi• zi[B• 
z~Qs• gDgB, §º~ª' b29B, 
F' icªQ~~ ' QCQ6ª' lª~lg 

46 

FUENTE O REFERENCIA 

Ctol ecc i ón del 
laboratotoi-iei 

Colección del lab. 

Colección del lab. 

Yu1·a, 1984 

Colección del leb. 

Colección del lab. 

Gross, 1989 

Esta tesis 

Esta tesis 

Lt,.·i, 1972 

Messi.ng, 1981 

Casad aban, 1983 



Los plásmidos utilizedos se encuentran descritos en le 
tabla VIII. 

PLASMIDO 

pMC1871 

pMC1403 

pTZ 18R 

pCG27 

pCG29 

pCG28 

pRPOHl 

pRPOH2 

T A B L A \1 I I I 

DESCF: I PC ION 

pBR322 cee~· Amp r 

pBR322 ls.~;;l'.6, Amp ,-

pUC 18, C•ri M13, An.p ,-

mutación espontánee del pCG29 
a una actividad baja de 0-gal 

pTZ 18R CQQti• Amp r 

pTZ 18R CQQ~~' Arnp r 
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Los medios de cultivo L1tllizados para el crecimiento de las 
bacterias fueron: 

Medio LB !por litro) 

10g NaCl 
lOg Peptona 
5g Extracto de levadura 

Cuando se requería un medio sólido se aAadian 16g/l de 
agar. 

Medic1 mír1imo N05 Cpor litro) 

Fosfato de potasio monobásico 13.6g 
Sulfato de potasio 2.61g 
Sulfato de magnesio 0.2g 
Cloruro de calcio O.Olg 
Sulfato ferroso 0.0005g 
Glucosa 
Amonio 

2g 
O.Sg 

Ajustar el pH a 7.4 con KOH 

Medio LCTG (por litro> 

10g de bactotriptona 
10g de NaCl 
5g de extracto de levadura 

10ml de timina 2% 
10ml de glucosa 20X 
10ml de cloruro de calcio 0.25 M 
12g de agar 

Medio LC lagar suave) 

Medio luria CLBI 
Bg de agar (por litro! 
Cloruro de calcio 0.002 M 
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Cuando se utili:aron antibióticos fue 
concentraciones: ampicilina lampl 250 ug/ml; 
ug/ml; tetraciclina ltetl 25 ug/ml. 

a las siguientes 
kanamicina <kan) 50 

Cuando las bacterias se concentraban para medir actividad 
en:imática, se hacía en medio mínimo <N05J, pero sin fuente de 
nitrógeno ni de carbono, únicamente las sales <medio NNI. 

La t~cnicas utilizadas que serán descritas en esta sección 
forman parte de la metodología clásica de la gen~tica y tambi~n 

parte de la biologla molecular reciente. Aunque están descritas 
en manuales que serán citados en su oportunidad, algunas tienen 
modificaciones que se han implementado en el laboratorio y que 
han probado su eficiencia durante ya mucho tiempo. 

PROPAGAClON DE Pl VlR A 

1. Crecer un pre-cultivo de la cepa donde se desea propagar 
el fago Pl en medio rico ILBI de preferencia. 

2. Inocular 1:50 en 10 ml de LB y dejar que crezcan hasta 50 
unidades klett. 

3. A un tubo con 3ml de agar suave a 45ºC agregar 0.5ml de 
cultivo y 0.1 ml de Pl vir A diluido a 10 000 000 pfu/ml. 

4. Agitar y vaciar sobre placas de LCTG, 
solidifique e incubar de 8 a 12 horas. 

esperar a que 

5. El control se realiza aAadiendo a 3ml de agar suave a 
45ºC 0.5ml del cultivo, agitando y vaciando en una caja con LCTG. 
Se incuba también de 8 a 12 horas. 

6. Después de incubar, se agregan 3 ml de LB a cada placa y 
se recoge junto con el agar suave. 

7. Agregar cloroformo 1:20, agitar vigorosamente en vortex y 
centrifugar a 3 000 rpm durante 10 min. 

8. AAadir cloroformo nuevamente, centrifugar y titular sobre 
una cepa receptora IAB11571. 
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TRANSDUCCION 

2. lnecular 1:50 en 10 ml de medie nuevo y dejar crecer 
hasta 40 u. k. 

3. Centrifugar y resuspender el paquete celular en 1/10 de 
medio rico. 

4. En des tubos mezclar: 

Centrel: 

Transducción: 

0.5ml de bacterias 
0.5ml de Ca-Mg (ver más adelante) 
0.5ml de LB 

0.5ml de bacterias 
0.5ml de Ca-Mg 
0.5ml de LB cen el bacteriófage diluide 

a una multiplicidad de 0.05. 

5. Incubar 20 minutes a 37°C sin agitación. 

6. Centrifugar a 5 000 rpm per diez minutes y lavar dos 
veces cen el misme volumen 11.5 ml> de NN. 

7. Resuspender la pastilla celular en 0.2ml de NN y 
espatular sebre medie de selección. 

8. Incubar a la temperatura que se requiera. 

CONJUGACION INTERRUMPIDA A UN SOLO INTERVALO 

1. Crecer un precultivo tante de la cepa denadera como de la 
receptora. 

2. Inocular 10 ml de medio LB nuevo 11:501. 

3. Incubar con agitación hasta alcanzar 40 u. k. 

4. En el tube de la conjugación, mezclar 0.5ml de la cepa 
donadora con 4.5ml de la cepa receptora. 
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5. Los controles son: 

donadora: 0.5ml de bacterias + 4.5ml de LB 
receptora: 4.5ml de bacterias + 0.5ml de LB 

6. Agitar suavemente e incubar a 37°C durante 1 hora sin 
agitación. 

7. Centrifugar a 5 000 rpm durante 10 minutos y lavar la 
pastilla dos veces con NN. 

8. Resuspender la pastilla en 5 ml de NN y espatular en 
medio selectivo algunas diluciones de la conjugación. 

F U S I O N E S C O N a- G A L A e T o s I D A s A 

Existen en la actualidad muchos métodos para fusionar el 
operón !ª' o únicamente el gene !ª'~ a prácticamente cualquier 
gene de ~~ 'Ql!· La fusión confiere el fenotipo Lac+ con casi 
todos los ge11es~ operones o regulones dc•nde se haya llevado a 
cabo la inserción, y entonces se puede utilizar la facilidad de 
detectar y cuantificar la actividad enzimática para un análisis 
genético detallado. 

En los últimos a~os, las fusiones !ª~ han sido utilizadas 
para estudiar una gran variedad de fenómenos biológicos. Ha sido 
ampliamente demostrado que éstas fusiones pueden ser empleadas 
para estudiar tanto la regulación transcripcional como traduc
cional !Bassford, et al., 1978; Weinstock et al., 1983¡ Baker et 
al., 1984). Las fusiones l•' se han usado para identificar genes 
cuya expresión se incrementa en presencia de ciertos substratos, 
agentes físicos como radiación ultravioleta o varios tipos de 
estrés IKenyon et al., 1981¡ Strauch et al., 19841. Las fusiones 
ofrecen un mecanismo para clonar genes reguladores y para aislar 
, caracterizar mutaciones que alteren los componentes 
regulatorios o sitios que actón~1 en cis. 
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Muchas fusiones aisladas in vivo contienen un profago lambda 
integrado en el cromosom2, adyacente a la fusión. Fagos 
transductantes que llevan la fusión y genes cercanos se pueden 
aislar sencillamente. Tales fagos pueden ser usados para mapeo de 
la estructura fina de la región y para determinar la dirección 
de la transcripción del gene al cual se ha fusionado !•~· 

Se han desan-o l ladD técnicas pa1-a subclona1- fLtsic•nes de lc•s 
fagos transductantes en vectores plasmídicDs multicopia, lDs que 
dan suficiente cantidad de proteína fusionada cDmo para un 
análisis físicD o secuenciación de DNA. Se pueden usar segmentos 
de las fusiones para hibridar contra una biblioteca de DNA 
recombinante e identificar clonas. De ésta fDrma, se pueden 
purificar genes cuya función se desconoce todavía. 

Ciertas fusiones resultan en la formación de ur) gene híbrido 
que cDdifica para una proteína CDmpuesta por el extremD amino 
terminal del gene blanco y una porción carbDXi terminal de a
galactDsidasa, la cual es perfectamente funcional. Tales fusiones 
permiten marcar proteínas covalentemente cDn una actividad 
enzimática fácil de medir. 

Usando la nueva actividad enzimática, se puede purificar la 
proteína sin ninguna dificultad. AnticuerpDs contra la proteína 
híbrida pueden reaccionar cDn secuencias derivadas del gene al 
cual se fusionó !•~• así se puede identificar y purificar el 
p1-c•ducto génico. 

Además, las fusiones que resultan en la producción de una 
proteína híbrida, retienen propiedades caracterlsticas del 
producto génico intacto y pueden ocasionar un fenotipo muevo. 
Estos fenotipos han sido usados en estudiar problemas como las 
inter<1ccic•nes prc•teína-p1-oteína <Muller-Hill et al., 1976; Shuman 
y Silhavy, 19811 y mecanismos por los cuales se exportan las 
proteínas del citoplasma. Para un excelente recuento de lo que es 
posible realizar con fusiones genéticas, ver el libro de Silhavy 
et al., publicado en 1984. 
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El operón lªf de E~fbgclfb!ª fQl! es un conjunto de genes 
locali=ado en el minuto 8 del mapa genético. Los productos de 
éstos genes se requieren para que la célula utilice el disacérido 
lactosa como fuente de carbono !glucosa Ea-1-4) galactosa). La 
producción de las enzimas del operón lªf en una cepa silvestre se 
induce por la presencia de lactosa en el medio. El orden de los 
genes en el operón es lªf !EQ~YB y sólo los productos de lªf~ 
<a-galactosidasa) y lªfY lpermeasa para lactosa), se requieren 
para el crecimiento en lactosa. El Gltimo gene del operón,lªfB• 
codifica para una transacetilasa que tiene un papel en la 
detoxificación de ciertos galactósidos (ver figura 20). 

Los genes lªf~YB son los más utilizados en ingeniería 
genética para la construcción de fusiones. En particular, el 
gene !ªf~ codifica para una proteína tetramérica cuyo gene puede 
dividirse y ser clonado en distintos vectores o sitios del 
cromosoma. Sin importar dónde estén los fragmentos expresados, 
las subunidades sintetizadas se unen para dar la proteína con 
actividad enzimática. El fenómeno de alfa complementación es 
precisamente la restitución de la actividad catalltica a la ~

galactosidasa sintetizando un peque~o péptido 1 el péptido alfa!. 
El sistema de alfa complementación es muy utilizado en 
estrategias que involucran clonación dirigida y secuenciación de 
DNA lver figura 211. 

DETECCION DE ACTIVIDAD DE a-GALACTOSIDASA EN CAJAS DE PETRI 

'Existen varios medios selectivos para detectar la expresión 
de a-galactosidasa. El Indicador més sensible para a-gal en medio 
sólido es el sustrato cromogénico 5-bromo, 4-claro, 
3-indolil-a-D-galactósido <Xgal; Horwitz et al., 19641. El compo
nente no da ningOn color hasta que es hidrolizado, dando un 
precipitado color azul índigo en la colonia que expresa la ac
tividad enzimética. 

En agar 
galactosidasa 
placas azules 
se puede usar 
el compuesto 
concentración 

conteniendo Xgal, una bacteria que expresa la a
forma colonias azules, los fagos Lac2+ forman 

y gotitas de la enzima dan manchas azules. El Xgal 
prácticamente en cualquier medio sólido. Usualmente 

se disuelve en N-N dimetil-formamida a una 
de 20 mg/ml y se espatula 0.1 ml en cada caja con 

aprox. 25ml de medio. 
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Figura 20. Se muestra la organización del operón l§f de g& fQli· 
La transcripción de los genes l§fb• l§fY• Y lil\fB se repCrime por 
un represor específico. En la segunda figura se observa que el 
represor inactivo no se pega al operador y entonc'es los genes son 
transcritos por la RNA polimerasa. En el tercer dibujo, la RNA 
polimerasa transcribe el operón 1•~ y finalmente, encuentra el 
terminador rho-dependiente y se desprende. Tomado del manual 
Cur.rent Protocols in Molecular Biology. 

54 



Figura 21a. Cuando se construye una fusión con la (.\
galactosidasa no se afecta la tetramerización de la proteína, por 
lo que se sigue observando actividad. Sin embargo, en algunas 
ocasiones, puede bajar la actividad específica por un cambio en 
la estructura del sitio activo. 
21b. La complementación a consiste en la reconstitución de un 
pol ipéptido funcional de (.\-galactosidasa uniéndo dc•s fragmentc•s 
que pueden estar clonados en vectores diferentes o en distintas 
partes del cromosoma. En el caso del sistema del plásmido pTZ, 
derivado del pUC 18, el sitio de policlonación se encuentra 
interrumpiendo la secuencia del péptido alfa y el péptido omega 
está en el episoma de la cepa receptora CJM103). Cuando se clona 
cualquier secuencia en pTZ, neo se lleva a cabo la complementación 
y las colonias tienen un color blanceo en cajas con Xgal. 
Ilustraciones del manual "Current Protocols in Meolecular 
Biology". 
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Además del Xgal, el agar de Mac CDnkey también es utilizadD 
para lDs mismDs fines. En este mediD, las CDlDnias Lac+ sDn rDjas 
y las Lac- sDn blancas. 

LOS BACTERIOFAGOS )..plª~Mu. 

Han sido construidos varios derivados del bacteriófago Mu, 
que frecuentemente se trata comc1 un gran elemento de inserción~ 

capaces de fusionar eJ gene de lª~~ a varios genes bacterianos en 
un solo paso in vivo. 

Se pueden ~islar fusiones con la proteína o directamente con 
los promotores de los genes que interesen. Cuando el fago se 
inserta, ?dem;.s de dei1- el feneitipc· Lac+, confie¡-e l-esistencia al 
antibiOticD ampicilina. 

En estos f~gos~ un gene !ª~~~ deletado en su e>itrerno 5' y un 
gE·ne lª~l están loceli::ados 21 poca distancia del e>~t1-emo S de Mu. 
Cuandc• se inserta un Mud(Apl~~) en Ltn ge1,e~ se crea una fusión en 
la cual la el·:pi-esión <• pa1-tir de secL1encias de cDnt1-c.1 del gene 
pB.sa sc•b1-e el e::t1-emD S de Mu hasta la ~-galactc•sidasa. 

Aunque lDs Mud han sido herrarnientes muy Gtiles para 
construir fusiones, tienen algunos problemas. Primero, existe la 
posibilidad de inserciones secundarias en otros sitios del 
cromosoma. Segundo, las flJsiones MudCAp!ª~) no se pueden usar 
para aislar f~gc•S t¡·ansdLtctant~s que lleven la fusión. Además~ 

las lisOgenas del Mud!Ap!ª~' sDn termosensibles. Finalmente, nD 
es posible aislar fusiones en plásmidos multicopia. 

Sin embargD, existen algunos fagDs liticos, los ~Pl!~Mu que 
pueden ser utilizadDs para aislar las mismas fusiones in vivo y 
en un sDlo pasD. EstDs fagDs llevan el sitio de inserción de Mu y 
se insertan en lDs genes pDr la maquinarie de transpDsición usual 
en Mu. Pueden utilizarse para cDnstruir fusiDnes en plásmidDs 
multicDpia. FuerDn usados éstDs 1 ~Pl!~Mu3 y ~Pl§~Mu507.31 para 
aislar les primeras fusiDnes descritas en esta tesis. Para 
mayores detalles, ver el trabajD de Bremmer, et al., en 1984. 
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MUTAGENESIS DE LOS BACTERIDFAGOS IN VITRO. 

Cuando se desea mutagenizar los bacteriófagos que se 
encuentran en solución son incubados en una solución de citrato 
de sodio 1.5 M y sulfato de magn~sio 0.2 M, durante 30 minutos a 
temperatura ambiente y después realizar una transducción a la 
cepa receptora. 

MEDICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA a-GALACTOSIDASA 

Otro ejemplo de sustrato cromogénico es el o-nitrofenil-~-D
galactósido. Este compuesto es incoloro, pero en presencia de la 
enzima se convierte en galactosa y o-nitrofenol. 

El o-nitrofenol es amarillo y puede ser medido por su 
absorbancia a 420 nm. Si la concentración de o-nitrofenil-O-D
galactósido IONPG) es alta, la cantidad de o-nitrofenol es 
proporcional a la cantidad de enzima presente y al tiempo que la 
enzima reacciona con él. Para que el ensayo sea lineal, el ONPG 
debe estar en exceso. Para mejores resultados, la cantidad de 
enzima debe ser tal que tome entre 15 minutos y 6 horas para 
desarrollar un color amarillo. La reacción se detiene affadiendo 
una concentración elevada de carbonato de sodio, la cual eleva el 
pH a 11 .O y la ~-galactosidasa se inactiva. 

Las bacterias fueron crecidas hasta fase logarítmica 
temprana a 30ºC con agitación en medio rico. Después de ésto, el 
cultivo fué trasladado a un baffo con agitación a 42ºC o se aAadió 
etanol absoluto a una concentración final de 5X y se tomaron 
alícuotas a los tiempos 5, 10, 20, 40 y 60 minutos de incubación 
con el inductor. 

Cada alícuota fue concentrada diez veces len el caso de las 
fusiones con baja actividad enzimática> ó resuspendida en el 
mismo volumen de NN len el caso de las fusiones con actividades 
elevadas). 

58 



l. En un tubo se mezclan: 

O.lml de extracto de células 
0.9ml de buffer Z lver más adelante) 
2 gotas con pipeta pasteur de cloroformo 
l gota con pipeta pasteur de SDS al 10X 

2. Se agitan en vortex durante 10 segundos 

3. Se colocan los tubos a 2BºC durante 5 minutos 

4. Se agregan 0.2ml de ONPG 14 mg/mll a cada tubo y en este 
momento empieza la reacción que debe hacerse a 28-30°C. 

5. Agitar en vortex durante 5 segundos. 

6. Detener la reacción agregando 0.5ml de carbonato de sodio 
1M a cada tubo. Los tiempos de 1·eacci~·n, así come• la 
concentración de células debe estandarizarse para cada caso. 
Normalmente. se construye una curva deteniendo la reacción a tres 
tiempos diferentes y observando que el color amarillo sea 
proporcional al tiempo de incubación. 

7. Centrifugar a 8 000 rpm durante 15 minutos. 

8. Lee·.- absorbancia a 420 nn1. 

El ONPG se prepara en buffer de fosfatos 0.1 M a pH 7.0. 

El buffer Z contiene: 

Fosfato de sc:id i er dibásiceo o. 06 M 
Fosfato de SC•d ic1 monobásico (l.04 M 
Clorure• de pe•tasio 0.01 M 
SLtl fa te• de magnesio o. 10 M 
~-mercaptoetanol !).05 M 

Te•da la mezcla debe esta1· a un pH de 7.0 
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Se define coma actividad especifica de la ~-galactosidasa el 
número de umales de o-nitrcfenil-~-D-galactósidc hidrclizado pcr 
minute pcr miligramo de proteína. 

La cantidad de proteína par ensaye fue determinada par el 
método de Lcwry 1 1958 l. 

PURIFICACION DE PLASMIDOS 

Al En pequeAa escala. "Miniprep". 

Para el análisis de clonas individuales buscando la 
ccntstrucción correcta o la transformante deseada, se realizaron 
extracciones partiendo de muy pocas células 11.5 ml de cultivo 
crecido a fase estacionaria ó una asada de bacterias>. 

1. Se prepara la solución A: glucosa 50 mM 
EOTA 10 mM 
Tris-HCl pH 8.0 25 mM 

A dos mililitros de solución A se a~aden 4 mg de lisczima y 50 ul 
de una solución de RNA'sa 110 mg/ml en acetato de scdic 0.2 M pH 
5.0 hervida durante 10 minutes). 

2. Resuspender una asada de la cepa en cuestión ó la 
pastilla obtenida después de centrifugar 1.5 ml de bacterias 
crecidas toda la noche, en 100 ul de la solución A con lisozima y 
RNA'sa. 

3. Mantener en hiele durante 30 minutes. 

4. Agregar 100 
cuidadosamente y la 
celular; se agregan 
mezcla, formándose un 

ul de NaOH 0.2N, SOS 1X; se mezclan 
solución se aclara, debida a la lisis 
75 ul de acetato de sodio 3 M pH 4.8 y se 

precipitado grumosa. 

5. Mantener en hiela durante 15 minutos 
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6. Centrifugar en frío durante 5 minutos a 14, 000 rpm. 

7. Colectar 200 ul de cada tubo y pasar a un tubo nuevo. 

8. Agregar 600 ul de etanol absoluto e incubar en un baAo de 
hielo seco-etanol durante 20 minutos. 

9. Centrifugar 15 minutos en frio a 14, 000 rpm. 

10. Descartar el sobrenadante y disolver la pastilla en 100 
ul de acetato de sodio 2 M. 

11. Agregar 300 ul de etanol absoluto y dejar de nuevo 20 
minutos en un baAo de hielo seco-etanol. 

12. Centrifugar 15 minutos en frio a 14,000 rpm. 

13. Descartar el sobrenadante y lavar la pastilla dos veces 
con etanol al 80% frío. 

14. Se deja secar la pastilla y una vez seca es resuspendida 
en 20 ul de Tris-EDTA 10-1 rnM pH 8.0. 

Esta preparación, dependiendo del tamaAo del plásmido y del 
número de copias dentro de la bacteria, permite purificar hasta 1 
ug de DNA en condiciones que no interfieren con su digestión 
enzimática. 

BlEn gran escala. "Maxiprep". 

Para purificación de plásmido en cantidades de 1 a 3 mg, y 
en condiciones listas para restricción, clonación, etc. pueden 
utilizarse varios métodos, se muestra una modificación que se 
utiliza en el laboratorio. 

1. Inocular 500 ml de LB con 5 ml de un pre- cultivo con el 
antibiótico que requiera el plásmido a purificar. 

2. Crecer hasta una densidad óptica de 0.8 a 1.0 a 660 nm. 

3. AAadir 170 mg de cloranfenicol en polvo al cultivo. 

4. Dejar toda la noche con agitación. 

61 



5. 
250 ml 
durante 

Al día siguiente, colectar las células en dos botellas de 
centrifugando en el rotor GSA de Beckman a 7,000 rpm 

15 minutos. 

6. Resuspender las células en 30 mililitros de buffer de 
sacarosa CTris-HCl 50 mM pH 8.0, EDTA 80 mM, sacarosa lOXI y 
dividir en 3 tubos de 50 ml 110 ml por tubo>. 

7. Affadir 4 ml de una solución de lisozima 10 mg/ml en 
buffer de sacarosa 11.33 mi por tubo). 

8. Dejar 10 minutos a temperatura ambiente. 

9. Congelar y descongelar dos veces. 

10. Centrifugar en el rotor SW40 durante 20 minutos a 35,000 
rpm 13 tubos>. 

11. Guardar el sobrenadante y precipitarlo con 1/2 volumen 
de LiCl 20X y 1 volumen de isopropanol. 

12. Congelar en hielo seco y descongelar. 

13. Centrifugar 20 minutos a 12,000 rpm. 

14. Lavar la pastilla con etanol al 70% frío. 

15. Secar las pastillas. 

16. Resuspenderlas en un total de 5 ml de Tris- EDTA 10-1 mM 
a pH 7.5. 

17. AAadir 30 ul de una solución de RNA'sa 10 mg/ml en 
acetato de sodio 0.2M INo olvidar hervirla durante 10 minutos). 

18. Incubar 1 hora a 37°C. 

19. Pasar a un tubo corex y extraer con un volumen igual de 
fenol destilado, agitando en el vortex durante un minuto y cen
trifugando a 10,000 rpm durante 10 minutos. 

20. la fase acuosa a otro tubo corex y repetir la 
extracción fenólica. 

21. Extraer la fase acuosa con el mismo volumen de una 
mezcla de fenol-cloroformo 50-50 v/v. 
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22. Extraer la fase acuosa con cloroformo. 

23. A la fase acuosa de esta dltima extracción aAadir 1/10 
de acetato de sodio e M y 2.5 volumenes de etanol absoluto. 

24. Congelar en hielo seco durante 20 minutos. 

25. Descongelar y centrifugar a 10,000 rpm durante 15 
min~1tos. 

26. Lavar la pastilla con una solución fria de etanol al 70X 
y secar. 

27. Resuspender en BOO ul de Tris-EDTA 10-1 mM pH B.O. 

2B. Correr en un gel de agarosa una muestra con 3 ul para 
cuantificar. 

PURIFICACION DE DNA CROMOSOMAL 

1. Crecer la cepa en medio rico hasta la fase exponencial 
ta1-dla. 

2. Colectar las células por centrifugación a baja velocidad 
y resuspenderlas en 10 ml de un buffer de s~carosa ( Tris-HCl 50 
mM pH B.O, EDTA 1.0 mM, sacarosa 25XI. Mantenerlos en hielo 
mientras se resuspenden con cuidado, las células deben mantenerse 
enteras. 

3. AAadir los siguiente por litro de cultivo, en el orden 
dado y en hielo: 

al 3 ml de EDTA 0.3 M pH B.O 
bl 1 ml de lisozima ( 5 mg/ml en 0/025 mM de tris HCl 

pH B.O. 
cl 0.1 ml de RNA'sa (10 mg/ml en acetato de sc1diei 0.1 M 

hervida durante 10 minutos). 

4. Agitar suavemente, dejar reposar 15 minutos en hielo. 
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5. AAadir 3 ml de tritón x-100 agitando suavemnte y dejar 
reposar en hielo durante 15 minutos. 

6. Centrifugar en tubos de polipropileno de 50 ml a 15 000 
rpm durante 30 minutos. 

7. Decantar el sobrenadante, disolver la pastilla en 10 ml 
de buffer A 1 tris-HCl 0.05M pH 7.5, EDTA 2 mM, SDS 5%1. 

e. Agregar un décimo del volumen de una solución de proteasa 
K 5 mg/mlk en buffer A previamente incubada 30 minutes a 37ºC. 

9. Agregar RNA'sa 15 mg/mll en buffer B ( Tris-HCl 50 mM, 
EDTA 2 mM pH 7.51 hervida 10 minutos, ajustando a que quede una 
concentración final de 0.1 a 0.5 mg/ml. 

10. Incubar 60 minutos a 37°C. 

11. Extraer tres veces a temperatura ambiente con dos 
volumenes de fencl-cloroformo 50:50 v/v. En cada extracción 
centrifugar 10 minLttos a 7, ()00 rpm y tDmar la fase acuosa con 
pipetas de boca ancha muy suavemente. 

12. Después de las tres extracciones, a~adir 2 volumenes de 
cloroformo, centrifugar igual y tomar la fase acuosa. 

13. La fase acuosa se precipita con 1/25 de NaCl 5 M y 2 
vclumenes de etanol absoluto. 

14. Colectar les hilos de DNA centrifugando a 10.000 rpm 
duraqnte 10 minutes. Secarlos. 

15. Resuspender en 3 ml de buffer Tris-HCl-EDTA 10-1 mM pH 
e.o. 

16. Tomar 10 ul y agregar 990 ul de Tris-EDTA 10-1 mM gH e.o 
y medir abscrbancia a 260 y 280 nm; se hace el cociente ~e la 
lectura a 260/ lectura a 280 nm y si la división es igual e 
superior a 1.e, la solución es adecuada; si es menor, se 
necesario volver a extraer y precipitar. También con estas 
lecturas se cuantifica el DNA: una unidad de absorbancia a 260 nm 
equivale a 20 ug por ~ililitro de DNA de doble cadena. 
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PURIFICACION DE RNA TOTAL DE ~~ ~Qll 

MATERIAL: 

1. Matraces para cultive de las bacterias perfectamente 
limpios y estériles, herneades teda la neche a 200ºC. 

2. Pipetas de vidrio de 10, 5, y 1 ml limpias, estériles y 
horneadas toda la neche a 200ºC. 

3. Tres tubos corex de 30 mi de capacidad y un tubo corex de 
15 ml limpies, estériles y herneades por cada 30 ml de cepa 
bacteriana. 

4. Pipetas pasteur nuevas y limpias lapreximadamente 5 por 
cada cepa). 

5. Puntas para micrepipeta y tubos eppendorf de 1.5 ml de 
capacidad nueves y estériles. 

6. Ba~o maria a 65°-70°C. 

7. Incubadora cori agitación a 65ºC y 200-301) rpm de 
velocidad de agitación. 

8. Centrífuga con retor HS4 lángule libre) para centrifugar 
a 10,000 rpm lpuede usarse de ángulo fije). 

9. Espectrefotómetro para leer abserbancia a 260 y 280 nm. 

SOLUCIONES Y REACTIVOS. 

1. Los medios de crecimiento, bien preparados y estériles. 

2. Agua bidestilada filtrada y estéril. 

3. Solución de lisis: 

Acetate de Sodio 20 mM pH 5.5 
EDTA 1 mM 
SDS 0.5Y. 

esterilizar en el autoclave. 
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4. Fenal bidestilado saturado con acetato de sodio 20 mM pH 
5.5 y EDTA 1 n1M. 

5. Solución de acetato de sodio 3 M pH 5.5 esterilizado por 
autoclave. 

6. Alcohol etílico absoluto destinado solamente para 
precipitar el RNA. 

7. Alcohol etllico al 70X diluir con agua estéril. 

PROCEDIMIENTO. 

1. Se inoculan 30 ml de cultivo partiendo de un precultivo 
de toda la noche. Se dejan crecer hasta la fase logaritmica C0.3 
UDO a 600 nm ó 90- 120 u klettl. 

2. Se centrifuga cada cultivo en tubos corex de 30 ml a 10 
000 rpm a 4°C durante 5 minutos. 

3~ Colocar los tL1bos decantados en hielo y sin sacarlos 
resuspender el paquete celular en 1/10 del volumen original pero 
en solución de lisis. Para ello, raspar las paredes del tubo con 
la punta de una pipeta estéril, succionar y dejar pasar el 
líquido varias veces veces~ con suavidad hasta resuspender las 
células <no usar vortexl. 

4. Resuspendido en paquete celular, se calienta cada tubo a 
70ºC por aproximadamente i minuto en baAo maria hasta observar 
lisis celular. 

5. Inmediatamente a~adir un volumen igual de fenol saturado 
para RNA, previamente calentado a 65°C, agitar. 

6. Mezclar en una incubadora con agitación a 65°C a 200-300 
rpm <la agitación debe garantizar que se mezclen las dos partes) 
durante 10 minutos. 

7. Centrifugar el 
(rotor HB-4 a 10,000 rpm 

contenido para separar las 
5 minutos a T. ambiente). 
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8. Sin mezclar las fases, sumergir los tubos unos segundos 
e1; bai"íc• maría a 65°C. Posteric•rmente., tc•ma1- cc•n Lina pipeta 
pasteur estéril la fase acuosa y pasarla a otro tubo. 

9. Añad i1-
pasos 6, 7 y 8. 
este tipo. 

un volumen igual de fenol a 65°C y repetir Jos 
Convencionalmente, se hacen tres extracciones de 

10. En el ccrex de 15 ml se toma la fase superior de la 
última extracción, añadiendo 1/10 del volumen de acetato de sodio 
3 M pH 5.5 y 2 1/2 volumenes de etanol al 100%. Se deja 
precipitar toda la noche a -20°C. 

11. Centrifugar a 10,000 rpm en el rotor HB-4 a -lOºC 
durante 30 minutos. 

12. éecar el precipitado. 

13. Resuspender la pastilla en ague (+- 150 ul 
cuidadosamente y leer una dilución 1:200 15 ó 10 ul/ml) en el 
espectrofotómetro a 260 nm y 280 nm. La relación de absorbancias 
a 260/280 debe estar entre 2.0 y 2.2. 

14. 
absc·i-banc ia 
mililitro. 

Calcular la concentración de RNA. Una unidad 
a 260 nm equivale a una concentración de 40 ug 

15. Guardar congelado a -20°C. 

HIBRIDACION DNA-RNA CNORTHERN> CON FORMALDEHIDO 
DESNATURALIZANTE 

de 
por 

COMO 

l. El RNA se somete a electroforesis en un gel de agarosa, 
horizontal, de puentes <no sumergido! de 6 mm de espesor y con 
pozos de 5 mm de profundidad. 
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2. Preparar la agarosa para separar desde 1000 a 4500 b. 

Se elabora poniendo por cada 100 ml finales 10 ml de MENP 
10X <ver soluciones al final), 115 gr. de agarosa y se afc•ra a 
82.1 ml; ésta mezcla se esteriliza por autoclave a 125ºC durante 
15 minutos. Cuando se ha enfriado hasta 65°C se a~aden 17.9 mi de 
formaldehído al 37K (solución comercial usual). 

3. Hacer el gel. 

Tanto el peine como el molde para el gel y la cámara de 
electroforesis deben ser tratados contra RNA'sas. Sumergirlos en 
NaOH 100 mM durante 20 minutos y ejuagar con agua estéril es 
eficiente y prActico. 

Fraguar el 
el ecti-c1foresi s a 

gel en el molde y montar el sistema listo para 

El buffer de ambas depósitos en MENP 1X y durante la corrida 
tiene que ser recirculado a más de 1 mi por segundo usando una 
bomba peristáltica. Todo ésto debe estar montado en el cuarto 
fr ÍC•,. 

4. Preparar las muestras. 

Normalmente, se hacen geles con pozos de 40 ul de 
capacidad. Las muestras se preparan como sigue: 

Se colocan de 1 a 20 ug de RNA en 7.5 ul de agua. 
Se aAaden 22.5 ul de la "mezcla de muestras" (ver al 

final l. 
Calentar a 65°C durante dos minutos y poner en hielo 5 

minutos. 
AAadir 3 ul de solución de azul de bromofenol. 
Llenar los pozos del gel con la "solución 
Poner las muestras dejando que por su 

caigan al fondo del pozo a través de la "solución 

de pCtZC1S 11
• 

mayc>1- densidad 
de pozos 11

• 
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5. Corrida del gel. 

El gel se corre en el cua1·to frío a 3 voltios por centímetro 
cuadrado; 16 horas aproxlmadamente. Se cubre el gel con plástico 
para evitar la evaporación del formaldehído. con cuidado de no 
crear turbulencia en los pozos. Es preferible esperar a que las 
muestras hallan penetrado al gel: aproximadamente 30 minutos. 

6. Transferencia. 

El sistema para transferir es idéntico al de Southern en 
cualquiera de sus versiones. Se transfiere el RNA a nitrocelulosa 
por medio de arrastre por un buffer. El gel no se trata ni se 
tiRe de ninguna manera antes de ponerse a transferir. El buffer 
de arrastre es 20X SSC. 

Se transfiere durante 20- 40 horas. Después de la 
transferencia, la nitrocelulosa se deja secar entre dos filtros 
whatman y luego se hornea a 80°C durante 2 y media horas en un 
horno con vacío. Es importante no exponer el filtro a ninguna 
soluciór1 de fuer=a iónica menor a SSC 15X antes de ser horneado, 
pues el RNA se desrrende. 

7. Hibridación. 

Re-hidratar el filtro en SSC 4X durante 5 minutos y dejar 
escurrir (casi secar>; poner en una bolsa para hibridización y 
aRadir 12 soluciAn de pre-hibridi:ación. Sellar la bolsa y pre
h1bridizar a la temperatura de 42ªC aproximadamente 4 horas. 

Abrir una esquina de la bolsa y sacar la solución de 
pre-hibridización. Llenar con la solución de hibridización ya con 
el monitor radiactivo C no olvidar desnaturalizarlo si es de 
doble cadena). 

Hibridar al menos 12 horas para 10 ng/ml de monitor. 

B. Lavado del filtro. 

Desechar son cuidado la solución de hibridización radi
activa y lavar el filtro tres veces por 5 minutos a temperatura 
ambiente con SSC 2X, SDS 0.1%. 
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Después, se lava dos veces por 10 minutos en SSC 0.1X, 
SOS 0.1X ya sea a 55°C si el monitor es lOOX homólogo y mayor a 
100 pb ó a temperatura ambiente si se desean condiciones menos 
estrictas de hibridización. 

Enjuagar el filtro en SSC 0.1X por dos minutos; 
un filtro whatman y exponer dentro de un casette con 
amplificadora una placa de rayos X a -70 °C. 
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SOLUCIONES NO DESCRITAS EN EL TEXTO 

MENP 1 O~: ( pc•r l i trc• > 

MOF'S "1.8 g 
Acetato de sc•dic• 6.8 g 
EDTA 3.7 g 
Fosfato de sodio y pDtasio 

M pH 6.9 20 ml 

llevar toda la solución a un pH de 7.0 

Solución de pc•zos ( 10 ml> 

MENP 10X 1 ml 
Agua 7 .2 ml 
Fc•rmaldehídc· 37X 1.8 ml 

Mezcla de muestras 1610 ull 

Formamida desionizada 
Formaldehído 37% 
MENF' 10X 

Solución de azul de bromofenol 

Glicerol 
EDTA. 

400 ul 
120 Ll 1 
90 u 1 

Fosfato de sodio y potasio pH 6.9 
Azul de bromofenol 

Buffer SSC 20X 

NaCJ 
Citratc• de sodic• 

3 M 
0.3 M 
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Solución Denhardt 50X 

Ficol IX 
Albúmina bovina IX 
Polivinilpirrolidona IX 

Soluciones para hibridación. 

Fc•rmamida 
SSC 20X 
Fosfato de Na y K pH 6.9 
SOS 10X 
Pirofosfato de Na 2X 
Denha1-dt 50X 
DNA de timo de ternera 4 ug/ml 
EDTA 250 mM 

SOLUCION DE 
PREHIBRIDACION 

2.5 
1.25 
0.25 
0.05 
0.25 
0.50 
0.25 
0.05 

DNA marcadc• pc•r "Nick Translatic•n" 

Ve• lumen final 5 .. 0 ml 

SOLUC ION DE 
H IBR IDAC ION 

2.5 
1.25 
0.25 
0 .. 05 
0.25 
0.10 
0.25 
0.05 
0.30 

5.0 ml 

El DNA de timo de ternera debe desnaturalizarse 5 minutos a 
90°C, pasarlo inmediatamente a hielo y aAadirlo a la bolsa de 
hibridación. 

El monitor de DNA (normalmente de 100-500 ngl también debe 
desanturalizarse calentando 5 min. a 90ºC y enfriando bruscamente 
en hielo antes de aAadirlo. 

El monitor se marca usando algún desoxirribonucleótido con 
32P en la posición alfa. Se Lttiliza el métc•do estandarizado de 
"Nick translation". 
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Las técnicas descritas a continuación se 
descritas en un manual de técnicas de Biologfa 
<Maniatis, et al., 1982). 

DIGESTION DE ACIDOS NUCLEICOS 

encuent1-an 
me• l ecu 1 ar 

Para todas las manipulaciones de DNA. construcciones y 
mapeos físicos de los plásmidos, se utilizaron enzimas de 
restricción de casas comerciales conocidas como Amersham, 
Biolabs, Promega, etc. 

Se conocen con el nombre de enzimas de restricción aquellas 
proteínas que reconocen una secuencia especifica en el DNA 
<generalmente un arreglo de 4 a 6 pares de bases con simetría 
bilateral) y que cortan ambas cadenas de la molécula del ácido 
nucleico dejando extremos que pueden rasos o cohesivos (ver 
figL1ra 22l. 

Una ve= que el DNA se ha digerido, se obtiene un patrón de 
bandas en un gel de agarosa que corresponden a los fragmentos 
producidos por la enzima de restricción específica. En este 
trabajo se utilizaron varias, como EcoRI, PstI, SmaI, Hind III, y 
otr-as que se irán mencionando en su mon1ento~ 

Normalmente las enzimas necesitan un buffer específico con 
ciertas concentraciones de sales y cierto pH. Una digestión 
típica se lleva a cabo en un volumen pequeAo 110-20 ul) en un 
tubo eppendorf con 100-200 ng de DNA, buffer de restricción y la 
enzima que se i-eqL1iera. 

Después de un tiempo, generalmente de una hora, la muestra 
se hace correr a través de un gel de agarosa ó acrilamida; se 
tiAe con bromuro de etidio y se observa la fluorescencia en un 
transiluminador de luz ultravioleta de onda corta. 

Antes de llevar a cabo la ligación de fragmentos de DNA debe 
tenerse en cuenta el tipo de extremos que deja cada enzima de 
restricción, los extremos rasos se ligan siempre con extremos 
rasos y los cohesivos, con sus similares. Así pues~ el vehículo 
de clonación y/o expresión debe ser digerido con el mismo tipo de 
enzima de restricción que el inserto, según convenga. 
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Pvu 11 
5' ... CAG"'CTG ... 3' 
3' ... GTC.GAC ... 5' 

SO URCE: 
Proteus vufgaris ATCC 13315 

Pvu 1 
5' .. . CGATCG .. . 3' 
3' .. . GqTAGC .. . 5' 

SO URCE: 
Proteus vu/garis ATCC 13315 

Figura 22. Las enzimas de restricción, al digerir el ONA pueden 
dejar dos tipos de extremos, rasos o cohesivos. 
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DEFOSFORILACION 

En todas las construcciones que se mencionarán en el 
presente trabajo, el vector de clonación y/o expresión fue 
defosforilado con la enzima fosfatasa alcalina bacteriana CBAPI 
para evitar le reclrcularización del vehiculo y favorecer la 
ligación con las moléculas de inserto. 

Una reacción tipica de defosforilación lleva de 
de DNA del vector, 10 unidades de BAP y un 
defosforilación en un volumen de 400 ul. Según 
extremos que tenga el vector son las condiciones 
temperatura de la reacción. 

100 a 200 ng 
buffer de 

el tipo de 
de tiempo y 

El vehiculo defosforilado se extrae una vez con fenol, una 
vez con fenol-cloroformo 50:50 v/v y una vez con cloroformo antes 
de precipitarse con 1/10 de acetato de sodio 3 M pH 4.8 y etanol. 
El DNA se neca, se resuspende en Tris-EDTA 10-1 mM y se pone a 
ligar. 

LIGACION DE FRAGMENTOS DE ACIDOS NUCLEICOS 

La enzima ligasa de DNA cataliza la unión covalente del 
grupo 5' fosforilo, de una molécula de cadena sencilla de DNA ó 
RNA con w1 grupo 3' hidroxilo, de una molécula de cadena sencilla 
de DNA ó RNA (Sugino et al., 19771. 

Normalmente, después de defosforilar el vector y purificar 
el inserto por electroelución, la construcción de las fusiones se 
llevó a cabo ligando el vector con el inserto, en una reacción a 
16ºC catalizada por la ligasa del fago T4 en un buffer de 
ligación. 

GELES DE AGAROSA Y ACRILAMIDA 

Para separar moléculastde DNA. ya fueran productos de diges
tión enzimática o análisis de moléculas recombinantes, se utili
zaron geles de agarosa y acrilamida a distintos porcentaJes, 
dependiendo del tamaAo esperado de las moléculas. Podrán obser
varse con mayor detalle cuando se analicen las constr~cciones. 
Los geles fueron preparados por técnicas estandarizadas CHelling 
et al., 19741. 
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ELECTROELUCION DE DNA DE GELES DE AGAROSA O ACRILAMIDA 

Después de que la muestra ha m1gradD dentrD del gel y se 
ti~e con una solución de bromuro de etidio 2C10 ug/ml, se observa 
el gel bsja una lámpara de luz ultravialeta de onda larga, 
seleccic,nando la banda de interés y cDrtándola con una navaja. 

El traza de agarasa ó acrilamida se colaca en el interiar de 
una balsa de diálisis de paca diámetra 16.4 mml y para pequeAo 
(para moléculas de 20,000 a 14,0001 can buffer de electrafaresis. 

Se aplica una carriente eléctrica hasta que el DNA sale de 
la agarosa y queda en suspensión dentra de la balsa. Se extrae el 
buffer can una micrapipeta y se calaca en un micratuba, donde 
será extraído cc•n fenal~ fenc1l:cloroforrno 5(1:50 v/v y cloroformo; 
para después ser precipitada con acetata de sodio 2 M pH 4.8 y 
etanol absaluta !Me. Donell et al., 19771, ver figura 23. 

MUTAGENESIS CON HIDROXILAMINA 

La t1idro~ilamina~ la metil-hidroxilamina, la 
fenilhidroxilamina, las N-hidroxicarbamatas y las N-hidroxiL~eas 
son agentes reductores que forman radicales libres en presencia 
de oxígeno y metales traza. Praducen peróxido de hidrógeno, 
presumiblemente por un2 reacción cíclica del radical, que 
envuelve un intermediaria peroxi. Inactivan el DNA transformante 
y los fagos. Inducen aberraciones crc•mosómicas en tejid~s de 
hamster y en puntas de raí~ de Yifiª y ª!!i~ID· 

La hidro>:ilamina reaccion2 especí~icamente con las 
citosinas, produciendo derivados qLte son N-hidroxilsdos en las 
posiciones 4 ó 6 ó ambas. Estos derivados se encuentran en dis
tintas estadas tautaméricas que la citasina, así que pueden 
formar puentes de hidrógeno con adenina, el lugar de la guanina 
original. 

Asi, el tratamiento de DNA desnuda ó de virus de DNA con 
altas concentraciones de NH20H induce transiciones de las bases 
G-A y C-T y resultan generalmente en mutaciones puntuales. Un 
trabajo sonde se utilizó la mutagénesis con este agente para 
caracterizar regiones reguladoras de algunas genes es el de Buck, 
et al., en 1985. 

La mutagénesis del plásmida pCG29 se llevó a cabo de la 
siguiente farma: 
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Figura 23. La técnica de electroelución fue implementada por 
Dornell en 1970. Consiste en cortar un fragmento de un gel de 
.agarosa o acrilamida, introducirlo en una bolsa de diálisis y 
someter a electroforesis. El DNA sale del gel y queda 
resuspendido en el buffer de corrida. Después se colecta y se 
precipita. 
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1. Se incubaron 60-100 ng del plásmido en 20 ul de una 
solución de hidrocloruro de hidroxilamina 0.5 M pH 6.9; fosfato 
de sodio pH 6.0, 0.1 M y EDTA 0.01 M durante 30 minutos a 75ºC. 

2. El DNA fue precipitado con acetato de sodio 3 M pH 4.8 y 
etanol absoluto; se lavó la pastilla con etanol al 80% varias 
veces, se secó y fue resuspendida en 20 ul de agua estéril. 

3. Fue transformada la cepa MC1061 por el método de cloruro 
de calcio, espatulando sobre cajas de LB con ampicilina y Xgal, 
buscando mutantes. 

~. Se purificó el plásmido mutado. 

5. Fue digerido y se recuperó la banda que contenía los 
promotores y los p1-imeros aminoácidos de CQQ~. 

6. Este fragmento fue reclonado en un plásmido silvestre. 

1. Fueron caracterizadas 
MX614 y fueron secuenciadas. 

las mutantes dentro de la cepa 

TRANSFORMACION BACTERIANA POR EL METODD DE CLORURO DE CALCIO 

Siempre 
receptora, 
permeabiliza 
calcio. 

que se quería introducir un plásmido a una cepa 
se utilizó el método de transformación que 

a las células por un tratamiento de cloruro de 

1. Crecer las células hasta 40 u. klett en medio rico. 

2. Dejar el cultivo en hielo durante 10 minutos. 

3. Centrifugar a 3,000 rpm durante 10 minutos. 

4. Guardar la pastilla celular y resuspenderla en la mitad 
del volumen de cloruro de calcio 100 mM estéril. 

5. Incubar en hielo durante 30 minutos. 

6. Centrifugar a 3,000 rpm durante 10 minutos. 
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7. Guardar la pastilla y resuspenderla, 
la misma solución de cloruro de calcio 
C•riginal). 

con mucho cuidado~ en 
(1/10 del vc•lumen 

8. Dividir en alícuotas de 200 ul segón los plásmidos a 
transformar; aAadir de 20-50 ng de plásmido por alícuota y dejar 
en hielo durante una hora. 

9. Dar un choque calórico de 2 minutos a 42°C. 

10. Pasar a hielo, aAadir 
transfcq·mac ión. 

1 m 1 de LB a cada tubo de 

11. Incubar a temperatura permisiva durante 30 minutos. 

12) Centrifugar a 3,000 rpm durante 10 minutos y espatular 
la pastilla de bacterias en cajas con medio de selección. 

SECUENCIACION DE DNA POR EL METDDO DE SANGER 

Una de las metodologías más importantes que se han 
desarrollado en Biología Molecular es la secuenciación de ácidos 
nucleicos. Existen varias maneras de secuenciar un fragmento de 
DNA y uno de los métodos más utilizados actualmente el el 
desarrollado por Sanger (19771 llamado comónrnente método por 
terminación de cadenas ó método de los dideoxi. 

Esta técnica hace uso de la capacidad de la DNA polirnerasa 
de sintetizar una copia radiactiva de un templado de DNA de 
cadena sencilla usando un fragmento de DNA corno cebador o "prirn
er11 e incorporando en l.a reacción los diferentes desaxirribonu
cleótidos. La enzima incorpora también los 2',3' dideoxinucleóti
dos pero es entonces incapaz de continuar la reacción más allá de 
la entrada del análogo. 
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El fragmento mas grande de la DNA polimerasa (llamado 
fragmento Klenowl no tiene actividad de 5'-3' exonucleasa y se 
utiliza para sintetizar una copia complementaria a la cadena 
sencilla a partir de un híbrido entre la cadena sencilla en 
cuestión y un peque~o fragmento de restricción que es 
cc•mplementai-ic• a una pa1-te (el "prime1-" ) . 

La síntesis de DNA se hace en presencia de las cuatro 
desaxirribonucleótidos pero uno o varias están marcados radiacti
vamente con32P en la posición alfa; además, can cada una de las 
cuatro análogos terminadores de cadena, las 2', 3' desaxirribonu
cleótidos, en cuatro incubaciones separadas. Entonces, en cada 
reacción hay una población de moléculas de DNA parcialmente 
sintetizadas y radiactivas, cada una teniendo un extremo común 
5' pera variando cada una la longitud hacia el 3'. 

Cuando se realiza una electroforesis paralela en geles 
desnaturalizantes y concentradas de acrilamida, de las cuatro 
reacciones se separan bandas que difieren entre sí en un solo 
nucleótida. El gel es fijada y revelada con una placa de rayos X. 
Así, par autarradiografla puede ser deducida la secuencia del DNA 
<ve1- figu1-a 23). 

El método es relativamente simple, 
desventajas: 

pei-c. ti ene dc•s 

11 El DNA que se quiera secuenciar tendrá que estar 
purificado en forma de cadena sencilla 

2l Para cada cierto número de bases 1200-3001 de una 
secuenci.a se requiere un ''primer'' complementario a por lo menos 
20 bases del fragmento. 

Para salvar éstas 2 dificultades se han aprovechado las 
caracte~ist1cas de un fago filamentoso, el M 13, para convertirlo 
en un vehiculo de clonación; por otro lado, se han manipulado 
plásmidos clonando en ellos el origen de replicación del M 13. 
Estos últimos ofrecen la ventaja de ser pequeAos y tener un alto 
número de copias por célula. Estos vectores tienen dos orígenes 
de replicación: el de pBR322 y el del fago M13, lo cual permite 
la purificación de cápsides de fago con cadenas sencillas del 
plásmidc• que nc•s interese secuenciar. 
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Figura 
también 

T1111Plate DNA 30--CCGGTGCATAC;..-----5' 
Annealed Prl11tr S'-""'Gc3' l 

([e32P]·dATP, [e3Zp]-dCTP, 
dCTP, dGTP, dTTP) 

(DNA Pol,,.erase 1) 
largo fra..,nt 

, ... ~, 1 
5' Prl11tr ..sGCCddA 

.--..!GGtCACGTddA 

etc. 

(ddCTP) 

5 '_,..l•r @C · 

--...!J;G~ 

5' Prl11oer GGCCACGTATddG ----

--GGCCACGT~ •••••• 
-GGtCACGTddA --·~---
-GGCCACGddT --------
...__GGCCACddG ·······-· 

__._GGCCAddC --········ 

..-...-GGC~ ••••••••••• 
,....___..._.GGl:!!!!f --··---···-
----.JiGddC ----·-······· 

A r. 
:-

(cid TP) (ddITT) 

5' Prl11tr AACCACddG 

S' ~CCAcGrAT.!!!!§ 

etc, 

T 

,_ 

S' Prl11tr 'iGCCA~ 

S' .........-!..GGCCACGT~ 

etc. 

24. Método de Sanger para sec:uenc:iar DNA. 
método de los dideoxi o simplemente de los 

Se le llama 
terminadores 

de c:adena. 
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La estructura detallada del plásmido utili=ado 
secuenciar en esta tesis se encuentra en la figura 25. 
apreciarse que el pTZ 1BR mide aproximadamente 3kb, 
completamente secuenciado. Contiene una secuencia 
policlonación en el interior del fragmento alfa de la 
galactosidasa, que también está clonado. 

para 
Puede 
está 

de 

Este vehículo se introduce en la cepa JM103, la cual lleva 
en un episoma el gene 1§~? con la deleción del segmento ~. En 
condiciones normales, el péptido sinteti=ado por el plásmido 
complementa la mutación en el episoma, produciendo ~ - galactosi
dasa y por tanto, produciendo colonias azules en un medio con 
Xgal. 

Cuando se clona un fragmento de DNA en el sitio de 
policlonación del pTZ 18R, se interrumpe el péptido alfa y se 
pierde la capacidad de complementar la mutación en el F' , dando 
colonias blancas en un 1nedio indicador. 

Una ve= que se ha ele.nado el fragmento de interés~ se 
infecta a la bacteria con el fago defectivo M13 K07. El M13 no 
lisa a la bacteria, sale al e}:terior en forma de agregados 
proteínicos que contienen la cadena sencilla c edificante del DNA 
del fago. El M13 K07 tiene una mutación que permite la 
encapsidación de moléculas de DNA que sean circulares y que no 
provengan de él mismo. Así~ se pueden purificar del sobrenadante 
de un cultivo cápsides con cadenas sencillas del pTZ !SR con el 
inserto para secuenciar. Ver figura 2,. 

La purificación de cadena sencilla se lleva a cabo de la 
siguiente manera: 

PURIFICACION DE CADENA SENCILLA PARA SECUENCIA 

1. Poner un precultivo con la cepa JM103 ó JM101 con el 
plásmido pTZ 1BR que lleve clonado el inserto a secuenciar. 

2. Inocular 2 ml de LB con ampicilina con 20 ul del 
precultivo. 
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Figura 25. Esquema del pTZ 18R, vehículo utilizado para la 
subclonación de fragmentos para secuencia. 
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Figura 26. Ciclo de vida del 
son liberadas cápsides con 
bacteriofago. En el sistema 
encapsidadas son del plásmido 
de García, M. 1988. 

ONA 
forma repl i cat;va 

y/o 
cadena sencilla 

fago M13. No lisa a la bacteria y 
cadena sencilla del DNA del 
con pTZ, las cadenas sencillas 

con el inserto de interés. Tomado 
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3. Crecer con agitación a 37ºC hasta una D. O a 660nm de 0.3 
a 0.6. 

4. Agregar en ese momento 1x10 8 fagos M13 K07 

5. Dejar una hora a 37°C con fuerte agitación. 

6. Tomar 100 ul e inocular 3 ml de LB con kanamicina y dejar 
con agitación fuerte 1350-400 rpml a 37°C toda la noche. 

7. Centrifugar 1.5 ml del cultivo de toda la noche en un 
tubo eppendorf a 10 000 rpm 5 minutos, 2 veces. 

8. Recoger, finalmente, 1.2 ml de sobrenadante. 

9. Poner 
cuidadosamente.IEl 

0.3 
PEG 

ml 
se 

concentración final de 20XI. 

de polietilén glicol 
prepara en NaCl 2.5 

10. Incubar 30 minutos .a temperatura ambiente. 

y 
M, 

11. Centrifugar a 14, 000 rpm durante 15 minutos. 

12. Secar la pastilla perfectamente. 

13. Resuspender en 200 u! de Tris-EDTA 10-1 mM pH 8.0 

14. Extraer: 2 veces con fenol 
1 ve= con fenol-cloroformo 50:50 v/v 
1 vez con cloroformo 

mezclar 
a una 

15. Precipitar con 1/10 de Acetato de sodio 2M pH 4.8 y 2.5 
vol. de etanol absoluto. Congelar. 

16. Centrifugar 20 minutos en frío. 

17. Secar y resuspender en 100 ul de Tris-EDTA 10-1 mM 

18. Correr en un gel de agarosa al 1X y cuantificar. 

19. Precipitar los 90 ul restantes 9 ul de acetato de sodio 
2 M pH 4.8 y 225 ul de alcohol absoluto. 

201 Congelar en hielo seco. 
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21. Centrifugar 20 minutos en frío. 

22. Lavar dos veces con etanol al 70% colocando en hielo 
seco durante 30 minutos cada ve: y centrifugando 10 minutos. 

23. SecC1r y 1-esL<spende1- en 15 ul de Tris-EDTA 10-1 mM pH 7.5 

24. Guardar a -20°C y secuenciar 7 ul. 

Las reacciones para secuenciar el DNA clonado y purificado 
corno cadena sencilla del pTZ 18R se llevan a cabo utilizando un 
"kit" cc0 me1-cial qLte cc•ntiene las sc•lLtciones de nucleé•tidos y 
dideoxinucleótidos, además de la enzima y los buffers necesarios. 
El utilizado aquí fue el paqLtete de "Sequenase" de la casa 
comercial Amersharn. 

Las muestras fueron corridas en geles de acrilamida al 4% y 
6% con 50% de urea; a 2,000-2500 voltios. 

Los geles se secaron a 60°C toda la noche antes de poner "' 
exponer con una placa Kodack X-O mat K durante 24 horas; después 
de lo cual se leyeron las secuencias. 
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R E S U L T A D O S 

I. ESTABLECIMIENTO DE CONDICIONES PARA CONSTRUIR LAS 
FUSIONES: EL p~:V3 Y SUS MENSAJEROS 

Como ya se ha mencionado, el producto del gene CQQ~ es 
esencial a temperaturas superiores a los 10°C, asi que intentar 
obtener una fusión en el cromosoma no es una alternativa 
funcic•nal. Se di.seña1-eon va1-ias est1-ategias para logra1- la 
in~erción de una secuencia que contuviera la actividad de B
galactosidasa en E9º~ utilizando una cepa mereodiploide. Sin 
embargo, c1Jando las fusio11es se hacen en monocopia (Gross et al., 
19871 la actividad de ~-gal es tan pequeña que tiene que 
detectarse con anticuer·pos anti B-gal. Nosotros deseébamos un 
vehículo manejable y que c•fn;>ci.era f¿,cilidades para medir la 
actividad enzimática. Se resolvió que una fusión en un pl~srnido 
mLAlticopia ten~a ventajas sobre las demás opciones. 

Se solicitó al Dr. Takashi Yura el plásmido pKV3, descrito 
por él en 1985; éste plésmido derivado de pBR322, contiene un 
fragmento del minuto 76 del cromosoma de gL ~Qli y se reportó que 
era capaz de complementar una mutación ámbar en el gene EQQ~ 

(Yu1-2 et ;,;l., 1985). 

Se procedió entonces a elaborar un mapa fino de restricción 
del pKV3 para ubicar los sitios de algunas enzimas importantes, 
EcoRI, HindIII, PstI, EcoRV, Hae III, Hinf I y Hpal. En la figura 
27 se muestra una fotografía con una digestión representativa y 
un esqueme del pKV3. 

El plásmido 
estructural del gene, 
promotor més lejano. 
posición -130 y es 
secuencia de J:El.~t!-

de 4.0 kb contiene toda la 1-egión 
incluyendo su terminador, pero carece del 
El sitio HindIII esta localizado en la 
el límite entre el plésmido pBR322 y la 

Antes de construir la fusión en este plésrnido se probó que 
la transcripción a partir de los promotores clonados fuera 
regulada por calor. 
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Figura 27. El plásmido pKV3 fue construido por Yura, 1985. 
Contiene la secuencia de la región estructural del gene c~g~ y 
tres de los cuatro promotores funcionales. Es un derivado de 
pBR322 y la clonación sustituyó la resistencia a tetraciclina por 
un inserto de 3.0 kb proveniente del minuto 76 del cromosoma. 
Se hizo un mapeo de los sitios de restricción y se muestra un gel 
representativo (acrilamida 6Y.>. Carriles del gel (1) 
pBR322+HaeIII, (2) pKV3+HaeIII, (3) pBR322+HaeIII+HindIII <4> 
pKV3+HaeIII+HindIII (5) pBR322+HpaII, (6) pKV3+HpaII, <?> 
pBR322+HinfI y <B> pKV3+HinfI. 



(,'100 b 

1.100 b 

c:oob 

Figura 28. Experimento tipo Northern para comprobar la expresión 
del plásmido pKV3. Carriles <1> MX614 crecida a 30°C, (2) MX614 
crecida a 42°C, (3) MX614/pKV3 crecida a 30°C, (4) MX614/pKV3 
crecida a 42°C, (5) MX1231 a 30°C, (6) MX1231/pKV3 a 30ºC y (7) 
MX1231/pKV3 a 42°C. 
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Procedimos a reallzar hibridaciones DNA-RNA INorthernl para 
:iverigu.:1)- si se e~~presab21 e• nc:i el gene E.t!C!ti clt•1J21dt1. Se mL1estt·a 
una autoradiografia representativa de los experimentos realizados 
en la figure 28; a partir del pKV3 se puPden sintetizar 3 de los 
CL1at1-c• mens<,je«c•s del gene. Si las e::tr·acc1ont-s de mF:NA se 
reali~aban a dlstlntos tiempos de exposición a 42°C, era claro 
que ]os promotoi·es se inducíar\ er1 Ltna forma depend1.ente del 
calt•r. 

El plésmido pKV3 se utilizó como vehículo pera obtener las 
fusiones pDrque 1> complementab~ una mutación ámb~r, lo que 
indicaba SLt funciton,;ilídacJ, 2> pr•se)¿, promt•tC•i-t?s. inducible pc.,
calor lver figura 281 y 3) no se había comprobado en ese entonces 
la expresión del gene a partir del promotor 1; h~sta ahora~ la 
evidencia apunta haci.a que es con~titutivo. 

FUSIONES ¡:~~t:!:: 1.É!r;;;; EN EL p~'.V8 MEDIADAS POR LOS BACTERIOFAGOS 
Plªt;.Mu 

81-emmel~ e:·t s1 .. , publlc¿:.)-cin en 1980 el diseñe:• dE- un 
vectcir derivt=tdci di:::·l bctct~:1-1óf2gc1 12.mbd~1• que es cap~:: de 
insei-tarse en secuencias t~nto cromosc·m~les corno plasmídicas 
fusionando una secuencia dP 0-gslactoeidasa (llevada por un MudII 
con casi cualquier gene de~~ ~Qli· De esta forma~ infectando una 
bacteria con eete vehículo 1 Pl.~~Mu) era posible construir 
fusione$ génicas qt1e e)·pres~r~n B-gal bajo las órdenes de 
cu~lquier promotor. Estos vectc•res ofrece·n la ventaja de qL1e u11a 
ve= construídaE, las fw~io11es pueden ser transferidas de un~ 

b~cteri~ a otra por merlio de uns trarisducción mediada por lambda 
6 por transformac1ór1, si ls fusión se lleva a cabo en un 
p l.é.s<rd do. 

La cepa MX614/pKV3 fue infectada con los Plª~Mu 3 y 507.3, 
seleccionando ~quellas que daban el fenotipo de inducción a 42ºC 
IAmpR y Lac+ a 30ºC y AmpR y Lac+ a 42ºCl. 

Las cepas seleccionadas nto~traron L(na segregación erróne? 
del plásmido; esto es, cuando se purificaban por estría en cajas 
con indicadores para el fenotipo Lac, se obtenía siempre una 
mezcla de poblaciones: las inducibles y las que perdían la 
inducibilidad~ que eran blancas tanto a 30 como a 42ºC. 

En vari~s ocesiones, cLiando el fenc•tipo quería transferirse 
por tr~nsformación a otras cepas~ también se obtuvieron mezclas 
qLte mc•stl-aban te.do• Lln'i' gama de fenc•tipeos. Al parece·,-, la 
inserción d~l fago se perdía dando origen a plásmidos sin fusión 
D-galactosidasa-u32, y era dependiente de la temperatura. 

Si= ;-ea 1 i zó una 
materiales y métodos> 

mutagénesis directa de los fagos <ver 
pero no se obtuvieron cepas estables. 
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Finalmente, se incubaron cepas inducibles a 42ºC durante 5 
h~ras y fLteron espatuladas en medios selectivos a 30°C, 
haciéndose réplica en cajas de medio Mac Conkey para seleccioanr 
las que aGn conservaban inducibilidad. Se aislaron dos colonias 
inducibles y aparentemente estables, que fueron llamadas 2 y 8. 

Estas presentaban diferencias en cuanto a la intensidad de 
la inducc:iéin, medida hasta este entor1ces por el colo1- de la 
colonia en cajas con medio Mac Conkey a 30ºC y 42°C. Los 
marcadores de AmpR e inducción a 42ºC eran cotransducibles más 
del 90~;. 

Se midió de manera cuantitativa la actividad de la 0-
galactosidasa en respuesta al calor en estas cepas. La primera 
vez, hL1bo qLie esperar 16 hc1ras antes de observar algún cambio de 
color en el tubo de reacción, producido por la hidrólisis del 
ONF'G. 

Procedimos entorices a optiml2ar la medición de ~-

galactc,~idasa~ Probam8~ distintas concentraciones de células, 
cent¡-ifugandc• e.l cultivo "/ resuspend1endo en un vc1lumen menc,l-~ 

Todas las lecturas se hicieron c~n cttltivos en fase e>:ponencial 
temp1-ana y en medio 1-icc1 cDn .:::1mpic1lina. Se:-· ilu~.tra el ejemplo de 
la cepa 2 en 12 figura 29. 

Estanda1-iZé1mC•S también l<.1 CL11-va de t-.idrólisis del ONF'G cc•n 
reEpecto al tiempo, encontrando le fase line~l entre los 30 y 60 
minutos de il1cubaci~·11 a 2e~c cu~ndc· cor1centr¿bamos 20 veces 
(fi.gu1-a 30). 

Como cepa control, fue utilizada la KL16, una bacteria que 
t(ene i.ntacto e1 operón 1ª~ e11 su cromosoma. Esta no mostró 
ninguna inducción con respecto a la temperatura y una actividad 
especifica 2,000 veces más alta que las fusiones <Datos no 
graficados). 

CL1ando se hubieron estandarizado las condiciones, se midió 
actividad de 1-gal en respuesta al aumento en temperatura a 
distintos tiempos. Cultivos de las cepas 2 y 8 se crecieron hasta 
fase exponencial temprana y después fueron incubados a 42°C, se 
tomaron alícuotas a los tiempos O, 5, 10, 20, 40, y 60 minutos 
después del cambio. Las actividades se encuentran graficadas en 
Ja figura 31. 
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Figura 29. Fueron estandarizadas las condiciones para medir a
galactosidasa en las cepas con las fusiones 2 y B. En la gráfica 
A se muestra la absorbancia a 420 nm (producida por la hidrólisis 
del ONPG> en muestras de la cepa 2 c:uando era c:oncentrada 2 CA>, 
5 ( 6 >, 10 C • >, y 15 C O> veces, habiendo crecido a 30°C. 

En la figura 30, un cultivo de 
la cepa 2 fue concentrado 20 veces y se probó la linearidad de la 
reacción de hidrólisis de ONPG con respecto al tiempo de 
inc:ubación a 28°C. Las muestras fueron tomadas a los tiempos O 
( • ), 5 (O ), 10 ( 6), 20 ( Ó ), 40 (e ) y 60 (O ) minutcoS de 
exposición a 42°C. En ambos c:asos, las bacterias crec:ieron en 
medio rico hasta la fase exponencial temprana. 



3 

2 

1 

5 "() 20 40 60 
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Figura 31. Se muestra la inducción de la a-galactosidasa en las 
cepas 2 y 8 en respuesta a un cambio de temperatura, de 30°C a 
42°C. La síntesis relativa de ~-gal se calcula dividiendo la 
cantidad de a-gal a 42ºC entre la obtenida a 30°C. Nl!•tese que 
ambas fusiones se inducen, pero no en la misma magnitud ni al 
mismo tiempo. Los datos son el promedio de dos experimentos. <O l 
Fusión ).p !!l'.~Mu2 y < • l ¡.. p 1ª¡;_Mu8 •. 
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La cepa 8 tiene un máxime de iducción !casi tres veces) a 
les 20 minutos de exposición a 42°C. La número 2 no se induce en 
tal magnitud y su máximo se encuentra a los 10 minutos, para caer 
y volver a aumentar a los 60 minutos del cambio de temperatura. 

Una vez 
la presencia 
es de +-75 
suficientes 
limitante. 
baja !menos 

caracterizadas cinéticamente fue necesario comprebar 
del plásmido con la fusión; el tamaAo del plásmido 

kb, por lo que su purificación en cantidades 
para restricción o transformación se volvía una 

Además, la eficiencia de transformación era sumamente 
de 100 transformantes por ug de DNAI. 

Al probar otros inductores como etanol, se producía lisis en 
el cultivo de las dos cepas: los fagos resultantes daban una 
nueva me=cla de fenotipes. 

Dada la poca utilidad que podían tener éstas fusiones para 
estudios posteriores~ s~ decidió construir otra fusión: por 
inserción dirigida de un casette con actividad enzimática en un 
plásmido multicopia. 
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FUSION rQQ~lll2~~ EN EL Q~~~ POR INSERCION DIRIGIDA 

El pMC1871 <Casadaban, M., 1983> contlene un fragmento de 3 
kb que codifica para la región estructural del gene !2~?• está 
flanqueado por dos sitios de policlonación y puede purificarse 
para t-ealizar unct insercj~111 en ot1-a secueni::ia que haya sidt• 
digerida con alguna enzima que deje extremos compatibles con los 
sitios de lt•S 11 peililinke1-s". 

Este gene no posee ninguna se~al de inicia ni término de la 
transcripción o traducción. 

De acuerdo con el mapa de restricción del pKV3, fue diseAada 
una estrategia para insertar, en fase con el marco de lectur~ de 
CQQ~, el fragmento de 3 kb del pMC1871 con el gene 1§~?· ver la 
figui-to. 32. 

Fue digerido parcialmente el pKV3 con la endonucleasa Pstl 
para obtener el plásmido lineal. Esto se logró realizando L1na 
cinética de digestión a tiempos cortos con cantidades limitantes 
de enzima. Se purificó por electroelución la banda de 4.0 kb y 
fue defosforilada. 

Por otro lado. se obtuvo un fragmento de 3 kb del pMC1871 
digerido con PstI. 

Se transformó la cep¿1 MX61L~ cc.n .1a liga.cié•n y se c•btuvo un 
plásmido cc-o1·, le< inse1·ción espei·ada. Fue ca1·acterizadc• poi
restricción y llamado pCG27 (figura 33). 

La actividad especifica de la a-galactosidasa obtenida a 
partir de ésta fusión genética era muy baja, así que hubo que 
estanda1-izar las condiciones de medicié•n. Una vez lc•gradeo lo 
ante1·icq·, la cepa MX614/pCG27 f•.•e crecida a 30°C en medie• i·ico 
con ampicilina; cuando llegó a fase exponencial temprana se pasó 
a 42ºC y fLteron tomadas alícuotas para medir B-gal a los tiempos 
o, 5, 10, C!O, itO y 60 minutos de indu.c:ciél'l1. 

En la figura 34 puede apreciarse que la fusión tiene un 
comport~miento oscilatorio con respecto al tiempo de incubación a 
42ºC~ Otras fusiones en plásmidos multicopia Ccon galactocinasa, 
por ejemplo) se comportan del modo similar. En la figura 35 se 
grafican tanto el cambio en la actividad específica con distintos 
inductores lpanel 8), así como las variaciones en la cantidad de 
proteína en el cultivo (panel Al. 
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Figura 32. Esquema de construcción de una fusión u32-agal en el 
plásmido pKV3 insertando un fragmento de 3kb del pMC1871 en el 
sitio PstI del pKV3. 
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Figura 33. Estructura del pCG27. Se muestra una digestión 
representativa para comprobar la posición de los sitios de 
restricción. <1> )..+BstEII 1 (e) pCG27+HindIII 1 (3) pCG27+SmaI, 
(4) pCG27+EcoRI, <51pCGe7+PstI, X174+HaeIII, ( 1 pCGe7+BamHI, 
( 1 pCG27+EcoRI+HindlII. 
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Figura 34. A> Una fusión de u32 con galactocinasa tiene una 
inducción oscilatoria con respecto al tiempo de incubación a 
43.5°C CErickson et al 1 1987> < • ). La inducción es mucho menor 
a la de la proteína DnaKl~~n el panel B se muestra que la fusión 
hecha en el pCG27 tiene comportamiento oscilatc•rio y se 
induce en forma similar. C O 1 MX614/pCG27, C • > MX881/pCG27, 
CAG1400/pKP1 ( b ) . 
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Se obtuvo una cinética de inducción 
reportada por Erickson y cols. en 1987 con 
completo de CQQ~ con galactocinasa en un 
(figui-a 34b). 

muy similar a la 
una fusión del gene 
plásmido multicopia 

Sin embargo, la cantidad relativa de O-gal sintetizada a 
42°C/ 30ºC es mayor. SegGn nuestros datos, se induce 2.8 veces a 
los 20 minutos de exposición y no 1.4 veces, como la 
gal actoc i nasa. 

Dado que la de Erickson y la nuestra son fusiones con 
enzimas diferentes, la actividad enzimática en valores absolutos 
puede variar corno consecuencia de los cambios de configuración 
que deben sufrir las en=imas al estar fusionadas con ~32. Pero es 
importante hacer notar que el comportamiento de inducción con 
respecto al tiempo es muy similar. 

Con los datos de cuantificación de ~32 con anticuerpos 
obtenidos por Gross en 1987 (figura 19l, se observa que la fusión 
ne• se inc1-ementa tantc• <2.8 veces vs 12 veces) ni en tan pc•co 
tiempo (20 minL1tos vs 7 minutcis}. Cc•nse\-va, sin embargc1, el 
carácter oscilatorio de la inducción, lo que quiere decir que sí 
están operando los sistemas de control que modulan la cantidad 
y temporalidad de if32, pero no en el mismo grado que sobre la 
proteína silvestre y monocopia. 

Realizamos mediciones de inducción con etanol al 5% a 30ºC y 
los resultados pueden verse en la figura 35b; se observa que hay 
un incremento de actividad con respecto al tiempo de exposición 
al etanol que se mantiene pese a que la síntesis de proteinas 
sufre daAos considerables (figura 35a>. Esto podría indicar que 
también la proteína de fusión es estabilizada en condiciones de 
choque términco, al igual que el u32 <Gross, 1987). 

Cuando la <usión es introducida en una cepa [~~ B=' la 
actividad especifica baja con respecto a una cepa silvestre, no 
asi su comportamiento temporal (figura 361. 

El pCG27 tiene una fusión inducible por los dos más 
estudiados inductores de la respuesta "heat-shock": temperatura y 
etanol; las desviaciones estándar de 4 experimentos hechos por 
separado se sobreponen en los valores de inducción, pero también 
puede observarse que el calor es el inductor más potente de la 
respuesta, siguiéndole el etanol (figura 371. 
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FUSION pCG 27 
Figura 35. La cepa MX614 <silvestre>, fue incubada a 30ºC (O> en 
medio rico hasta fase exponencial temprana. Después de lo cual se 
incubo a 42ºC ( • l 6 se añadió etanol (5% conc. final> ( i:> l. 
Se tomaron alícuotas a los tiempos señalados y se midió la 

cantidad de proteína por mililitro de cultivo [AJ; además, se 
determino la actividad especifica de ~-gal de las mismas 
muestras [BJ. Se muestran los promedios de dos experimentos 
independientes. 
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Se obtuvo una cinética de inducción muy similar a la 
reportada por Ericl~son y cc.Js. ei-1 1987 con una fusié•n del gene 
complete• de C:'1~t! con galactc•ciné•Sa en Lm plásmidc• multicopia 
(figura 34b). 

Sin embargo, la cantidad relativa de A-gal sintetizada a 
42°C/ 30°C es mayor. Según nuestros datos, se induce 2.8 veces a 
los 2C• minutos de exposición y no 1.4 veces~ como la 
galactc•cinasa. 

Dado que la de Eric~son y la nuestra son fusiones con 
enzimas diferentes, la actividad enzimática en valores absolutos 
puede variar corno consecuencia de los cambios de configuración 
que deben sufrir las enzimas al estar fusionadas con u32. Pero es 
importante hacer notar que el comportamiento de inducción con 
respecto al tiempo es muy similar. 

Con los datos de cuantificación de u32 con anticuerpos 
obtenidos por Gross en 1987 (figura 191, se observa que la fusión 
no se incrementa tanto 12.8 veces vs 12 vecesl ni en tan poco 
tiempo (20 rninutc•s vs 7 rninL\tos). Conse\-va, sin embasgc1~ el 
carácter oscilatorio de la inducción, lo que quiere decir que sí 
están operando los sistemas de control que modulan la cantidad 
y temporalidad de u32, pero no en el mismo grado que sobre la 
proteína silvestre y rnonocopia. 

Realizamos mediciones de inducción cc1n etanol al 5X a 30ºC y 
los resultados pueden verse en la figura 35b; se observa que hay 
un incremento de actividad con respecto al tiempo de exposición 
al etanol que se mantiene pese a que la síntesis de proteínas 
sufre daAos considerables (figura 35a). Esto podría indicar que 
también la proteína de fusión es estabilizada en condiciones de 
choque términco, al igual que el u32 <Gross, 19871. 

Cuando la fusión es intrc~ucida en una cepa[~~ B=• la 
actividad específica baja con r~specto a una cepa silvestre, no 
así su comportamiento temporal (figura 361. 

El pCG27 tiene una fusión inducible poi- lc•s dos más 
estudiados inductores de la respuesta "heat-shock": temperatura y 
etanol; las desviaciones estándar de 4 experimentos hechos por 
separado se sobreponen en los valores de inducción, pero también 
puede observarse que el calor es el inductor más potente de la 
respuesta, siguiéndole el etanol (figura 371. 
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Figüra 36. La cepa MX881 es J:.@.¡;_f!-. Cuando la fusión pCG27 se 
introdujo por transformación y se midió actividad de a-gal CBI, se 
observó que la actividad basal era ligeramente menor, y que la 
inducción era más notc•ria que en una cepa silvestre ¡:i:¡!;8± (AJ, aunque 
los valores de actividad especifica eran inferiores. CO > 30°C, 
( • > 42°C. Se muestran valores prc•rnedic• de 4 e;:perimentos. 
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Figura 37. Actividades de la fusión pCG27. 
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No obstante que este plásmido permite estudiar la fisiología 
de la inducción de [gQM• tiene una actividad específica de 0.5 
nmoles ONPG/min/mg de proteína, cantidad muy pequeRa. 

Para aislar mutantes en inducibilidad, se presentan 
dificultades en este plásmido, porque no presenta un fenotipo 
fácilmente detectable en cajas con Xgal. Unicamente cuando se 
incuba por tiempos prolongados logra observarse el color azul 
característico. 

Se decidió construir entonces una fusión que no conservara 
ambos extremos del ~32. 

FUSION cg~tl~~ls~~ EN EL pMC1403 

El pMC1403 ICasadaban, 19831 es un plásmido derivado de 
pBR322, de 10 kb, que tiene clonado parte del operón lª~ de ~i 
fgli· Posee los genes lªfY y lªfB completos; lA~? tiene una 
deleción del inicio de la traducción. Al principio de lAf? se 
encuentra un sitio de policlonación. 

Fue construido el pCG29 según el esquema mostrado 
figura 38. El pKV3 se digirió con las enzimas EcoRI y Hae 
fue electroeluído un fragmento de aproximadamente 240 pb 
contiene la región promotora de rggM, 29 aminoácidos del 
estructural y un fragmento de 29pb del pBR322 (figura 391. 

en la 
II I, 
que 

gene 

La ligación se llevó a cabo con el pMC1403 digerido con 
EcoRI y SmaI, después de defosforilarlo. Se transformó la cepa 
MX614 y se obtuvieron colonias con un fenotipo ligeramente 
inducible a 42°C. 

La construcción correcta fue comprobada por restricción. 

La actividad específica de A-gal de este nuevo plásmido fue 
mil veces más alta que la del pCG27. Se puede observar un aumento 
de actividad en respuesta a un incremento en la temperatLwa, pero 
no es coincidente con la cinética reportada ni con la obtenida 
con el pCG27 (figura 401. 
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Figura 38. Esquema de construcción de la fusión pCG29. Se insertó 
un fragmento de 240 pb al pMC1403 para tener una proteína que ya 
no conservara el extremo carboxilo de u32 y solo muy poco de su 
extremo amino terminal. 
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Dalgrano y 26 aa del extremo amino terminal. 
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Figura 40. Se muestra la actividad especifica de la fusión en el 
pCG29. Es mucho más alta que en el pCG27 y puede observarse una 
inducción especifica a los 10 minutos de incubación a 42ºC (o ), 
también se induce con etanol ( • ), y la actividad basal a 30°C A 
es elevada. Se muestran datos de 4 experimentos. A los 20 
minutos a 42°C, la actividad decrece. 
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Se c•bserva 
exposición a 42°C, 
los 60 minutc•s. 

un aumento drástico a los 10 minutos de 
pero después decrece para volver a aumentar a 

Desde luego, hay más actividad de a-gal con los inductores 
de "heat-shc·ck" que sin el lc•s, pe1-o el comportamiento tempoi-al 
de la inducción no es el mismo. 

Vale la pena preguntarse, por otro lado, si el incremento en 
la actividad basal de la fusión se debe a que ya no posee las 
secuencias de CQQ~ que afectaban la actividad enzimática en el 
pCG27 ó si ya no conserva los sitios de regulación 
postraduccional de la proteína u32, por lo tanto, su vida media 
es distinta y tal vez, su activación (si ésta existe). 

Analizando el comportamiento de ésta fusión cabe preguntarse 
si el control transcripcional que se ejerce a nivel de los 
promotores del gene CQQ~ es el responsable de la cantidad de 
u32 cuando hay un choque calórico, o si es un control 
traduccional o de proteólisis el más importante. 

La fusión hecha en el pCG29 puede utilizarse para estudios 
que involucren el aislamiento de mutantes: su gran actividad 
especifica permite que éstas sean fáciles de identificar por el 
color de las colonias a que da origen en un medio con Xgal. 

Decidimos mutagenizar la región promotora y los primeros 
aminoácidos de CQQ~ clonados en el pCG29 según la estrategia 
descrita en la sección de materiales y métodos y mostrada en la 
figui-o;. 41. 
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MUTAGENESIS DE LA REGION REGULADORA DE C~Q~ EN EL pCG29 

Lo primero que se realizó fue tratar al pCG29 con 0.5M de 
hidroxilamina a 75°C durante 30 minutos y transformar a la cepa 
MCl. 061. Se selecciona ron 1 as bacte1- i as que pres.entaban Ltn 

fenotipo anormal de inducción en cajas cc•n medio n1inimc1 con Xgal 
a 30°C y 42ºC. Las mutaciones aisladas de ésta manera podian 
estar en cualquier parte del plásmido, así que se decidió 
subclonar el fragmento de 240 pb que contenía los promotores y 
las primeras bases del gene C~Qtl cortando con las enzimas Eco RI 
y BamHI el plásmido mutado, y ligando con un pMC1403 completamente 
silvestre cortado con las mismas enzimas~ para aislar solamente 
aquellas mutaciones que estuvieran en la región reguladora. Esta 
segunda transformación se hizo en la MX614. 

Fueron seleccionadas 4 mutantes qLte presentaban Ll!l fencitipo 
de actividad muy disminuida y no inducible por calor; una de 
ellas tenía una ligera inducción con etanol. 

Pueden verse en la figura 42 las actividades enzimáticas de 
las cuatro mutantes, que fueron llamadas pCG292, pCG297, pCG2912 
y pCG29l4. Resalta claramente la muy baja actividad específica 
que presentan~ comparadas con al plásmidc• silvestre <de+- 1000 a 
5 ó menos nmoles de ONPg/min/mg de proteína). Además es claro que 
sólo la mutante pCG297 presenta una inducción con calor superior 
a la inducción con etanol. Las demá~ han dejado de inducirse por 
calor y sólo aunientan SL! activided cuandcr se trata a las células 
con etanol al 5%. 

Hay que h~cer notBr, ademés, que 12 sinte~is basal de a
galactc•sidasa, que normalmente se incrementa al aumentar la 
densidad celular CpCG27 y pCG291, no sufre en estas mutantes, 
ning0n cambio significativo. 

Los fragmentos de 240 pb fueron clonados en el plásmido pTZ 
18R, digiriendo el pMC1403 con Eco RI y Bam HI; el pTZ 18R se 
digirió con las mismas enzimas. 

Cada fragmento fue secuenciado por el metodo de Sanger 
(descrito someramente en la sección de materiales y métodos). 

Ninguna de las mutantes tenía cambios en la zona de C~Q~ que 
secuenciamos (figura 431. 
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Figura 41. Estrategia de mutagénesis con hidroxilamina de la zona 
de promotores y primeros aminoécidos de CHQ~. Se incuba el pCG29 
con hidroxilamina y se transforma la cepa MC1061; se seleccionan 
mutantes que son digeridas con EcoRI y BamHI para reconstituir el 
fragmento de 240 pb en un pMC1403 que no haya sido mutagenizado. 
Las bacterias resultantes, deben contener mutaciones en la región 
de interés. 
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Figura 42. Fueron obtenidas 4 mutantes por tratamiento con 
hidoxilamina. Todas tienen una actividad baja comparada con la 
observada en la fusión silvestre. Sin embargo, es posible 
observar una inducción diferencial de la actividad en respuesta a 
calor y etanol 5X. ( • ) 30°C, ( tJ. ) 42°C, (O ) etancol 5X. Es 
observable que cuando aumenta el tiempo de incubación a 30°C no 
se manifiesta un aumento en la actividad basal, como en el caso 
de las fusiones pCG27 y pCG29. El pCG28 es una mutación 
espontánea. 
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Figura 43. Fueron clonados los fragmentos de 240 pb en el pTZ 18R 
para su secuencia. En la fotografía se muestra un gel 
representativo de secuencia. No se encontró ninguna mutación en 
la zona secuenciada de las mutantes. 
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EL PLASMIDO pCG28 Y LA CEPA MX1231: LA TRADUCCION DURANTE 
UN CHOQUE TERMICO 

~iLD-g 1 ó E-n E":::. tos e;:pe·c imentos un2. mut r~.c iClil espeintánee, ~ que 
fue sec1.1enci~da (figLtr~ 44\~ h2Jl~ndose que es una inserción de 
211 pb, que interrumpe el codón 26 del gene ~QQ~ clonado en el 
pCG29 y que tien~ un codón sjn ser1tido (LIGA>~ E~te plásmido no es 
inducible po}- che.que caló1-icei~ pei·c~ sí po)- etE1nc1l (fl.guras 42 y 
'i5). 
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EcoRI HindIII 
5'TTCTCATGTTTGACAGCTTATCATCGATAAAGCTTGCATTGAACTTGTGGATAAAATCACGGT 

>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>)·----------------------------------

CTGATAAAACAGTGAATGATAACCTCGTTGCTCTTAAGCTCTGGCACAGTTTGTTGCTACCACTG 

EcoRV 
AAGCGCAGAAGATATCGATTGAGAGGATTTGA 

+1 
ATG ACT GAC AAA ATG CAA AGT TTA 

GCT TTA GCC CCA GTT GGC AAC CTG GAT TCC TAC ATC CGG GCA GCT AAC 

GCG TGG CCa cea ttt cga ctt cat cct ggt taa acc agc cea gac gct 

gct tgg ttt tac gag gtt gaa gaa cag ttt gcg ctg cgc ttt ggt ggt 

cgc aac ttt gac gat acg cea gtt acg acg aac gat tcg tgg ate tct 

*** 
gct ttg ate cag tga acc ggc gaa gga gac cea ggc gca cae cae tcg 

BamHI 
gtg aaa cgg cgc act gct tea cag ggG ATC CTC CAG CAA 3' 

Figura 44. Fue secuenciada la región de control y los primeros 
aminoácidos de lª~~ de la fusión pCG28. Esta es una mutación 
espontánea del pCG29 hacia una actividad enzimática baja. La 
mutación consiste en una inserción de 211 pb <mostrados aquí en 
letras minúsculas>, que interrumpe el cod6n ~26 del gene CQQ~ 
(mostrado en la secuencia seAalada(---l. La secuencia muestra que 
hay un codón ópalo <***) antes de llegar a los aminoácidos 
iniciales de la 1-galactosidasa < .•.. ). Se seAalan los sitios de 
restricción de algunas enzimas importantes para la subclonación 
del fragmento. También se obtuvo la secuencia de una pequeAa 
porción del pMC1403 ()))). 
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llIID 42ºC 
!Z1 etOH 5°4 

MINUTOS IESPUES DE LA INDlXCICN 
MX6'14/ pCG28 

Figura 45. El pCG28 muestra un aumento de actividad enzimática 
cuando la bacteria es expuesta al etanol, pero no al calor. 
Si suponemos que la inducción aparente es por supresión 
fenotipica del codón ópalo, es obvio que a 42ºC no se lleva a 
cabo. Datos de tres experimentos independientes. 
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El pCG28 es un monitor sencillo de usar para medir por 
actividad en:imática, la supresión fenotípica ocasionada por 
distintos agentes. Anali:ando el comportamiento de este plásmido 
mutante, parece que el choque calórico no induce errores en la 
lectura del código genético, ya que no hay aumento de a-gal 
cuando se transfiere de 30 a 42°C. 

Gorini et al., en 1967 reportaron el "enmascaramiento 
fenotípico" de codones ámbar cuando se aAadía etanol a un cultivo 
de bacterias. 

El hecho de que a 42ºC no hay supresión fenotípica es 
sugerido no solamente por el comportamiento del pCG28, que no se 
induce, sino también por el estudio de una mutante ámbar en cae~. 
Esta cepa fue aislada por Yura 119861 y se llama KY1924. 

En el labnratorio. fue realizada la siguiente transducción: 

Pl<KY1429l x MX1230 ---~Asd+ CtsJ 

para tener la mutación cae~~ en el fondo genético de la MX614, 
nuestra cepa silvestre. A esta nueva cepa se le llamó MX1231. 

La mutación ts-6 de Yura es una mutación puntual en el 
codón número 75 del gene cae~. Cambia el codón para el 

aminoácido glutamina CAG por el codón ámbar, UAG. 

Aunque se ha reportado que las bacterias con una deleción de 
cge~ no pueden vivir a temperaturas superiores a 10°C, la MX1231 
crece igual que una silvestre a 30°C. Sin embargo, cuando se ha 
crecido hasta fase exponencial temprana y se le da un choque 
calórico a 42°C, la cepa sufre lisis celular dos horas después 
del cambio de temperatura (figura 46). 

Cuando se 
presumiblemente 
fenotípicamente, 
codón ópalo en el 

aAade etanol, no hay 
porque el codón ámbar 

de la misma manera como ocurre 
pCG28. 

lisis celular, 
es suprimidc• 

la supresión del 

Aparentemente, 
como para permitir 
actividad de O-gal en 
que no hay supresión 
y no hay ~32 para que 

hay suficiente supresión fenotípica a 30ºC 
que la MX1231 sobreviva y para detectar 
el pCG28. Sin embargo, a 42ºC es evidente 
del codón ópalo (baja actividad de A-gal) 

la mutante evite la lisis. 

115 



CEPA MX&14 (w.t.) 
500 O 30"C 

e 42"C 
ti. e!Q-f 4% 

400 
• e!Q-f 6% 
O e!OH 10"llo 

300 

200 

1--
1-- 100 w 
__¡ 
::.e 
(/) 

w CEPA MX1231 (rpoW) 
Cl 
<{ 

500 

Cl 

z 
::::> 

400 

300 

200 

TIEMPO (h) 

Figura 46. Cuando una cepa con un codón ámbar en CHQ~ CMX1231l es 
expuesta al calor, sufre lisis celular a las dos horas del cambio 
de temperatura. No así con etanol en varias concentraciones. Se 
muestran curvas de crecimiento y la flecha indica cuando se 
pasaron de 30º a 42ºC las bacterias ó cuando se aAadió etanol. 
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COMPLEMENTACION DE LA MX1231 

Esta mutante no es complementada por el plásmido pKV3 
(figura 47). 

Cuando se transforma la cepa MX1231 con el plásmido pKV3, en 
medio LB con ampicilina a 30ºC crece igual que una cepa 
silvestre. A pesar de tener clonado en multicopia el gene para el 
a32, un gene que es expresado 1 por lo menos se produce mensajero 
y las fusiones en él se expresan), la bacteria sufre lisis 
celular después de dos horas a 42°C, como si no lo tuviera. Estos 
resultados no son iguales a los reportados por Yura en 1985. La 
forma en que estos investigadores midieron complementación fue 
por cuenta viable a 30ºC después de un choque de una hora a 42ºC; 
nosotros realizamos una curva de crecimiento y al parecer, a 
largo plazo, el a 32 sintetizado a partir del plásmido no puede 
contender con el aumento en la temperatura. 

Una bacteria silvestre IMX614> no sufre ninguna alteración 
aparente por la presencia del plásmido. 

Como el pKV3 no lleva toda la región reguladora del gene 
reQ~ (recordemos que falta el promotor más lejano), podría 
pensal-se que el prc•mc•tcq- l juega un p2pel esencial en la síntesis 
de a32 y, por tanto, en la respuesta al calor. Pero también es 
posible que la mutación cromosom2l sea dominante sobre el genE 
silvestce. 

Fueron clc•n2dos los dos genes completos, 
MX614 c~mo el de la MX1231. 

de la 

La clonsción se realiz~, utilizandc• el mapa físico del 
cromosoma de g~ SQ!i publicado por Kohara et al. en 1988. Están 
mapeados los sitios de 6 enzimas de restricción en todo el cromosoma 
de la bacteria, así que pudimos localizar un fragmento de 10 kb 
que contiene tc•do el gene CJ!.Q.li• parte del gene ft;;,~ y tc•do 
e 1 gene liYJ. 

Este fragmento se obtiene al digerir todo el DNA cromosomal 
con la enzima Eco RI. Decidimo5 clonarlo en el sitio Eco RI del 
pTZ 18R. 

P1-imerc•, se e~:tr2jc• DNA crc•rnosc•mal de l;;s cepas MX614 y 
MX1231, que fue digerido con EcoRI.La digestión se corrió en un 
gel de agarosa al 1X junto con un marcador de peso molecular. 
Fueron electroeluídos los fragmentos que tenían un tama~o de 8 y 
11 kb. 
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Figura 47. Curvas de crecimiento de las cepas MX614 C4B.1l y de 
la MX1231 (48.21. Crecidas a 30ºC <gráficas del lado derecho) ó a 
42ºC (gráficas del lado izquierdo> hasta la fase exponencial 
temprana, donde el cultivo fue dividido en dos partes: una que 
siguió creciendo a 30ºC <->y otra que se incubó a 42°C <--->. 
Los precultivos se incubaron a 30 o 42 según el experimento y el 
cambio de temperatura está señalado por la flecha negra. 
Se analizaron cepas sin transformar CAi, transformadas con el 
pBR322 CBI y transformadas con el pKV3 ce>. Nótese que la mutante 
MX1231 sufre una lisis después del choque pero crecen revertantes 
ó supresoras que son termorresistentes. 

El pKV3 no complementa la mutación, no conocemos la 
naturaleza de la dominancia del fenotipo mutante sobre el 
silvestre. 
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~ste DNA se ligó con pTZ lBR digerido con la misma enzima y 
defosfcq-ilado cc•n BAF'. Se t1-ansfc•rmó 1<1 cepa JM103, selE·ccion¿,ndc· 
las colonias blancas Amp r en medio con Xgal, a 30°C. 

Fuerc:•n obtcriida~·- alr-E·dedc.1- de 1 ~(11)(1 colonias blancas po1· 

cada minibiblioteca. Las transfc•rn,antes se agrt,paron en conjuntos 
de 10 colonias cada uno y se hicieron ext\-accio11es de plésmidD 
(mi nip;-ep~. l. 

Los plásmidos se gotearon en nitrocelulosa y se reali=ó ur1a 
hibridación DNA-DNA ISouthern 1975) utilizando como zonda el fragmento 
Hind 111- F'vu II del pVV3. En la figura 48a se muestra un filtro 
representativo con muestras de plásmidos de las minibibliatecas. 

Fueron seleccir•nados 2 lcites pGsitivos y se extraje• plésmido 
nue.vamE·nte pa¡-a ,-epet]\- la hlb1-idación que e obsel-VB. en la figura 
48b. En un gel de C\g¿H-c.isa ~ éstcis plésmidos muest\-an un gra·n 
tRma~o~ a~n no t\a11 sido digeridos. 

Se t\·ansfc.rmaron las cepas MX614 y MX1231 con lcrs plásmidos 
que l lE\'i".n el gEne r:¡:i.9!:_i "ll'/est;-e <pF:POHJ \ '¡' ITIL\te.nte <pF:F'Ol-\2); 
f'ue\-on p2¡··::t-12td:--1s E·n LB con é1mpicilina c:t 30ºC y 42°C. Los 
resultados se encuent¡-an en la tabla VIII. 

CF:EC I MIENTO 

e E p A PLl"1SMIDO 30ºC L>2ºC 

MX614 + -~ 

MX1231 + 

MX614 pf<V3 + + 

MX1231 pf<'!3 + 

MX614 pRF'OH1 + +-

MX1231 pRPDHl + 

MX61tt pRPOH2 + + 

MXJ.231 pRPOH2 + 
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Figura 48. Al Se construyeron minibibliotecas con los fragmentos 
de 8-11 kb del genoma total de la MX614 y la MX1231 digeridos con 
la enzima Ecc·RI. Para detectar las transformantes que llevaran 
el gene ce2~ completo, se realizó una hibridación Southern de 
lotes de 10 transformantes cada uno. 
BI Cuando se hubieron identificado lotes positivos, se repitió la 
hibridación para encontrar clonas individuales con los plásmidos 
deseados. Se obtuvieron los plásmidos pRPOHl, con el gene 
silvestre y el pRPOH2, con el mutante. 
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Esto perece indicar que Ja muta~ión que tiene la MX1231 es 
domina11te sDbre el gene silvestre, aón cuand~ presumiblemente se 
encuentre completo. 

C~be hacer ncitc11~ que la cepa M>'.614 cc1n el plásmjdo silvest1-e 
no crece muy bien ~ 42ºC; no con0cemos el ~f~cto que pueda t~ner 
CeQ~ en multicopia cor1 todos sus promcrtores fL111ciori~les clonados. 

Decidimo~ proba~ ~i la mLttac1ón era don1i11ar1te también sobre 
un;; sc•le>. cc•pia del gene r::r;;~.:t!• i 11t1-e<duciendc• por cco11jugaci6n un F' 
con la región del minuto 76 del C)"Gn1osom~. 

La cep2 KL708 lleva un ep1se<ma IVLF41l que entre otros, 
lleva 10s genes rQQ~ y ªrg§. Pa1-2 e~tar segLtros de qt1e el episoma 
se encue·nti-a en lr.'."is cepas trc1nsconjugantes, se ut i 1 izan cepas 
A1-g-, a~í el ep1~c1m2 complement¿4 la mutac:1é•11 dandcr el fenc•tipc1 
Arg+. 

A p2·i"ti1- de l?. cepc' MX971 (S!_'C_g§) ce.. puE·der1 c.cinstruíl-
haciendo J~ sJgul~nte transducción negativa: 

F'l (MX971) >: MU231 -----> Arg-, [ ts] 

Para evitar este past•• 
t¡-a;1~ducc i cines: 

se decidió reali~ar las siguientes 

F'l (Cf',G!2153) :: MX97l ------) Tet r [Arg-J \MX1084) 

F'l(MXl.084> :: MXl231 ----> Tet 1- CAi-g--, tsJ (MX1301l 

Después se hizo la siguiente cc1njuaaci~n: 

VL708,. MX1301 ---------> A.-g+, Tet 1- C30°CJ 

kL708 " MX108'< ------> Ai-g+. Tet r [30°CJ 

Cuando las exconjugar1tes se parcharon a 30° y 42ºC~ todas 
resultaron ser termosensibles. Los controles de las cepas sin 
conjugar, eran Arg-, pero termosensiblas t2mbién. 

123 



No sabemos cual sea la relación entre la resistencia a 
tetraciclina y la termosensibilidad, pero es un evento altamente 
reproducible, incluso con cepas que tienen un TnlO insertado en 
otras partes del cromosoma. 

A la fecha, se realizan los preparativos para realizar la 
transducción negativa seAalada anteriormente y poder efectuar la 
conjugación. 
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D I S C U S I O N 

La variedad de tratamientos cerne un incremente en la 
temperatura, etanol, infección por fagos y otros que inducen la 
e}:p1-esión de las p1-oteinas de "heat-shc•ck sugie1-e que es pc•sible 
disparar la respuesta por distintos mecanismos, resultando en una 
transcripción incrementade de uno o más promotores de C2Q~. 

Este efecto es C•bservab le en e>:pei- i noentc•s de Morthern y 
mapeo por 51. ~QQH es una unidad tr~nscripcional como hay pocas 
en \;_,_ f!:'.!li: 

11 El promotor IPll y el prometer 4 IF~I se transcriben 
por lT70 i·n vi ti-o; no asi el p•oniotor 3 <P31 <Erickson et al. 19871. 

21 Después de un aumento en la temperatura, el nivel de 
transcrito se incrementa con P2 y P3 alimentándose mucho més qtJe 
lc•s C•t1-os IE1-icksc0n et al, 1987). 

31 La p,-oteina Dna A que está involucrada en iniciación de la 
replicación del DN>'i 1-egula la e>'.p1-esi ón de P3 y P4 (~J2.i;g et al., 
l.989). 

La trBnscripción diferencial de los genes es~ como ya 
revisarncis, una de las estrategia~ más utilizadas parB regL1lar su 
e>:presión. Sin embargo, ne• es la ónica. 

Al construir fusiones genéticas ~eQ~==lfil~~ utilizando los 
bacteriéifa.gc1s :l...p1.§:,f;Mu, c1btLr-1imc•s deis fusione=-s que se ccimport:a.ban 
de manera distinta en cuant0 a su activid~d específ ics. Esto fue 
explicAdo suponiendo qLle las fusiones se enconti-aban a distintos 
niveles del gene y que la enzima tenía conformaciones diferentes. 
Sin embargo, también eran distintas en su inducción temporal. 

Con la fusión en el pCG27, que tiene intervenido el gene 
[QQ~ con el gene 1ª~~ construimos une proteína que conserva tanto 
el extremo amino como el carboxilo de u32. La actividad 
especifica es baja y suponemos que se debe a la configuración del 
pclipéptido hibrido. Este plásmido tiene una inducción máxima a los 
20 minutos de exposición a los inductores de la respuesta calórica, 
al igual qL\e la fL1si~·n °)..PlS!~Mu 8. 

Liberada del extremo carboxilo pero conservando el extremo 
amino 126 aal, la fusión en el pCG29 tiene una enorme actividad 
específica pero un méximo de inducción al mismo tiempo que la 
')..Pl§fMU 2 (10 mi.nutos). 
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Si las fusiones pCG27 y pCG29 difirieran en su actividad 
enzimática pera fueran iguales en su cinética de inducción, 
podría pensarse que está aperando el control transcripcional del gene, 
parque ambas fusiones están baja el control de la misma región 
regulatoria. 

Pero no solo son distintas en cuanto ~ su actividad, sino 
que también en su inducción temporal. Esta puede indicar que en 
el control de la cantidad de u32 pueden intervenir secuencias de 
la propia proteina, alterando, por ejempla, su vida media. 

Mientras muchos genes de g~ ~eli se regulan a niveles 
transcripcianales y traduccionales, muchas de las proteínas 
hechas coma resultado de esa inducción y represión son por si 
mismas estables (Mc·steller. R. D.,1980; Pine, 1970) y sc•lC• se 
pierden en la célula por dilución durante el crecimiento celular. 

Un peque~o grupo de proteínas, sin embargo, 1> pueden ser 
degradadas más rápidamente bajo ciertas circunstancias o 2> son 
inestables pc•r naturaleza <con vidas medias inferiores al tiempo 
de doblaje de las célula). En el primer ceso, la regulación de la 
deg1·adación pLtede ser un buen "s1•1itch" regL1letc•ric• pa1·a l¿, 
célL1la. En el segundo caso, el alto nivel de rece1mbio 
constitutivo indica que la regulación a nivel de la síntesis 
puede cambiar rápidamente los niveles de proteína . 

Estas dos posibilidades no son excluyentes: las prote~nas 

inestables pueden ser estabilizadas en ciertas condiciones. 

El gene leo codifica para una proteína de choque térmico 
cuya e>:presióT1 aumenta a 42°C. Las células que nci inducen 11 heeit
shoc~~11 son deficientes en proteólisis. 

El hallazgo de que el producto de CQe~ es por 
inestable sugiere que esa inestabilidad puede ayudar a 
las cantidades funcionales de RpaH. 

sí mismc1 
limjtar 

El u32 no se estabiliza en mutantes Lon-, lo que indica que 
su proteólisis debe estar mediada por una prcteasa diferente. 

Se piensa que el cheque calórico puede inducir además de 
Lon, otras proteasas, una de las cuales debe ser la encargada de 
degradar al u 32. 
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Las secuencias de [RQH Ltnidas a A-gal podrían cambiar la 
estructura tridimensional de tal manera que la fusión fuera más o 
menos sensible e la proteasa específica de a32. Si esto fuera 
cierto, e1:istiría un sistema de proteasas que también fuera 
inducido diferencialmente: una a los 10 minutos, que fuera la 
encargada de degradar a la fusión del pCG29, para que no sigLtiera 
aumentando· y otra a los 20 minutos, encargada de degradar a la 
fusión pCG27. 

Estas prateasas deberían tener una inducción periódica 
también, dado que el pCG27 aumenta de nuevo a los 60 minutas, al 
igual que el pCG29. 

De ser verdad lo anterior, uno de los blancas de los 
inductores de la respuesta pudiera ser este sistema protealítico; 
y la cantidad de u32 en condiciones normales dentro de la célula 
sería modulado por una degradación eficiente en ciertos tiempos 
cr~ticos. 

Un tercer mecanismo que podría intervenir en la cantidad de 
a32 dentro de la célula podría actuar a nivel de la traducción. 

Lc1 s mens~jerc•s producidos provenientes de los distintos 
promotores, podrían ser diferencialmente traducidos en casos de 
estrés. Lo anterior estaría mediado por las secuencias líder de 
los mRNAs; recordemos que, por ejemplo el Pl lleva una región 
líder de por lo menos 200 pb con una estructura probable de 
tallo-as? (ver introdt1cción). Por otro lado, mL1chos indttctores 
de la respuesta actGan a nivel de la traducción: análogas de 
aminoácidos, puromicina, etenol, etc., pueden afectar la 
fidelidad; probablemente también puedan modificar al ribosoma 
para traducir preferencialmente algunos mensajeros. 

El interé• 
hidroxilamina 
afectadas en 
encontraban. 

en lo anterior nos.llevó'a la mutagénesis con 
de la fusión pCG29 para encontrar mutantes 

inducibilidad y caracterizar el sitio donde se 

No obtuvimos ninguna 
mutantes <que deben estar 
de la ~-galactosidasa) 

diferencial, par lo menas 

mutación en la región 
en alguna parte de la 
tienen. un fenotipo 
con etanol y calor. 
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El hPcho de que mutaciones 
parezcan afectadas en su regulación 
la parte amino terminal del u32 
regulación temporal de la respuesta. 

en una región estructural 
nos hace pensar que tal vez 

tiene alg8n papel en la 

El nivel t1-aducci onal de cr•nt1-ol de la respL1esta ne• está 
bien conocido en general, ni descrito para u32 en particular. 

TrabaJO con la mutante MX1231, con un codón ámbar en el 
aminoácido 75 de CeQ~ y con el pCG28, una fusión ~-gal con un 
codón ópalo, hacen relexionar sobre el papel que juega el aparato 
traduccional en la respuesta al etanol, por ejemplo. 

Independientemente de lo que el solvente hag~ a nivel 
membrana], tiene un blanco observable en la estructura ribosomal, 
dando como consecuencia que baje la fidelidad de la lectura del 
códi.go genE>ticc•. 

Por otro ladci, dad~s las dimensiones del ribosoma y los 
complejos agregados que· ·forma para traducir Cpolisomas), un 
cambie• en la tempe1·etur·2 pc.1d1-í~1 ser sensado po}- él. Al parece¡· 
lver gráfica con la actividad del pCG28!, el choque térmico no 
provoca infidelidad de lectura del código. El etanol, sí lo hace. 

Si un cambie• en 12 tempe1-atL1r2. modifica el arregle• de los 
ribosomas. no es relaj3ndo Bl sist.ema, perc• puede hacerlo de 
otras maneras, por ejemplo, las bacterias sensibles a 
tetracicllna en presencia de dosis muy bajas del antibiótico 12-5 
t1g/rr1}) scin més se·nsibles a 42ºC que a 30ºC (datos no mostrado~). 
Desafortunadamente~ probar que la maquinaria traduccional es 
blanco directo del choque calórico no es sencillo, ya que los 
antibióticos y solventes que lo afectan, act8an también a nivel de 
membrana plasmática, o sobre algunas vías metabólicas 
di1-ectamente. 

LA SE~AL INTRACELULAR DE LA RESPUESTA. 

El pensar que una proteína específica pudiera ser la se~al 
para aumentar la cantidad de u32 es factible, dado que la fusión 
multicopia no es inducible a los mismos niveles que la proteína u 
32 medida por aticuerpos específicos. Se puede suponer que se 
está titulando una proteína responsable de la inducción de cgQ~· 
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Para estudiar esta posibilidad, las fusiones CQQ~::lA~~ 
construidas serian útiles porque podría intentarse una 
mutagénesis generalizada de la bacteria que afectara la síntesis 
de a-gal. Seria fácilmente detectable por crecimiento en cajas 
con X-gal. El uso futuro de las fusiones genéticas abrirá 
seguramente nuevas interrogantes. 

Vale la pena seAalar que durante la redacción de esta tesis, 
Wang , Kaguni, 119891 publicaron un estudio donde se reporta la 
purificación de una nueva holoenzima de la RNA polimerasa; esta 
especie molecular tiene unida una nueva subunidad sigma de un 
peso molecular de 24,000 d. Esta podría ser la proteína que 
estamos titulando cuando se introduce un plásmido multicopia. 

La subunidad a 24 es capa= de unirse a la RNA polimerasa e 
iniciar la transcripción a partir del promotor 3 del gene CQQ~ de 
w,a manera especifica. 51 recordamos que el P3 es inducible solo 
cuando la bacteria es incubada a 42ºC y después de 10 minutos, es 
sencillo d~rse cuenta de la i1npc1rtar1cia del hallazgo. 

Col1 la descripción de este nuevo ~, vuelve a tomarse el 
control transcripcional como uno de los más importantes en la 
inducción del gene. 

Sin embargo, nuestros datos y los de Nagai 119891 apoyan la 
idea de que secuencias dentro de la propia proteína pueden 
regular la cantidad de a32 funcional dentro de la célula. La 
ind11cción 2 nivel de una traducción diferencial o más rápida, de una 
estabili~ación de la prciteina o incluso de una activación del 
polipéptido podría explicar que la inducción fuera tan inmediata 
después de un choque calórico. 

Se aprecia que la regulación del a 32 es mucho más compleja 
de lo que se puede pensar. No es extra~o, ya que se trata de un 
polipéptido que debe ser blanco de muchas se~ales. Un gene que 
modifica su actividad por superenrrollamiento, dependiendo de una 
proteína que controla la división celular, que se induce con la 
respuest~ estricta, del cual son 2intetizados ~ mensajeros con 
regiones líderes que van desde 9 hasta 200 pb , cuya proteína es 
específicamente estabilizada a alta temperatura, y además tiene 
una subunidad sigme específica para une• de sus promotores nos 
está mostrando que hay suficientes puntos donde pueden actuar 
cada uno de los inductores afectando de manera distinta la 
concentración efectiva de ~32 e inducir, por tanto, la respuesta 
calórica. 
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Un sistema como el descrito coloca a la se~al intracelular 
como distinta según el estimulo ambiental, el blanco puede ser 
cualquier nivel que afecte a plazo largo, medio o corto la 
cantidad de u32 en la bacteria. 

Trabajo muy interesante sería el encontrar mutantes 
afectadas en la respuesta a un solo agente Inductor. Tal vez las 
mutaciones no se encuentren en la región regulatoria !como 
sucedió con las mutantes aisaladas en este trabajo>, pero podría 
caracterizarse el sitio donde estuvieran para dar mayor 
información respecto al mecanismo de regulación. 
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CRONOLOGIA DE LA RESPUESTA CAf.ORICA EN ~L ~Rli 

1963. Ritossa describe que en respuesta a un cambiD de 
temperatura (de 25 a 32ºCl hay una formación de puffs en ciertas 
zonas especificas de los cromosomas politénicos de D~ 

mm!an2ga~i§C·• los correlaciona con una sintesis incrementada de 
RNA. 

1969. Bridges descubre 
desoxirribonucleico cambia 
radiación ultravioleta. 

que al calentar el 
su densidad igualmente 

ácido 
que con 

1974. Tissiéres y cols. describen la inducción de proteínas 
especificas en respuesta al heat-shock en D. melanogaster. 

1975. Una mutación temosensible lk1651 que afectaba la sintesis 
de muchas proteínas de E~ ~Rli• es descrita por Cooper y 
Ruettinger; el que una sola mutación ocasionara que dejaran de 
expresarse tantas proteínas daba indicios de que el gene mutado 
tenía un efecto pleiotrópico. 

1980. Hightower demuestra que en cultivo de tejidos animales la 
respuesta al calor es igual a la observada cuando se aAadian 
análogos de aminoácidos y puromicina. 

1980. Haciendo geles tipo O'Farrel se descubre que hay una 
síntesis de proteínas específicas en E~ ~Q!l en respuesta a un 
cambio de temperatura, Yamamori y Yura, en ese 
mismo estudio, dan evidencia del control transcripcional de la 
inducción e identifican algunas proteínas. 

1981. Complementando con un banco genómico a la mutante k165 de 
Cooper y Ruettinger, Neidhardt y Van Bogelen 
describen un gene que codifica para el regulador positivo de las 
proteínas inducibles por calor. Se le denomina biQB por las 
iniciales en inglés de high temperature protein. 

1982. Minton y colaboradores describen una estabilización de 
proteínas inestables lD YliCR cua~do son incubadas en presencia 
de las proteínas de heat-shock, es el primer indicio de su 
posible función en la célula. 
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1982. Di Domenico y colaboradores, estudiando el fenómeno en QL 
ID§1.1HJQ9E§:\!§!:, encLlentran que la respuesta a 1 cal C:•r está regulada 
a nivel transcripcional y postranscripcional. Se utiliza por 
primera vez el té1-mino de "heat-shc:•ck response" y las proteínas 
inducidas son llamadas HSP's. 

1982. Yamamori y Yura localizan la mutación k165 
entre los minutos 63 y 76 del cromosoma bacteriano; demuestran la 
correlación entre el aumento del mRNA y la proteína GroE inducida 
por calor; localizan en un gel de doble dimensión al producto del 
gene b.:l!HB y demuestran que la exposición de l~s bacterias a 42ºC 
tiene un efecto protector contra la muerte por calor,a 55°C. 

1983. Neidhardt en geles de doble dimensión identifica 
y nombra a 13 polipéptidos producidos específicamente a 
temperatura alta. Se define el regulón HTP en g~ ~Q!i· Clona el 
gene b.:l!HB• lo expresa y es calculado un tamaAo de 33 000 d para 
la proteína codificada por éste IF33.41. 

1983. Hall propone llamar a las proteínas de "heat-
shock" simplemente proteínas de estrés, ya que en los estudios 
que realiza, hay una gran cantidad de compuestos que inducen la 
respuesta además del calor. Esta idea se generalizó pronto. 

1983. Smith y N~idhardt proponen el término 
de estimulón para definir los genes inducibles por un estímulo 
ambiental determinado¡ en un trabajo con proteínas inducibles por 
aerobiosis y anaerobiosis. 

1983. Lee y colaboradores proponen que moléculas pequeAas como 
nucleótidos tetrafosfatados pueden funcionar como alarmones del 
sistema HTP y de otros que pudieran involucrar la formación de 
radicales libres. 

1983. Tllly y cols. encuentran que el producto del gene ~DE~ es 
un regulador negativo de la respuesta al calor en g~ ~Qli· 

~ 1984. Grossman y cols. prueban que el producto del gene 
b.!<.E!.8. es Lm factc:•r O" con Lm pese• molecular de 32 000 d, el cual, 
al unirse a la enzima RNA polimerasa, le da una nueva 
especificidad: reconoce los promotores de los operones HTP. No se 
sabe si la inducción de la respuesta se deba a una activación de 
la proteína sintetizada dentro de la célula en condiciones 
nc•rmales. 

1984. Tobe y cols. describen el aislamiento de una batería 
de mutantes afectadas en la inducción de las proteínas de choque 
calórico en ~L ~Qli· Algunas están afectadas en la síntesis del 
(! 32. 
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1984. Kruger y Walker demuestran que tantD 9CQg 
comD ~D§~ se inducen por radiación ultavioleta y ácidD nalidíxicD 
usando una vía dependiente de bi~B· Se inicia el estudiD de una 
larga lista de inductDres de la respuesta HTP en sistemas 
procariotes. 

1984.Landick et al. secuencian el gene bi~B encontrando enorme 
homDlogía con el u 70, el u 32 conserva los dominios necesariDs 
para recDnDcer a la RNA polimerasa y a los promDtores de los 
operones HTP. Tiene en su región reguladora, un conjunto de siete 
secuencias posibles promotoras para a 70. Con este trabajo, la 
respuesta a la pregunta del mecanismo de inducción parece recaer 
en el estudio de la expresión diferencial de los promotores del 
gene. 

1985. Se describe la regulación genética por oxígeno en 
§~lIDQD~!l§ !b~RbiIDYC!YD• los radicales libres se proponen como 
posibles alarmones. Stranch y cols. 

1985. Se obtiene la secuencia consenso de los promotores HTP, el 
recién descrito factor u reconoce la secuencia TNTtCNCcCTTGAA en 
la posición de -35 y CCCCATtTa en -10. Según Cowing, el u 32 
reconoce casi exclusivamente la región de -10. 

1985. Grossman y Gross prueban la primera 
interacción entre dos sistemas globales de regulación: la 
respuesta estricta induce la expresión e las proteínas HTP. 

1985 Un inductor más se anade a la lista y se trata de un efecto 
metabólico importante: la producción de proteínas anormales en i~ 
'e!! dispara la respuesta al calor. Goff et al. 

1985. Una proteína del regulón HTP está codificada por el 
genoma mitocondrial de plantas superiores y tiene homología con 
las proteínas de iL ~Qli• primer indicio de la conservación de la 
fespuesta a lo largo de la escala finogenética. Sinibaldi, R. M. 

1986. 
b!QB 
del 
gene 

Como un primer intento de estudiar la regulación del gene 
<cee~>, Tilly et al. realizaron cinéticas de inducción 
mRNA del u 32. Describieron que existían dos mensajeros del 
pero que, en general, la expresión era constitutitva. 
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1986. En !~!C§b~m~D! 1~[meQb~lY§ se descubre que una proteína de 
choque calórico se une a los ribosomas IMc Mullin, et al. La relación 
entre la respuesta estricta , el choque térmico descrita 
anteriormente, parece tener como sustrato fís1co cambios en el 
aparato traduccic•nal. Hasta ahcrl-a, altn ne• se demu~t..-a 

definitivamente la existencia de ninguna proteína asociada a 
ribososmas durante la inducción dekl regulón HTP en ~L ~QLi• 
aunque GroEL se purificaba precipitando ribosomas ISubramanian, 
et al., 1976). 

1986. Bloom y cols. llevan a cabo la primera síntesis ia 
Yl!CQ de mRNA de cuatro proteínas de choque térmico con la RNA 
polimerasa y el ~32 purificado. 

1986. Wada encuentra que la replicación del plásmido F 
depende del ~32. El papel de ésta proteína en condiciones de no 
inducci~·n parece se1- impo1-tante pa1-a algunas fc1nciones celula1-es. 

1986. C1-ickmore y encuenti-ein que el 
gene [QQ~ está inmediatamente después y con la misma dirección 
de transcripción de Lln operón involt1cradc1 en división celular. 
Hasta ahora, no se ha demostrado que haya una continuidad en la 
trascripción de los genes del operón fi~ con ceQ~· 

1986. Aliabadi y cols. insertan Mud!Aplac) en el 
cron•osom~ de §ª!IDQD§!!fil tb~QhXffiYC~Yffi definiendc• los componentes 
del estimulón regulado por oxígeno. La estrategia de fusiones con 
a-galactosidasa comienza a ser utili=ada en el estudio de los 
1-egu l C•l<es. 

1986. ~oyasu et al. encuentran que en mamifero, dos 
proteínas inducibles por calor se unen específicamente a actina. 
Existe un pensamiento generalizado de que las proteínas 
inducibles con alta temperatura tienen funciones muy variadas 
para mantener la integridad celular. 

1986. Me. Mullin demuestra que la proteína de 
qLte se une a los ribosomas de I~icªh~m~Dª 
capacidad de fosforilar otras proteínas. 

11 heat shock" 
i~ffiQeb:z:li¿2 tiene 

1986. Morgan y Ames demuestran el segundo 
ejemplo de sobrelapamiento entre dos regulones: ésta vez las 
proteínas inducibles por calor y las inducibles por peróxido de 
hidrógeno. Los radicales libres vuelven a presentarse como 
alarmones, pero no hay prL1ebas contLtndentes comer para ubicarlos 
como únicos inductores intracelulares de la respuesta. 
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1987. Vano, Imai y Yura utilizan por primera 
vez fusiones •-galactosidasa con genes del regulón HTP 
estudiar su expresión. Son fuisones monocopia con ~D§~ y 
Demuestran que la actividad de •-gal se ve incrementada con 
y etanol 3-6% en una vía ceQt! dependiente. 

para 
grng. 
ca lc•r 

1987. Wiederrrecht por medio de una columna de sefarosa a la 
que se le conjugó una secuencia de DNA consenso de u 32, logró 
purificar el factor de transcripción para "heat-shock" CHTSF>, de 
!:l.:. !!!!:ÜªDQ9§§.l!!lr: y !?.:. ~!ll:!l~Ü§i§!l demostrando que ei-an iguales en 
tama;o y afinidad por la resina. El que en organismos tan 
diferentes e observara tanto parecido entres los HTSF hablaba de 
la enorme conservación de la respuesta. 

1987. Como todas las mutaciones que afectaban la síntesis 
genralizada de las proteínas del regulón HTP estaban localizadas 
en el gene ceQt!• y se había demostrado que un aumento del u32 era 
equivalente a un aumento en las proteínas de choque calórico, la 
atención de los princpales grupos de investigación se enfocó a 
estudiar la regulación del propio u32. Así, en mayo y junio de 
1987 aparecieron dos artículos, el primero de Fujita e 
Ishihama donde describían dos mensajeros del gene ceQt!: el 
provenicente del promotor #2, el más cercano al gene estructural, 
era específicamente inducido cuando se daba un cambio de 30ºC a 
42°C a un cultivo de bacterias. En nuestro laboratorio, los datos 
con experimentos tipo Northern indicaban que eran cuatro los 
mensajeros del gene, el segundo se inducia con calor a los diez 
minutos de exposición a 42°C. El segundo articulo, publicado por 
Erickson et al., hacía un mapeo por Sl de la región de control 
del gene ceQt!· Eran, en efecto, 4 mensajei-os. Fuei-on lc•calizadc•s 
los sitios de origen para cada uno y, con fusiones con 
galactocinasa demostraron que 3 eran constitutivos y uno 
inducible a 43.5°C. Postulan un control postraduccional del gene. 

1987. Shearer demuestra que las proteínas de choque 
calórico inducen transiciones de micelio a levadura en 
t!i§.tQIÜ§§!!!§ !;§R§b!lª.!<b!!!l; la respuesta está relacionada entc.nces 
con aspectos importantes en diferenciación y morfog•nesis. 

1987. Bradwell y Craig encuentran que una 
prc•teína de choqL1e calóricc• eL1cariota (de Q,_ !J!1ª.lª!1Qgª2.l!J:l.C), con 
peso molecular de 83 000 d es igual a una proteína del regulón 
HTP de ~ .... ~Qli codificada por el gene b.l!e§. 
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1987. Straus et al., pensando en un control 
postraduccional de la proteína u32 miden la vida media de ése 
polipéptido a 30ºC y a 42°C, encontrando que durante el choque de 
temperatura el u32 pasa de una vida media de 1 min (30º) 5 
minl42°l. Evidentemente, la proteína está siendo estabilizada o 
deja de ser degradada. Hay 50 moléculas por célula a 30º y 3 000 
moléculas por célula a 42°C. 

1987. Davis encuentra otro ejemplo de diferenciación 
celular ligado a la expresión de proteinas de choque térmico: 
l!:.)'.'.QªDQ2Qffiª !;.[.!d;ü. se diferencia CL1ando es sc•metidc• a un cambio de 
temperatura, dentro del huésped homeotermo. 

1988. Tiempo ha que se hablan reconocido las proteinas de "heat
shock" en parásitos y su homologia con las proteínas HSP en 
mamíferos y procariotas. Agabian publica una revisión 
sobre el naciente campo del choque calórico en parásitos y sobre 
las posibles preguntas por contestar. A pesar de que las 
proteínas correspondientes al regulón están enormemente 
conservadas, también son terriblemente inrnunogénicas. 

1988. ~studios hechos por Deshaies y cols. demuestran el 
papel de la HSP70 (homólogo al producto de ~Dªt en g~ ¡;_Qlil, en 
la translocación de proteínas a travós de membrana mitocondrial y 
de membrana lisosomal. Aparentemente, HSP 70 protege al 
polipéptido de la proteólisis hasta que ha cruzado la membrana. 
El papel de "chapei-onas" en las pi-c•teínas del i-egLllé•n parece 
mucho más claro que en 1982, con Kenneth W. Minton. La 
explicación es aceptada para DnaK en ~~ ¡;_g!i• pero no se ha 
demostrado contundentemente. 

1988. Young reporta que las proteinas homólogas a DnaK y 
GroE en g~ ¡;_g!i son blancos inmunológicos muy fuertes en lepra y 
tuberculosis. Además de representar un dato importante para el 
estudio de la relación huésped-parásito, es cada vez más evidente 
que la respuesta al calor y sus proteinas son probablemente las 
más conservadas a lo largo de la escala filogenética. 

1988. Hemmingsen estudia y compara las proteínas GroE de 
g~ ¡;_gl! y de plantas. Las proteinas son estructuralemnte casi 
idénticas y en los dos organismos están involucradas en el 
correcto ensamble de proteínas oligoméricas. Queda demostrado el 
papel de "chaperona" de GroE. 

1988. Scherer describe que mutaciones en b!e8• un gene que 
suprime los efectos letales de la inhibición de la sintesis de 
peptidoglicano, y que también suprime la letalidad en cepas mutantes 
en rQQ~ de g~ ¡;_Qli· 
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1988. Se aíslan y caracterizan mutantes que han perdido el a32, 
son incapaces de crecer a más de 20°C, tienen serios defectos en 
su mc•rfolc•gía, ne• hay transcripcié•n de los genes b1El8• 9[Q!;ª.b ó 
~D§~J, aunque algunas proteínas si se producen en las mutantes, 
asi que se propone que debe haber mecanismos adicionales que 
controlen las proteínas inducibles por calor. Zhou et. al. 

1988. Skelly propone una interacción entre la proteína DnaK 
con la RNA polimerasa ya que un anticuerpo policlonal contra a32 
reacciona con DnaK y con preparaciones de RNA pol con a70 ó a32. 

1988. Keller et al., haciendo estudios de proteólisis en 
cepas silvestres, !2a= y ~Di~= proponen que: 

11 DnaK tiene actividad proteolítica distinta a 
la proteasa lon, o bien 

21 Dne>K tiene la capacidad 
complejos me>cromaleculares que precipitan cue>ndo 
tienen una conformación e>berre>nte y consigue así 
e>cción de prateasas. 

de di sgrega1-
l as p1-c•teínas 

e>:pone1-los a la 

1988. Se caracteriza el gene para el factor de transcripción de 
genes de choque calórica en levadura. Es un salo gene que da 
origen a una proteína de 93,218 daltones. Se une al DNA de ~L 

f;Qli en lc•s prc•motc•res de "heat-shock". So1-ger, et al. 

1988. Se nombra HSF-1 al factor de transcripción 
térmico en levadura, se demuestra que exhibe una 
dependiente de temperatura. Wiederrecht, et al., 

para choque 
fc•sforilación 

1988. Liberek et al. estudian el papel de DnaK y DnaJ en la 
iniciación de la replicación del fago lambda. Se propone un 
elegante modelo de interacción de éstas proteínas. 

1988. Se relacionan 3 sistemas de regulación global. 
Jenkins et al. encuentran que las células que crecen en glucosa o 
nitrógeno limitante quedan protegidas contra cambias de 
temperatura ó peróxido de hidrógeno. 

1988 Lee et al. describen que Tsr, un receptor de serina y 
repelentes en S.!. f;Qli también funciona come• termc<1-receptc,¡-. 

1989. Bhriain describe que hay un sobrelapamiento de las 
respuestas a choque osmótico y anaeróbico, menciona el 
superenrrallamiento de DNA coma responsable de la regulación 
coordinada de la expresión genética. 
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1989. Bukaw analiza mutantes que tienen una deleción en 
Q.n2!,:; y da un papel fisiolé0 gicc• a 30°C para ésta proteina. 

1989. Mattews y Niedhardt intentan aclarar 
algunos eventos bioquimicos que ocurren en las células sometidas 
a un choque calórico. Descubren que existe un alto catabolismo de 
sei-ina asc•ciadc· al "heat-shc·ck". 

1989. Ueshima et al. demuestran que el superenrrollamiento 
del DNA afecta la inducibilidad del promotor 2 del gene CRQH· 

1989. La síntesis de CRQ~ parece estar ligada al ciclo celular de 
la bacteria. la proteína Dna A regula la e~:presié•n de leos 
promotores 3 y 4 del gene. Wang y Kaguni. 

1989. Nagai y Yura tienen datos que parecen indicar que 
hay una región en medio del gene estructural de [QQH que está 
envuelta en la represión traduccional de la proteína a 30ºC ó en 
la inducibilidad por calor. 

1989. Wang y Kaguni describen la pui-ificación de 
un nuevo u en ~~ ~Qli encargado de transcribir preferencialmente 
a partir del promotor 3 del gene CRQ~. El control transcripcional 
del gene adquiere nuevamente importancia. Este es el quinto sigma 
descrito en la bacteria. No se sabe su posición en el mapa ni se 
conoce sL1 regulación. 

1989. Ana 1 i zandc• 
galactosidasa con 
evidencia de que: 

el comportamiento de dos 
el gene [QQH en vehículos 

fusiones de 13-
mul ticop ia, hay 

11 El inductor intracelular de la respuesta 
es titulable por el alto número de copias de las fusiones, por lo 
tanto, es factible que se trate de una proteína o de un factor 
que se encuentre en cantidades limitantes, tal vez regulado 
incluso por ciclo celular o por calor. 

control que opera 
tempcq-al id ad de 
traduccional que 
u32. Esta Tesis. 

21 La magnitud de la respuesta está dada por un 
a nivel transcripcional del gene CRRH· Pero la 
la respuesta está regulada por un control 
reside en la propia estructura de la proteína 
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Así pues, la pregunta del mecanismo molecular de la inducción 
está recayendo mas que en un solo elemento, en un complejo 
sistema de control que modifica las cantidades de u32 dentro de 
la célula. 

El estudio futuro tendrá que basarse en el análisis de 
mutantes que tengan afectada solamente la inducibilidad de la 
respuesta con un inductor, para lo cual, un eficiente sistema de 
selección de tales mutantes será, sin duda, la construcción de 
fusiones genéticas con actividades enzimáticas fácilmente 
identificables. 
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