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CAPITULO |

RESUMEN

La mutacidén rap esta localizada en el gen pth que codifica para la
peptidil-tRNA-hidrolasa {(Pth), la cual! es una enzima esencial para
la sintesis de proteinas en la bacteria Escherichia coli. EI|
crecimiento del fago lambda es inhibido por la mutacidén rap, existen
mutaciones en el fago qué compensan dicha inhibicién, las cuales se

encuentran en las regiones denominadas bar.

Las regiones bar
contenidas

en plasmidos multicopia son capaces de inhibir la
sintesis proteica en las mutantes rap. Existe otra mutacién en el
gen llamada pth(ts) que determina un fenotipo termosensible. Esta
mutacién a 42°C causa una baja considerable de la concentracion de
la proteina Pth mutante, provocando un bloqueo en

la sintesis de
proteinas y una rapida muerte celular.

En el presente trabajo se traté de determinar si la inhibicion de la
sintesis de proteinas al expresar la region bar en cepas mutantes
pth(rap), presenta el mismo efecto al! observado por inhibiciéon de la

actividad de cepas pth(ts) a 42°C, basandonos en la hipOtesis de que

la expresién de bar, inhibe la sintesis de proteinas por titulacion de
la actividad de Pth en la célula.

Para ello, se realizaron cinéticas de crecimiento de la cepa

N5960rap/pFGGbart, en donde el promotor pl. se activa a 43°C
permitiendo la induccion de la transcripcién de bar. Observamos que
a los 30 minutos las células comienzan a morir y a los 90 minutos
hay 12% de bacterias viables se considerd que éste seria el tiempo
optimo para observar el efecto de bar sobre la sintesis de proteinas
en la cepa pth(rap). Una vez establecido el tiempo de induccidon, se
realizé marcaje metabdlico con [35S]-Metionina, se marcaron las
proteinas que se sintetizaron durante 10 minutos después de los 90

minutos de transcripcion de bar, obteniéndose un porcentaje bajo de




incorporacion. Una vez obtenidas las muestras marcadas con [35S]-
Metionina, las proteinas se resolvieron y revelaron por
autoradiografias en geles bidimensionales, en donde se puede
observar las proteinas afectadas por la transcripcion de bar. Una
vez estabtecidas las condiciones de incubacién y de marcaje, se
procedié a hacer lo mismo con las cepas N5960rap/pFGGE83,
NS5960/pFGG93, C600 y C600pth!s.

Los resultados muestran que la transcripcién de bar en la cepa rap y
la baja concentracién de la enzima Pth en la cepa pth(ts), provocan

disminuciéon general de ta sintesis de proteinas de. caracteristicas
muy parecidas.



CAPITULO 1t

INTRODUCCION

El estudio de las interacciones entre el bacteridfago lambda y su
huésped Escherichia coli han revelado fendmenos fundamentales de

interés general en el campo de la biologia. El analisis de mutantes
bacterianas que interfieren con el desarrollo del bacteriéfago han
sido herramientas basicas en el entendimiento de estos fenémenos
(ver Arber, 1983).

2.1. El bacteriéfago tambda.

Lambda es un virus que se multiplica en la bacteria Escherichia coli,
que fue aislado por Lederberg (1951); esta constituido por una
cabeza icosaédrica de cerca de 50 nm de didametro y una cola tubular
de 150 nm de largo (Lewin B., 1977). Cada particuia madura tiene
cantidades aproximadamente iguales de proteina y DNA (Hershey y
Dove, 1971). La molécula de DNA es de doble cadena con un peso
molecular de 31x10% daltones, cerca de 48,500 pb (Daniels et al.,
1983; Fiandt et al.,, 1977; Vollenweider et al., 1978).

El desarrollc de lambda se inicia cuando una particula se adsorbe por
el extremo de su cola a los receptores de la ceélula huésped,
Escherichia coli, a la cual inyecta la molécula de DNA que codifica
aproximadamente para 50 proteinas (Emr et al., 1978). La infeccion
por lambda resulta de una expresién secuencial de genes que esta
determinada por la sintesis consecutiva de proteinas regulatorias.
El mapa de lambda incluye agrupamientos de genes que codifican
para funciones relacionadas: Los genes A, W, B, C, Nu3, D, E, Fl ,y FlI
codifican para las proteinas estructurales de la cabeza (Weigle,

1966) Z, U, V, G, T, H, M, L, K, 1 v J son los genes de las proteinas
estructurales de la cola (Parkinson, 1968), int, xis,

red o, Byt, son
necesarios para las funciones de recombinacién (Guarneros y Echols,




cro y cli estdn involucrados en diferentes

1970); clil, N, Q, ci,
en la

mecanismos regulatorios (Court y Sato, 1969); O y P
replicacion del DNA (Brooks, 1965; Joyner et al.,, 1966) vy S y R en la
lisis celular (Herskowitz y Hagen, 1980; Harris, et al.,. 1967). Esto
permite que durante el desarrollo del fago, los genes que son
necesarios puedan ser expresados coordinadamente a través de
controles transcripcionales, como se observa en la figura 1.

El primer paso en la infeccién del bacteriéfago lambda es su
adsorcién a la célula huésped. Esta adsorcion involucra una
interaccién especifica entre el extremo de la cola del bacteriofago
(proteina J) y su receptor el producto del gene bacteriano lamB
{(Murialdo y Siminovitch, 1972). La proteina jamB es requerida por el
transporte de maltosa y su expresién es inducida por ésta.

En la particula viral, el genoma del bacteriéfago lambda se
encuentra como una molécula lineal de DNA de doble cadena.
Inmediatamente después de la inyeccidén en la célula huésped, la
molécula de DNA se circulariza, debido a la presencia de 12 bases
complementarias de los sitios cos en sus extremos (Yarmolinsky,

1971).

Luego de la infeccion lambda como todo fago temperado puede seguir
para su desarrollo por cualquiera de dos vias, la litica o la
lisogénica (Herskowitz, 1973). Durante la ruta litica se forma una
progenie de aproximadamente 100 fagos por cada bacteria infectada.
Una vez que el cromosoma del virus es replicado varias veces y
empaquetado dentro de la envolitura viral,
conduciendo al huésped a la lisis y muerte celular (Weisber et al.,

1977).

los fagos se liberan,

En la via lisogénica el hueésped sobrevive y el DNA del fago se
integra en el cromosoma de la bacteria recibiendo el nombre de
profago (Echols H., 1972), a la cepa bacteriana que lo lleva se le
denomina lisogena, ésta al replicarse transmite el caracter
lisogénico a su descendencia, ya que las funciones de replicacion

4



Figura 1. Mapa del genoma del bacteriéfago lambda.

Los extremos del mapa corresponden a los extremos cohesivos (sitio cos) en el DNA del
bacteridtago; se senata la escala en kilo pares de bases (kb). Los grupos de genes con
funciones relacionadas estan agrupados bajo los corchetes y los genes regulatorios N
(regulacion temprana) y Q (regulacion tardia) estan indicados por las lineas verticales.
Los promotores conocidos se denotan con ia letra P y con un subindice que indica el punto
(P} promotor del gen 10i. (Pg) promotor para el establecimiento dei

de origen.
mantenimiento del represor ¢l, (Pr) promotor

represor ¢!, (Pm) promotor para el
mayor izquierdo, (PR) promotor mayor derecho, (Po) promotor de oop, (PR') promotor

tardio. {—>) direccién y extension de la transcripcion. Las areas mayores de
mutaciones por delecidn o por sustitucion estan indicadas por debajo de la escala. {(att)

sitio de integracién, (gri) origen de replicacion.
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propias del fago quedan reprimidas. Un profago inicia el crecimiento
litico cuando la represién se suprime, este proceso Illamado
induccién consiste en la escisién del profago seguida de la expresion
de su DNA para generar una progenie de particulas infecciosas de
manera similar a la via litica.

La elecciéon de una de estas 2 respuestas es
temperatura, la multiplicidad de infeccidn, el
pacteria, el genotipo del fago y el de! huésped.

influenciada por la
estado general de la

2.2. La sintesis de proteinas.

La sintesis de proteinas es uno de los procesos celulares. mas

complejos que requiere de la participacidon de: el RNA mensajero, los
-ibosomas, los aminoacil-tRNA y varios factores proteicos de

rraduccion. Para el inicio de la traduccién, es necesaria la

cresencia de sefales en el mMRNA, como el codén de iniciacidon que
~ormalmente es AUG y !a secuencia Shine-Dalgarno, que es
zomplementaria con el extremo 3' de RNA ribosomal 16S de la

subunidad menor del ribosoma (Shine y Dalgarno, 1974; Jacob, y col.,
-387).

Sara la iniciacion de la sintesis de proteinas es necesario que el
-“RNA esté alineado de tal forma que

la sintesis comibnce en el
oddn correcto.

Esto se logra mediante un complejo de iniciacion
IS, que consta de la subunidad 30S, la subunidad SOS.- el mRNA y un
—etionil-tRNA correcto, denominado tRNA iniciador (tRNAMel) E|
ANA iniciador se utiliza exclusivamente en la iniciacién de

la
s'ntesis proteica. La formacion del complejo de

iniciacion depende
z2 la accion de tres factores de iniciacion, denominados IF-1, 1F-2 e
=-3. El! primer factor que actua es el IF-3, tiene la funcidn de
sromover la disociacion del ribosoma 70S en sus dos subunidades.
Z: IF-3 se une a la subunidad 30S y, aparentemente., cambia la
=nformaciéon de la subunidad, de tal forma que ésta ya no se puede
zsociar con la subunidad 50S.



Los factores IF-1 e IF-2, también se unen a la subunidad 30S. El IF-
2, que contiene un sitio de unién para,GTP. es capaz de distinguir el
tRNAMet de entre todas_lds otras moléculas de tRNA de la célula.
Para que se una el tRNAMet ‘al IF-2 es necesario que se forme e!
complejo IF-2:GTP.: EI!-IF-1 facilita la accién de los factores IF-2 e
1F-3.

La subunidad 30S, junto con los otros factores de iniciacién que
estdn unidos a ella, es capaz de unir tanto el mRNA como el fMet-
tRNAMet. Une vez que estidn unidos el mRNA y el fMet-tRNAMet se
disocia el IF-3, completdndose asi la formacién del complejo de
iniciacién 30S. A continuacién la subunidad 50S se une al complejo
de iniciacién 308, formandose un complejo de iniciacion 70S activo
en e! cual el mMANA y el fMet-tRNAMst estan unidos al ribosoma.
Cuando se forma el complejo de iniciacion 70S se hidroliza el GTP,
se libera P; y el IF-2:GTP y el IF-1 se disocian de! complejo. E! GDP
se disocia del IF-2, de forma que el IF-2 esta en disposicién de
unirse a otra molécula de GTP. Y el fMet-tRNA(Mel se ubica en el
sitio P del ribosoma, en donde puede reaccionar con el aminoacil-
tRNA que ingresa, codificado por el segundo codon del mRNA en el
sitio ribosomal A (Kozak, 1983).

Durante la fase de alargamiento de la cadena peptidica, se requiere
del factor EF-Tu que lleva unido GTP. EF-Tu-GTP se une al
aminoacil-tRNA para levarlo al sitio A del ribosoma, el cual tiene
unido el peptidil-tRNA en el sitio P. La liberacién de EF-Tu del sitio
A involucra la hidrolisis del GTP que esta acoplada a la formacién
def enlace peptidico y que ademas requiere de la actividad de
peptidil transferasa localizada en la subunidad ribosomal 70S. Para
el funcionamiento del factor EF-Tu, se requiere del factor de
alargamiento EF-Ts, que regenera la forma activa de EF-Tu,
remplazando al GDP por GTP.

La ‘fase final de un cicio de alargamiento involucra la transiocacion
de! ribosoma que avanza 3 nucledtidos sobre el mRNA dando como
resuitado la expulsion del tRNA no cargado del sitio P para
remplazario por el peptidil-tARNA que estd siendo sintetizado. La



Figura 2. Etapas de la formacion del complejo de iniciacién 70S.

{1) El IF-3, asistido por el IF-1, se une a la subunidad 30S y promueve la disociacion
del ribosoma 70S en sus subunidades. (2) El IF-2:GTP se une a la subunidad 30S y
facilita la unién de! fMet-tRNA{MOt; el mANA también se une a la subunidad 30S. Una
vaz unidos el {Met-tRNAjMet y el mRNA se disocia el IF-3, completdndose la formacién
del complejo de iniciacion 30S. (3) Una subunidad 50S se une al complejo de iniciaciéon
30S, se hidroliza el GTP, se libera el Pi y el IF-2:GTP y el IF-1 se disocian, formandose
un complejo de iniciacion 70S activo. Posteriormente, el GDP se disocia del IF-2, que
puede asi unir de nuevo otra molécula de GTP.
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Los factores IF-1 e IF-2, también se unen a la subunidad 30S. EI IF-
2, que contiene un sitio de unién para GTP, es capaz de distinguir el
tRNAMet de entre todas las otras moléculas de tRNA de la célula.
Para que se una el tRNAMet al {F-2 es necesario que se forme el
complejo  IF-2:GTP. EI IF-1 facilita la acciéon de los factores IF-2 e
IF-3.

La subunidad 30S, junto con los otros factores de iniciacién que
estan unidos a ella, es capaz de unir tanto el mMRNA como e! fMet-
tRNAMel. Une vez que estan unidos el mRNA y el fMet-tRNAMe! se
disocia el IF-3, completandose asi la formacién del compiejo de
iniciacién 30S. A continuacién la subunidad 50S se une al complejo
de iniciacion 308, formandose un complejo de iniciacion 70S activo
en el cual el mMBNA y el {tMet-tRNAMet estan unidos al ribosoma.
Cuando se forma el complejo de iniciacion 70S se hidroliza el GTP,
se libera P; y el IF-2:GTP y el IF-1 se disocian del complejo. ElI GDP
se disocia del IF-2, de forma que el IF-2 estad en disposicion de
unirse a otra molécula de GTP. Y el {Met-tRNAMet se ubica en el
sitio P del ribosoma, en donde puede reaccionar con el aminoacil-
tRNA que ingresa, codificado por 2l segundo coddn del mRNA en el
sitio ribosomal! A (Kozak, 1983).

Durante la fase de alargamiento de la cadena peptidica, se requiere
del factor EF-Tu que lleva unido GTP. EF-Tu-GTP se une al
aminoacil-tRNA para llevario al sitio A del ribosoma, el cual tiene
unido el peptidil-tANA en el sitio P. La liberacion de EF-Tu del sitio
A involucra la hidrdlisis del GTP que esta acoplada a la formacion
del enlace peptidico y que ademas requiere de la actividad de
peptidil transferasa localizada en la subunidad ribosomal 70S. Para
el funcionamiento del factor EF-Tu, se requiere del factor de
alargamiento EF-Ts, que regenera la forma activa de EF-Tu,
remplazando al GDP por GTP.

La fase final de un ciclo de alargamiento involucra la translocacion
del ribosoma que avanza 3 nucledtidos sobre el mRNA dando como
resuitado ta expulsidon del tRNA no cargado del sitio P para
remplazario por el peptidil-tRNA que esta siendo sintetizado. La



translocacion del ribosoma se lleva.a cabo por el factor EF-G-GTP e
implica la hidrélisis de GTP catalizada por el ribosoma (Lewin,
1990).

El evento de terminaciéon de la sintesis de protefnas, ocurre cuando
el codédn que entra al sitio A del ribosoma es uno de los tres
tripletes UAA, UAG o UGA. EIl reconocimiento de los codones de
terminacién no es mediado por moléculas de tRNA, sino que. son
reconocidos directamente por factores de terminacién. En E. coli se
han descrito 2 factores de terminacion, RF1 (Caskey y col.,, 1969)
que reconoce a los codones UAA y UAG, y RF2 (Capecchi y Klein,
1969) que reconoce los codones UGA y UAA (Craigen y Caskey, 1987).
Para la terminacion de la sintesis de proteinas, se requiere la
hidrdélisis del! polipéptido del peptidil-tRNA, localizado en el sitio P,
la exbulsic’m del tRNA final no cargado, la liberacién del mRNA y el
desensamblaje de las subunidades del ribosoma.

2.3. Sintesis de proteinas e infeccion viral.

Durante la infeccidén los virus compiten con la célula huésped por la
maquinaria de sintesis de macromoléculas. La sintesis de proteinas
es uno de los mecanismos que los virus alteran para favorecer la
sintesis de sus propias proteinas. En los virus animales se han
descrito diversos mecanismos mediante los cuales se abate la
traducciéon de la célula huésped. Entre estos mecanismos se tienen
la degradacion de mRNA celulares, la inactivacién de factores de
traduccion, la produccién de factores que especificamente inhiben la
traduccion celular o tfacilitan i{a traduccion viral. Otros mecanismos
incluyen el aumento en la sintesis de MRNA virales que por cantidad
compiten por la magquinaria traduccional y cambios en el ambiente
iédnico intracelular que favorecen la traduccién de mensajeros
virales (Schneider, 1987). A pesar de que los virus de bacterias o
bacteriéfagos han sido ampliamente estudiados, poco se sabe acerca
de como pueden apropiarse de la maquinaria de sintesis de proteinas
de sus hospederos. En el caso del fago T4, se ha descrito la
presencia de 8 nuevas especies de tRNA sintetizados por el fago, que
optimizan la sintesis de sus proteinas, aunque los genes que
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codifican dichos tRNA no son esenciales para su desarrollo (Wilson y
col., 1972).

En el caso del bacteriéfago lambda, se sabe que durante la infeccién,
existe inhibicion de la sintesis de proteinas det huéspe'd, mientras
que las proteinas del fago se sintetizan pretferencialmente. El
mecanismo de esta inhibicion, es algo que se desconoce. Existen
reportes que sugieren que la expresion de la regién del genoma del
fago, entre los genes gx0 y bet. es importante para producir
inhibicidn en la sintesis de proteinas, RNA y DNA del huésped (Cohen
y Chang, 1970). El estudio de mutantes de Escherichia coli
resistentes al crecimiento del fago lambda, ha resultado en un
mejor entendimiento de los sistemas de replicacion del DNA,
terminacién de la transcripcion, antiterminacién y recombinacion
(Friedman y col., 1984).

2.4. Secuencias bar del fago lambda.

La mutante rap de Escherichia coli impide el crecimiento del fago
fambda silvestre (Henderson y Weil, 1976; Guarneros y col., 1987).
El aislamiento de mutantes del fago capaces de crecer sobre cepas
rap y la ubicacién de estos mutantes definen 3 regiones en el
genoma del fago denominadas bar (por blanco de accién de rap). Las
regiones descritas son: barl que se ubica sobre el sitio attP, barll
localizada en la regién clli-ssb y barlll en la regiéon de inmunidad
(Guzman y Guarneros, 1989). Una mutacién en cualquiera de estas
regiones permite al fago crecer en cepas rap.

LLa evidencia directa de la inhibicibn mediada por secuencias bar, se
obtuvo al construir plasmidos en donde se clonéd un fragmento de 130
pb que contienen a la regidén barl bajo la transcripcidn iniciada en un
promotor activo ya sea pgal o pl.. Con el sistema de plasmidos se
pudo ver que sdlo cuando hay transcripcion de la secuencia bar
silvestre se observa el efecto letal, la transcripcion de la secuencia
con la mutacidn puntual bar101 o la transcripcion de la regidén
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silvestre en sentido contrario al que ocurre in vivo en el fago, no
tiene ningun efecto letal (Guzman y col.,, 1990). E! hecho de que se
pueda reproducir en piasmidos el efecto inhibitorio de bar
demuestra que no se requiere de la participacién de otras funciones
del fago para provocar la letalidad.

En la regién barl se ha localizado una secuencia de repetidos
invertidos, esta secuencia también esta presente en la regién barll
en donde se encuentra un repetido invertido casi idéntico (12 de las
14 pb son iguales) se sabe que el repetido no es el uUnico elemento
que participa en el fenédmeno, ya que por reconstruccion de la region
barl con oligonuciedtidos sintéticos, se encontré que una secuencia
de 21 pares de bases (5-TATATTGATATTTATATCATT-3") impide el
mantenimiento de plasmidos en cepas rap (Guzman y col., 1990).

La transcripcién descontrolada de la secuencia bar es letal para
Escherichia coli rap (Guzman y col., 1980). Al estudiar el
mecanismo de la letalidad mediada por secuencias bar presentes en
plasmidos, Pérez-Morga y Guarneros (1990) reportaron que durante
la transcripcién de secuencias bar silvestres en una bacteria rap, el
RNAbar tiene una vida media 3.5 veces mayor que en condiciones
rapt, ademas, se presenta una inhibicion de la expresion de los genes
contenidos en los plasmidos bar aunque el RNA mensajero ésta
presente. Y se observa también, una inhibicion general de la sintesis
de proteinas de la bacteria medida como incorporacion de [355]-
Metionina posterior a la induccién de transcripcién de bar, asi como,
en la obtencién de un patrén bidimensional de proteinas alterado. En
base a esto se ha propuesto que la transcripcion a través de las
regiones bar o la acumulacién del RNAbar provoque una inhibicidon
generalizada en Jla sintesis de proteinas de l|a bacteria que
culminaria en la muerte celular (Pérez-Morga y Guarneros, 1990).
Se ha propuesto que los transcritos de bar de alguna manera inhiban
o depleten una funcion bacteriana limitante en la mutante rap y que
esta funcién pudiera ser la peptlidil-tBRBNA hidrolasa, una enzima
involucrada en la sintesis de proteinas (Guzman y col., 1990; Pérez-
Morga y Guarneros, 1990).




2.5. La mutacién pth(rap) de Escherichia coll

ta mutacién rap de Escherichia coli. ha sido localizada mediante
mapeo .por transduccién con e} fago P1, se localizd en el minuto 26
del cromosoma bacteriano y es una mutacién en el gene pth que
codifica para ia enzima peptidil-tRNA hidrolasa (Pth) una enzima
esencial para Escherichia coli (Peréz-Morga y Guarneros, 1990;
Guarneros y col., 1987). E! mapeo funcional del gen rap mediante
deleciones generadas in vitro reveld que siempre que se afecta la
funcién Rap también se afecta la funcién Pth.

Un hecho que llama la atencién es la similitud que existe entre la
muerte bacteriana inducida por la transcripcion de plasmidos bar+
(Pérez-Morga y Guarneros, 1990) y la muerte de la mutante pthts
descrita por Atherly y Menninger (1972). Cuando un cultivo de ia
mutante pth!s creciendo en fase exponencial se incuba a 43°C, se
observa que la sintesis de proteinas cesa entre los 6 y 8 minutos,
sin embargo, la sintesis del RNA y DNA no se afectan, esto sugiere
que la deficiencia funcional de la mutante es a nivel traduccional,
sin embargo, se han medido in vitro las fases de iniciacion,
elongacién y terminacién de la traduccién en extractos de las
mutanies termosensibles sin encontrar alguna deficiencia funcional
aevidente mas que en la actividad de la peptidil-tRNA hidrolasa lo
que sugiere que es una funcién esencial para la bacteria (Atherly y
Menninger, 1972; Menninger y col., 1973).

La enzima peptidil-tRNA hidrolasa es una hidrolasa especifica que
corta la unién éster entre el tRNA y residuos aminocacil N-
sustituidos ya sea N-acetil o polipeptidil-tRNA (Cuzin y col., 1967),
es incapaz de hidrolizar al N-formilmetionil-tRNAMet aunque
reconoce al N-acetilmetionil-tRNA,met (Késsel y RajBhandary,
1968). Se han propuesto dos funciones para la enzima la primera es
que la pepetidil-tRNA hidrolasa fuera la responsable de la liberacién
de proteinas maduras durante el proceso normal de terminacion de la
traduccion, o bien, que fuera la encargada de recuperar los tRNA de
las moléculas de polipeptidil-tRNA generados por eventos erréneos
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durante la sfntesis de protefnas, la eliminacidén de -los peptidil-
tRNAs impediria que compitieran con los N-formilmetionil-tRNA
durante la iniciaciéon de la traduccién (Cuzin y col.,, 1967; Kossel y
RajBhandary, 1968).

Se han aislado mutantes de Escherichia coli defectuosas en peptidil-
tRNA hidrolasa (Pth), que son resistentes a la infecciéon por el
colifago silvestre lambda (Garcia-Villegas y col., 1991, Henderson y
Weil, 19786). ta enzima peptidil-tRNA hidrolasa (Pth) degrada
moléculas de peptidil-tRNA a peptidos y tRNAs. Se ha sugerido que
los sustratos naturales de la enzima podrian ser los peptidil-tRNAs
que se han separado prematuramente de los ribosomas. La funcion
de la Pth es esencial para la célula, dado que la inactivacién de Pth a
42°C en mutantes pth termosensibles resulta en acumulaciéon de
peptidil-tRNA bloqueo de la sintesis protéica y en una rapida muerte
celular (Menninger, 1978).

A la fecha se desconoce el mecanismo por el cual la ausencia de la
funcién Pth provoca la muerte bacteriana. Por medio de
experimentos genéticos realizados con la mutacién pth!s, se
determiné que esta mutacion suprime la terminacién de la
traduccion mediada por cualquiera de los 3 codones de terminacién
UGA, UAA y UAG. Estos resultados sugieren que la enzima Pth esta
involucrada en el proceso de terminacion de la traduccién en
Escherichia coli (Garcia-Villegas, 1991). Se ha propuesto ademas
que la enzima Pth participa en la terminacion de la traducciéon no
excluyendo que tenga la funcidn de hidrdlisis de peptidil-tRNAs en la
ceélula, de hecho en ensayos de actividad de la mutante pthfs a
temperaturas restrictivas no se observa actividad de peptidil-tRNA
hidrolasa (Atherly y Menninger, 1972) sugiriendo que es la Unica
enzima de Escherichia coli con esta actividad indispensable para la
bacteria.



CAPITULO It

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1. Hipotesis.

La expresidn de bar inhibe la sintesis de proteinas por titulacién de
la actividad de Pth en la célula.

3.2. Objetivo General.

Determinar si i{a inhibicién de la sintesis de proteinas por
ausencia de Pth es o no igual a la causada por la expresion de los
sitios bar del fago lambda.

3.3. Objetivos Especificos.

Determinar el efecto de la induccion de bar en mutantes pth(rap) y el
efecto de la reduccion de la actividad de Pth por incremento de la
temperatura, en ceélulas pth(ts) sobre el crecimiento celular.

Analizar la sintesis de proteinas en las células pth(rap) durante la
expresiéon de bar y en las células pth(ts) a 43°C mediante marcaje
metabdlico con [35S]-Metionina y electroforesis bidimensional.



CAPITULO 1V

MATERIALES Y METODOS

4.1. Cepas.

Se emplearon las cepas: C600 (thr1 leuB6 thil facY1 sup E44
tonA21); C600 pth 's obtenida por cotransduccidn con P1virde pthts
con zch: :Tn10 a partir de la cepa HO300 (Hove-Jensen, 1985). N5960
rap [SA 500 his ilv lacZxA21, ( Acl857 Bam Nam 7 Nam 53AH1) cys
H: :Tn5 zcgh: : Tn10] (Guzman, 1984). Estas bacterias se obtuvieron
del cepario del laboratorio 3 de!l Departamento de Geneética y

Biologia Molecular del Centro de Investigacion y de Estudios
Avanzados del IPN.

4.2. Medios de cultivo y reguladores.

a) Medio_ Luria (LB). Por litro; 10 g de triptona, 5 g de extracto de
levadura y 5 g de NaCl, se ajusta a pH 7.2 con NaOH 2M, para medio
sdélido se agregan 15 g de agar. (Miller, 1992)

b) Medio minimo_ M9_suplementado. Para 100 mil.: 10 ml de mezcia de
sales 10X (132g de NaHPO,4, 30g KH2P Oy, 5g de NaCl, 10g de NH4ClI) ;
85.1 m! de agua bidestilada esteril, 2.5 ml de glucosa al 20%, 0.1 mi
de CaClz 0.1M; 0.028 m! de MgS0s 1M; 0.0762 m! de MgCilz 1M; 2ml
mezcla de aminoacidos 20X (excepto metionina); 0.2 mi de mezcia de
vitaminas 100X (tiamina 10mM, biotina 10 mM). Esterilizar por
filtracion. (Miller, 1992).



c)_Medio SOB, Por litro: 20 g de triptona, 5 g de extractoc de levadura.
0.5 g de NaCl y 10 ml de KCI 250 mM. (Miller, 1992). '

d) Medio TB. Por litro: 10 g de triptona y S g de NacCl, pH fmal 7.2,
Para medio sdlido se agregan 11 g de agar'y ‘para’ agar ‘stave” 7 -9t
Después de esterilizar por autoclave se adlclonan 1 :
estéril. E! medio TB-D contiene ademas 10 mi
20% de maltosa. (Miller, 1992) ;

e) Medio TO. Por litro; 10 g de Triptona, 2.5
2%. Para medio sdlido se agregan 10 g de_ a
{Miller, 1992).

f) Solucidn SM (buffer para diluir fagos):
base, 1.2 g de MgSQOy4 » 7H20 y 0.1 g de gelati
con HCI. (Maniatis, 1989).

100 mM, MnClz 50
M dcido. acético y

g) Buffer 1: Acetato de potasio 30 mM, RbC
mM, y 15 % glicero! ajustado a pH 5.8 c
esterilizado por filtracion. .

h) Buffer 2: MOPS 10 mM, CaClz 75 mM, ‘Rbcylz:é»l(‘CLﬂO mM y 15 %
gliceroi llevado a pH 6.5 con KOH y esterilizado por filtracién.

4.3. Condiciones de cultivo.

Durante este trabajo las bacterias fueron incubadas en cajas de
medio LB y LB-ampicilina a una concentracién de 50 upg/mi. Los
cultivos se prepararon a partir de una sola colonia, procedente de
una caja de LB o LB-ampicilina.



4.4. Preparacién de célujas competentes.

Para inducir competencia en las bacterias N&6960rap, se siguidé el
protocolo descrito por Hanahan (1983). Las bacterias se crecieron
durante toda la noche en medio SOB complementado con MgSQO4 10
mM. Se prepard una dilucion 1:100 del cultivo en el mismo medio y
se incubdé a 37°C con agitacion hasta una densidad optica de 0.3 a
550 nm. El cultivo se pasd a un bano de hielo-agua durante 10
minutos. Las bacterias se mantuvieron a 4°C en los pasos siguientes
y se trabajé en condiciones de esterilidad. Las céilulas se
centrifugaron a 2 500 rpm, 4°C (Rotor JA-20, Beckman) durante 10
minutos y se resuspendieron en buffer 1. Se agregaron 16 ml! de
buffer 1 por cada 50 mi de cultivo y se dejé 10 minutos en hielo. Se
centrifugd como se menciond anteriormente y se resuspendid en el
buffer 2. Se agregaron 4 m! de buffer 2 por cada 50 ml de cultivo y
se incubaron durante 15 minutos en hielo. Se prepararon alicuotas
de 0.5 m! y se almacenaron -70°C hasta su uso o bien se utilizaron
inmediatamente para ia transformacion.

4.5. Transformacion.

Se mezclaron 0.1 ml de bacterias competentas con 500 ng de DNA de
plasmido pFGG93 6 pFGGbart+ y se incubaron en hielo-agua durante 30
minutos. Se dio un choque térmico a 42°C por 1 minuto y después se
incubaron 5 minutos en hielo. Se agregd 1 ml de medio LB y se
incubaron durante 1 hora a 32°C con agitacion. Para seleccionar las
transformantes se espatulo 0.1 ml de ia mezcla de transformacion
en cajas de LB-ampicilina (50 pg/m!) y LB. Las cajas se incubaron a
32°C durante toda la noche. (Miller, 1992).



Cuadro 1. Diagrama de flujo para la transformacion de la.
cepa N5960rap

CRECIMIENTO DE LAS BACTERIAS
N5960rap EN MEDIO LURIA SOLIDO

[

CRECIMIENTO DE LAS BACTERIAS
EN MEDIO SOB

PREPARACION DE CELULAS
COMPETENTES

TRANSFORMACION CON
LOS PLASMIDOS pFGGbart Y pFGGE3

l

L PRUEBA DE EXCLUSION DE FAGOS

CRECIMIENTO DE LAS CEPAS
TRANSFORMADAS EN MEDIO
LURIA SOLIDO + AMPICILINA




4.6. Prueba de exclusiéon de Fagos.

El fenotipo Rap de las cepas transformadas se determind por
infeccion con el bacteridfago lambda. Se tomd una- colonia de las
cajas y se incubd a 32°C en 5 mi de medio TB-D con agitacion
durante toda- la noche. Se mezclaron 0.1 m! del cultivo de toda la
noche con 2.5 mt de medio T@ suave a 45°C y se vertio en una caja de
TG para formar un césped bacteriano. Una vez solidificado el agar
(15 minutos), se colocaron 0.01 m! de diluciones seriadas (10-2, 10
4, 10-6) de los fagos bart y bar, sobre las bacterias. Esto se hizo
por duplicado. Después de que se absorbieron las gotas, las cajas se
incubaron a 32°C y 43°C, durante toda la noche.

4.7. Cinética de Crecimiento.

La cepa se expandid usando una dilucion 1:50 del cultivo inicia! hasta
una OD de 0.4 (600 nm). EI cultivo se dividié en dos fracciones y una
de ellas se incubdé a 32°C y la otra a 43°C. De las dos fracciones se
tomaron muestras de 0.1 ml cada 30 minutos hasta completar 3
horas (Se considero el tiempo 0 minutos cuando el cultivo ilegd a una
ODgoo = 0.4)- Se hicieron diluciones en medio SM y de estas se
tomaron 0.1 ml y se espatularon sobre cajas de medio LB y LB-
ampicilina (50 ng/ml), por duplicado. Las cajas se incubaron a 32°C
durante toda la noche y las colonias se contaron con el cuenta
colonias (Miller, 1972).

4.8. Marcaje Metabdlico.

Las células se expandieron a 32°C hasta una OD de 0.4 partiendo de
una dilucién 1:50 de un cultivo inicial de toda la noche. Se adiciond
ampicilina (50 pg/ml) y el cultivo se dividié en las fracciones A de
0.5 mly B de 1ml
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La fraccién "A" se marcd durante 10 minutos a 32°C, con 50 uCi de
[35S]-Metionina (1100 Ci/mmol, NEN-Dupont). Para parar el marcaje,
se agregd metionina no radiactiva a una concentracién final de 1.9
mM y se transfirié a hielo. La fraccion “B" se preincubdé a 43°C
durante 90 minutos. Se tomaron 0.5 ml, y se marcaron durante 10
minutos a 43°C con 50 uCi de [35S]-Metionina (1100 Ci/mmol, NEN-
Dupont). Al final de este tiempo, se agregd metionina no radiactiva a
una concentracion final de 1.9 mM y se transtiri6 a hielo. Las
células se centrifugaron después del marcaje a 14000 rpm, 15
minutos a temperatura ambiente. Se removié el sobrenadante-1 y se
almaceno para medir el % de radiactividad no incorporada. La
pastilla bacteriana se resuspendié con 0.3 m! de Regulador de
Muestra (8.5M wurea, 2 % NP-40, 2 % ampbholytes, 5% 2-
mercaptoetanol). Las ceélulas fueron rotas con tres ciclos repetidos
de congelamiento-descongelamiento usando un bafo de hielo seco-
acetona y sonicacién durante 20 segundos.

Posteriormente se centrifugaron a 14000 rpm por 10 minutos y el
sobrenadante-2 se transfirié a otro tubo. Los sobrenadantes
obtenidos se guardaron a -72°C. (O'Farrel, 1975). Se determiné
concentracion de proteina y cpm en las muestras.

5.9. Cuantificaciéon de proteinas.

La concentracién de proteina se determind por el método de Bradford
(Bradford, M.N., 1976). EI reactivo se preparé de la manera siguiente:
Se disolvieron 0.1g de Azul de Coomassie G-250, en 50 ml de etanol
al 95 % y posteriormente se agregaron 100 ml! de acido fosforico al
85 % y 850 ml de agua bidestilada y se mezclaron hasta disolverse.
Las particulas se removieron con papel Whatman 3 Mm. Para la
cuantificacion de proteina, se mezclaron 0.007 m! de muestra mas
0.094 ml de agua bidestilada y se adicioné 1 mi de reactivo Bradford.
Se midid la absorbancia a 595 nm después de 2 minutos y antes de 1
hora de haber adicionado el reactivo de Bradford. Se utilizé como
referencia una curva obtenida con cantidades conocidas de albuamina
bovina (BSA).



Cuadro 2. Diagrama de flujo para la deteccién de proteinas

CINETICA DE CRECIMIENTO
EN MEDIO MINIMO

MARGAJE METABOLICO DE LOS
" CULTIVOS CON [25S}-METIONINA

éUANTIFICACION DE PROTEINA
POR EL METODO DE BRADFORD

|

PRECIPITACION CON TCA

ELECTROFORESI!S DE PROTEINAS
a) ISOELECTROENFOQUE
b) ELECTROFORESIS SDS

T

DETECCION DE PROTEINAS
EN GELES
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5.10. Precipitacién con TCA.

En un tubo de 1.5 mi se mezclaron, 0.245 m! de NaOi{ 1M, con 0.01 mi
de las fracciones marcadas con [35S]-Metionina. Se incubaron a 32°C
durante 10 minutos y se adicioné 1 m! de una solucién de TCA 25 % y
Casaaminodcidos 2%. Después de mezclar en vortex, los tubos se
colocaron 30 minutos en un bafio de hielo. Las muestras se filtraron
al vacio a través de filtros de microfibra de vidrio (GF/A) tratados
previamente. con 1 m! de TCA al 5 %. Cada filtro se lavd tres veces

con 3 mi de TCA al 5§ % y se secaron con 1 m! de acetona fria . Las
cpm’ totales se midierén goteando 0.01 m! de las fracciones
marcadas con [35S]-Metionina directamente sobre los filtros. Los

filtros se secaron a 43°C durante 45 minutos. Las cuentas por
minuto (cpm) de cada filtro se midieron usando 5§ mil de liquido de

centelleo en un contador de centelleo (LS 6500, BECKMAN) (Technical
Bullietin, Promega).

5.11. Electroforesis Bidimensional.

En 1975 se desarrolld un nuevo método para el anadlisis de proteinas
conocido como electroforesis bidimensional sobre gel. Al combinar
las caracteristicas de dos procedimientos diferentes de separacion
se pueden resolver mas de 1000 proteinas distintas en forma de un
mapa proteico bidimensional.

En la primer dimensiéon las proteinas son sometidas ha
electroforesis en un tubo estrecho de gel de poliacrilamida en el que
se ha establecido un gradiente de pH mediante unas mezclas de
amortiguadores especiales. Cada proteina se desplaza hasta la zona
del gradiente con un pH igual a su punto isoceléctrico y permanece
alli. En la segunda dimension las proteinas son fraccionadas de
acuerdo con su tamano mediante electroforesis a través de un gel de
poliacrilamida con SDS (O‘'Farrell, 1975).
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a) Isoelectroenfoque (IEF).

Las muestras fueron fraccionadas en la primera dimension a traveés
de geles capilares preparados de la manera siguiente: 'se_ utilizaron
tubos de 15 cm de longitud, 3 mm de diametro y 2 mm . de grosor de la
pared. Se cubrié un extremo con Parafilm y se colocd el tubo sobre
una superficie vertical. Se agregd por un extremo 0.4 ml! de la
solucién de isoelectroenfoque (5.5 g Urea, 1 ml solucién de
Monémeros | (40% T 5% Chbis), 2 ml NP-40 al 10%, 2.5 ml agua
bidestilada, 0.4 mi Ampholine 5/8 (Pharmacia), 0.1 ml Ampholine
3.5/10 (Pharmacia), 0.007 ml TEMED, 0.01 Persulfato de Amonio
10%). Se agregdé agua bidestilada hasta la superficie y el gel se dejo
polimerizando durante 2 horas (Hoefer Scientific Instruments).
Después de que los geles polimerizaron, los tubos se insertaron en la
camara de isoelectroenfoque (vertical gel electrophoresis sistem,
BRL), se agrego la solucion catodica (NaOH 0.2 N) en la parte superior
de la camara y se enjuagd la parte superior del gel con la misma
solucion. En la parte inferior de fa camara se agregd la solucion
anddica (HzgPO4 10 mM). Se adicionaron 0.020 m! de solucion de
muestra (Sample Overlay Solution (9M urea, 2% ampholytes) en la
parte superior del tubo. Los geles se precorrieron, durante 15
minutos a 200 V, 30 minutos a 300 V y 30 minutos a 400 V. EI
corrimiento del gel disminuye con el tiempo debido a un incremento
en la resistencia de los geles acompanado de la formacién de un
gradiente de pH.

Al término del precorrimiento, se removid la solucién de muestra,
con cantidades pequefas de solucion catdédica. Las soluciones
catédica y anddica se reemplazaron con soluciones nuevas. Los geles
se cargaron con 30 ug de proteina de las fracciones marcadas con
[35S]-Metionina, mas 0.020 ml de solucién de muestra. Se ajusté el
voltaje a 400 V y se corrié la electroforesis durante 16 horas
(O'Farrel, 1977).
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b) Electroforesis SDS.

La segunda dimensiéon de las muestras se hizo a través de un
gradiente de poliacrilamida de 7.5 al 15 %. El gel de la primera
dimensién se colocé en la parte superior del gradiente y se sellé con
agarosa al 1 % en buffer concentrador (0.1256 M Tris base pH 6.8, SDS
1 %). La electroforesis se ejecutd a 60 mA (camara Hoefer
Scientific Instruments) usando buffer pH 8.3 (0.025 M Tris, 0.192 M
glicina, 0.1 % SDS) hasta que el frente de migracién alcanzé el borde
inferior (O'Farrel, 1977).

5.12. Deteccion de proteinas en geles.

Los geles se tiferon durante toda la noche con una solucién de 0.125
% Azul de Coomassie, 50 % metanol, 10 % &acido acético. Para
destefiirlos se utilizé la misma mezcla sin el colorante durante 1
hora y se trataron dos veces con una solucion de acido acético al 7 %
y metanol al 5 %, durante 30 minutos. En el caso de proteinas
marcadas radiactivamente, los geles fueron tratados durante 30
minutos con solucién Amptify (Amersham) y se transfirieron a una
solucidn de glicerol al 10 % durante 20 minutos. Los geles fueron
secados a B0°C sobre papel filtro Whatman y se expusieron a la
pelicula de Rayos X (Kodak) durante 22 horas (Hoefer Scientific
instruments).
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CAPITULO V

RESULTADOS

5.1. La sobre expresion de bart+ afecta el crecimiento de
ia cepa rap.

Para determinar el efecto que produce la induccién de la
transcripcion a 43°C de la region bar del bacteridéfago

lambda en
Escherichia coli,

se realizaron cinéticas de crecimiento usando la
cepa N5960, que porta la mutacién rap. EIl plasmido pFGGbart
(Valadez G.) es un vector que expresa el RNA de la regién bar
silvestre del fago lambda, a partir de! promotor plL.

En este plasmido, el promotor pL reprimido a 32°C por el
termosensible c1857, se activa a 43°C, permitiendo la induccion de
la transcripcion de bart. E! plasmido pFGG93 (Valadez y Méndez), es
el control de pFGGbart, que no lleva bar (figuras 3a y 3b). La cepa
NS5960rap, fue transformada con los vectores mencionados y se
monitoreé su crecimiento con y sin expresiéon de bart.

La figura 4 muestra que a 32°C, donde la expresiéon de bart esta
reprimida, la cepa N5960rap/pFGGbart crece exponencialimente y sin
pérdida de plasmido. En el experimento paralelo a 43°C la velocidad
de crecimiento decrece después de 30 minutos de incubacion, a
consecuencia de la expresion de bart*; la reduccién en
viable puede deberse a muerte y lisis celular.

represor

fa cuenta

Estos resultados
concuerdan con observaciones anteriores con plasmidos parecidos

(Guzman, 1990). Después de 90 minutos de incubacion a 43°C,
solamente 12% de las bacterias viables conservan el plasmido. A los
120 minutos de incubacion a 43°C, cuando queda 1.2% de
sobrevivientes, se observa que las células que han perdido el
plasmido comienzan a crecer (medio sin Ap). Como se esperaba, no
existe diferencia entre las cinéticas de crecimiento, la viabilidad
celular y conservacion del plasmido a 32 y 43°C, en la cepa
NS5960rap/pFGG93, donde no hay bart (figura 5).



BamH1.HindI1.Sphl

EcoR1 3843

pFGG93
4365 bp

3b)

PEGG-bars
4858 bp

Figura 3. Construcciéon de los pldsmidos pFGG93 y pFGGbar?t- (3a) Plasmido pFGG93.
Este vector que no expresa par, tué construido al sustituir el fragmento Hindill-Sphi de
pOHS20 (Guzman P, 1990) por el siguiente polytlinker:
5'AGCTGGATCCAAAAGCTTGCATGC-3' (Valadez G. y Méndez F.). (3b) Plasmido pFGGbar*.
Este vecior que expresa bar, fué construido al substituir el fragmento BamHI-Hindlll de
PFGGO3, con un fragmento de 493pb del genoma del bacteridfago lambda, que contiene el
RNA de bar silvestre (coordenadas 27972-27480(Valadez G.)
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a 32 y 43°C. A intervalos de 30 minutos se tomaron muestras de los cullivos y se
determino cuenta viable a 32°C en cajas de LB y LB+Ap.
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Cinética de viabilidad de células N5960rap/pFGG93, crecidas a 32 y 43°C,

Los cultivos tueron crecidos en medio minimo M9 suplementado a 32°C, hasta fase

logariimica (ODg00=0.4). Posteriormente se dividieron y se crecieron continuamente

a 32 y 43°C. A intervalos de 30 minutos se tomaron muestras de los cultivos y se
determino cuenta viable a 32°C en cajas de LB y LB+Ap.




Con base a estos resultados, se tomaron 90 minutos de incubacion a
43°C, considerando este tiempo como el adecuado para observar el
efecto de la expresion de la regidn bar, sobre la sintesis de
proteinas y la viabilidad de la célula huésped.

5.2. La disminucion de la velocidad de crecimiento por
accion de bar+, correlaciona con la inhibicion de
la sintesis de proteinas.

Se ha postulado que la disminucion de la velocidad de crecimiento
podria ser consecuencia de la inhibicion generalizada de la sintesis
de proteinas en la cepa rap (Peérez-Morga y Guarneros, 1990). Siendo
rap una mutacion en el gen pth que codifica para la peptidil-tRNA
hidrolasa, posible blanco de la inhibicion mediada por la expresién de
bar una consecuencia natural de la actividad de bart, podria ser una
alteracion de la sintesis de proteinas. Esta alteraciéon puede verse
reflejada como inhibicion o activacién de la sintesis de ciertas
proteinas.

Para investigar esta relacion primeramente se midid la sintesis de
proteinas durante la expresion de bart, realizando un marcaje
metabdlico de proteinas. En el estudio de alteraciéon de sintesis de
proteinas por bart, se utilizé la cepa N5960rap/pFGGbart. Dado que
la desrepresién de la expresién de bar+ se hace por incubacién a
43°C, se utilizaron las cepas N5960rap/pFGG93 y N53960/pFGGI93
para identificar aquellas proteinas cuya sintesis pudiera verse
afectada solamente por incremento de la temperatura o la fuerte
transcripciéon a partir del promotor plL y no por efecto de bart.

Se determind la actividad de sintesis de protelnas como porcentaje
de Metionina marcada radiactivamente incorporada durante expresion
y no expresion de la regidon bart. La Tabla 1 muestra disminucién a
Ila mitad en la incorporacion de metionina a 43°C con respecto a 32°C
en la cepa N5960/pFGG93 que no presenta la mutacién rap y no
expresa bart. La cepa N5960rap/pFGG93 que tiene la mutacién rap,
pero su vector no expresa bar, presenta un ligero aumento al
incrementar la temperatura a 43°C. Finalmente en la cepa
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N5960rap/pFGGbart se observa que la incorporacién a 32°C, en
ausencia de expresion de bart disminuye drasticamente a 43°C.

TABLA 1. Porcentaje de incorporaciéon de [35:S]£Metiqnina :

CEPA/TEMP 32°C 4‘;%507 :
N5960/pFGGO3 64.0 35.07
N5960rap/pFGGO3 24.0 36.0"
N5960rap/pFGGbart 33.0 7.0
C600 25.0 32.0
C600pth!s 30.0 7.0 .

Bacterias crecidas en medio minimo M9 suplementado, ver materialas
y meétodos. EIl porcentaje de incorporacién se calculd de la siguiente
manera: (%l) = (MPY}CTPYCTS X100.

La disminucién de la concentracion de la proteina Pth afecta 1la
sintesis de proteinas de una manera muy parecida a ia observada por
efecto bart. Para este estudio se utilizaron las cepas C600 y

C600pthts, la cual contiene una mutacién en el gen que codifica para
Pth y le confiere el tenotipo termosensible (Garcia-Villegas, et. al.,
1991). En esta cepa el aumento de la temperatura a 43°C, induce
muerte celular,
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En ensayos de marcaje de protefnas, como los mencionados
anteriormente, se encontré que en la cepa C600 al incrementar la
temperatura a 43°C la incorporacién de [35S]-Metionina cambia
ligeramente.

Al inactivar ptht!s por incremento de la temperatura a 43°C en la cepa
C600pth!s la incorporacién de [35S]-Metionina disminuye a un valor
semejante al obtenido en NS5960rap, por efecto de bart+ bajo las
mismas condiciones.

5.3. La naturaleza de las proteinas inhibidas por bar+
en E. coli es muy diversa.

Al encontrar disminucién de la sintesis de proteinas por efecto de la
expresion de bart, se procede a la identificacion de proteinas, cuya
sintesis es afectada en la cepa N5960rap/pFGGbart. Con esta
intencién, las proteinas presentes en los extractos marcados con
[35S}-Metionina se separaron en geles bidimensionales (ver
materiales y métodos). El criterio para considerar que la expresion
de una proteina esta afectada por accion de bart es que su sintesis
sea alterada en condiciones de sobre expresién de bar y un tondo rap
(Pérez-Morga y Guarneros, 1990).

a) Proteinas afectadas en la cepa N5960rap/pFGGbar+
a 43°C.

En la figura 6 se muestra el efecto de [a induccién de Ia
transcripcion de bart por un tiempo de 90 minutos a 43°C, sobre ia
sintesis de proteinas en la cepa N5960rap/pFGGbart. La disminucion
de la sintesis de proteinas que se observa en una cepa rap es
drastica y general, a excepcion de tres proteinas identificadas como
*a", "b* y "c" (comparar figuras 6a y 6b). La disminucion de estas
proteinas no es tan drastica como en las demas.
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Figura 6. N5960rap/pFGGbar*. Proteinas afectadas por induccion de bar en un fondo
gensdtico rap. Los cultivos bacterianos se incubaron y las proteinas fueron marcadas,
como se indica en materiales y métodos. a) 32°C, b) 43°C.
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La proteina "a® es de un peso molecular entre 105 y 215 kDa. La
proteina "b" presenta un peso . mayor a 70 kDa y la proteina “c"’
presenta un peso entre 43 y 70 kDa.’

b) Proteinas afectadas en 'lacepa  N5960rap/pFGG93.

En la figura 7 se muestra el“ efecto que tiene el incremento de
temperatura a 43°C sobre la sintesis- de proteinas de !a cepa
N5960rap/pFGG93. . S e

Las proteinas cuya sintesis ‘se - incrementa al aumentar- la
temperatura son cuatro, se identifican como *d*, “e", “f', “g"
(comparar figuras 7a y 7b). -

La proteina “d" presenta un peso entre 43 y 70 kDa. La proteina “e"
es de un peso menor a 70 kDa, la proteina “f* presenta un peso entre
43 y 70 kDa y ta proteina "g" tiene un peso mayor a 18 kDa.

Las proteinas “h*, "i*, *j", “k", "I*, “m*, "n", "o"; disminuyen a 43°C (ver
figura 7b). Las proteinas “h*, "i", "j* son de un peso menor a 215 kDa,
la proteina "k" presenta un peso entre 70 y 105 kDa, tas proteinas "I",
“m" son de un peso menor a 70 kDa, la proteina "'n" es de un peso
mayor a los 43 kDa y la proteina "o" es de aproximadamente 43 kDa.

c) Proteinas afectadas en la cepa N5960/pFGG93.

La figura 8 muestra el efecto que tiene el incremento de
temperatura a 43°C sobre la cepa N5960/pFGG93.

Las proteinas que muestran un aumento en su sintesis son cuatro
identificadas como “p", "q", "r", “s".

Las proteinas “p", "s", presentan un peso menor a 43 kDa, la proteina
"qQ" es de un peso entre 70 y 105 kDa. Mientras que la proteina “r*
presenta un peso mayor a 105 kDa (comparar figuras 8a y 8b).
Veintisiete proteinas que disminuyen en su sintesis son
identificadas como: “h”, “i*, *j*, “k", "m", "n", "t", "u®, "v", "w®, "x",. "y",
"z", "ail", "bt", “c1®, *d1*, “e1”, "f1%, "g1", *hit", "it", “j1*, “k1", "iI1*,
*mt1”, “ni".
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Figura 7. N5960rap/pFGG93. Proteinas alectadas por incremento de temperatura en
un fondo genético rap. Los cultivos bacterianos se incubaron y tas proteinas fueron
marcadas, como se indica en materiales y métodos. a) 32°C, b) 43°C.
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Figura 8. N5960/pFGGS3. Proteinas afectadas por incremento de temperatura en un
fondo genético silvestre. Los cultivos bacterianos se incubaron y las proteinas fueron
marcadas, como se indica en materiales y métodos. a) 32°C, b) 43°C.
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La proteina "t* es la mayor con un peso cercano a 215 kDa, las
proteinas "h"*, *i%, *j*, “u", “v*, *w", *x" son proteinas con un peso
mayor a 105 kDa. y las proteinas *k*, “y", "z, "a1", "b1", "i1*, son
proteinas que presentan un peso entre 70 y 105 kDa. Ocho proteinas
de entre 43 y 70 kDa fueron identificadas como "m", *n*, “ci1", “d1*,
"e1", "f1", "g1*, “h1*. La proteina “j1" es de un peso menor a 43 kDa,
las proteinas “"k1%, “K1", son de un peso mayor a 28 kDa y las
proteinas “m1”, "n1" presentan un peso entre 15 y 18 kDa.

5.4. Efecto de la ausencia de actividad de la enzima
Pth, sobre la sintesis de proteinas.

De igual forma se investigéo el
termosensible en Pth, sobre la sintesis de proteinas en la cepa
C600pthts, Para esto, las proteinas presentes en los extractos
marcados con [35S]-Metionina, fueron separados en geles
bidimensionales.

El criterio para considerar que la expresién de una proteina esta
atectada por accion de pth!s con incremento o decremento en su

expresiéon es que su sintesis esté alterada en condiciones de alta
temperatura (Atherly y Menninger, 1972).

efecto posible de la mutacion

a) Proteinas afectadas en C600pthfs a 43°C.

El crecimiento de

células mutantes pth!s a 43°C provoca una
disminucién de

los niveles de actividad de la enzima Pth y una
disminuciéon de la sintesis de proteinas (Atherly y Menninger, 1972).
Al comparar las figuras 9a y 9b, se observa que al incubar la cepa

C600 pthfs durante 90 minutos a 43°C, hay una inhibicidon muy severa
en consecuencia de la
a excepcién de tres
c”, *o1®", "p1" (ver tigura 9b), la
inhibicion que presentan estas proteinas no es tan severa como en
las demas.

la sintesis de diversas proteinas como
deficiencia que se presenta en actividad Pth,
proteinas identificadas como *
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La proteina “c" tiene un peso entre 43 y 70 kDa, la proteina "ol1"
presenta un pesc menor a 70 kDa, y la proteina "p1" tiene un peso
entre 28 y 43 kDa.

b) Proteinas afectadas en C600 silvestre.

La figura 10a y 10b muestra diversas proteinas afectadas-en:la cepa.
CB00 a 43°C. l.as proteinas que aumentan son diez.
como: “d", "e", "c1®, "g1", "h1", "q1", “r1*, “s1%, “t1", "u1"., B

Las proteinas *d", “e", "c1*, “g1", *h1", "q1" son: proteinas que
presentan un peso entre 43 y 70 kDa, las proteinasi*r1"s "s1"
presentan un peso menor a 43 kDa y las. proteinas i"t1", “ui®

presentan un peso mayor a 18 kDa. P AR

Las proteinas que disminuyen al incrementar la ternpje‘ratu'r‘a. son
doce identificadas como: *i*, "j*, "k", "n%, "o', "d1", “vi1", "wi"; “x1",
“yt®, Yz1v, a2,

Las proteinas “i*, "v1", "w1*, x1 son de un peso menor a los 215 kDa,
mientras que la proteina *j" es de un peso mayor a 150 kDa. "~ Las
proteinas “k*, "y1%, "z1", presentan un peso entre 70 y 105 kDa. Las
proteinas “di1“,"a2" presentan un peso entre 43 y 70 kDa vy las
proteinas “n*, “o”" tienen un peso mayor a 43 kDa.

Se sintetizé de nuevo una proteina, identificada como "b2*, de un
peso cercano a 70 kDa.

entificadas - -
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Figura 10. C600. Proteinas afectadas por incremento de temperatura en un fondo
genético silvestre. Los cultivos bacterianos se incubaron y las proteinas furon
marcadas, como se indica en materiales y métodos. a) 32°C, b) 43°C.
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CAPITULO VI

DISCUSION DE LOS RESULTADOS

En este trabajo se investigo el efecto de la expresién de bar sobre el
crecimiento celular y la sintesis de proteinas en bacterias pth(rap) y
el efecto de la reduccion de la actividad de la enzima Pth sobre

la
sintesis de proteinas en bacterias pth(ts).

6.1. La transcripcion de bar y la baja concentracion de la

enzima pth(ts) a 43°C afecta la viabilidad celular.

Pérez-Morga (1990) mostrd que la transcripcion de bar en células
N5960rap produce muerte celular. El observod
primeros 30 minutos de incubacién a 43°C, el

disminuyé aproximadamente un logaritmo y a
incubacion la viabilidad disminuyd tres logaritmos. En los
resultados obtenidos en este trabajo, se observa que durante los
primeros 30 minutos de transcripcién de bar a 43°C, en la cepa
N5360rap/pFGGbar +,1a viabilidad celular permanece estable por una
hora y después disminuye rapidamente (ver figura 4).

Menninger (1979) mostré que la inactivacién de la enzima pth(ts)
produce muerte celular. Ei observé que durante los primeros 10
minutos de incubacién a 43°C la viabilidad celular permanece
estable, y luego disminuye rapidamente a 60 mirutos de incubacion y
observd que el crecimiento celular disminuyd dos logaritmos.

que durante los
crecimiento celular
120 minutos de

6.2. bar*, disminuye la sintesis de proteinas en cepas rap.

Trabajos realizados por Pérez-Morga (1990) han demostrado que la
transcripcion de bar disminuye la sintesis de proteinas en cepas de

Escherichia coli pth(rap). En los resultados obtenidos, se puede
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observar que al inducir la transcripcion de la regién bart+ en la cepa
N5960rap/pFGGbart a 43°C, la sintesis de proteinas disminuye en
forma general (figuras 6a y 6b). Excepto por las proteinas "a", "b",
“c", que todavia se observan después de 90 minutos de inducciéon de
bar (ver figura 6b). Estas proteinas podrian ser proteinas que
escapan a la inhibicién por bart o en las que la inhibicion es
solamente parcial. -

6.3. La sintesis de ciertas proteinas disminuye por
incremento de la temperatura en la cepa
N5960rap/pFGG93.

No todas las proteinas son inhibidas por la expresiéon de bar+. En la
cepa mutante rap que porta el vehiculo vacio (N5960rap/pFGG93), se
observa una disminucién de la sintesis de algunas proteinas al
incrementar la temperatura (ver figura 7a y 7b: "h", *i", "j*, "k*, "I",
“m*, "n", “o"). Por el contrario, en las proteinas "d", “"e%, "{", "g" es
evidente un incremento en su sintesis (ver figura 7b).

6.4. La sintesis de proteinas disminuye por incremento de
la temperatura en la cepa NS960/pFGG93.

Al incrementar la temperatura a 43°C, en la cepa N5960/pFGG93 se

observa disminucién de la sintesis de las proteinas “"h*, “i", "j*, “k",
"M, T, T, Tut, W, Cwe, kT, "yt "ze, "at®, *bi1", *c1®, "d1", "el”, "f1",
“g1”, “h1*, *i1*, "j1*,  “k1*, *“11*, *m1*, *“n1* (figura 8b). Esta

disminucién es menos evidente en la cepa mutante rap
NS5960rap/pFGG93 (figura 7b: “h*, *i", "j*, *k*, "I", *m", “n", “o"). La
sintesis de las proteinas “h*, "i*, "j*, "k", "m", "n"

disminuye con el
incremento de temperatura en la cepa N5960/pFGG93 y son las
mismas proteinas que disminuyen en la cepa mutante rap (ver inciso
b, tabla 2) a excepcidon de la proteina "I* que disminuye en la cepa
mutante rap. También se observa que la sintesis de las proteinas
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"p", *q*, "r*, “s* aumenta en la cepa N5960/pFGGY3 con el incremento
de temperatura (figura 8b).

6.5. L.a baja actividad de la enzima Pth disminuye la
sintesis de proteinas.

El .crecimiento de células mutantes pth(ts) a 43°C  produce una
disminucién de ios niveles de actividad de la enzima Pth, y. una
disminucién de la sintesis de proteinas (Atherly y Menninger, 1972).

Al incrementar la temperatura de incubacion en la cepa C600pth!s, se
produce una disminucién general de la sintesis de proteinas (figura .
9a y 9b). Esta inhibicién es semejante a la que se observa por la
expresion de la secuencia bart+ (ver figuras 6b y 9b). En ambas
cepas, existen tres proteinas que después de 90 minutos de
incubacién a 43°C, siguen siendo evidentes (figura 9b: “c*, "o1%, "p1").
Cabe sefnalar que tas proteinas "o1" y "p1" no son las mismas que
escapan al efecto de bart en la cepa N5960rap/pFGGbart; y la
proteina “c" es la misma que escapa a la inhibicién por la expresion
de bar* (ver inciso a, tabla 2, figura 6b y 9b).

6.6. La sintesis de ciertas proteinas disminuye por

incremento de la temperatura en la cepa C600.
E! incremento en la temperatura de incubacion en la cepa silvestre
C600, produce disminucion en la sintesis de las proteinas “i*, %",
“k", "n*, “"o%, "d1*, "vi*, “wi", “x1*, “y1", “z1", "a2" (tigura 10b),
semejante a lo que ocurre en la cepa N5960/pFGG93. De este grupo
de proteinas, la proteina "di” también disminuye en la cepa
N5960/pFGG93 (ver inciso c, tabla 2, figura 8b y 10b). De igual
forma, la sintesis de la proteina “o" disminuye en la cepa
N5960rap/pFGGS3 (ver inciso b, tabla 2, figura 7b y 10b).
También, se observa que la sintesis de tas proteinas “d", “e®,

"ot
"g1*, *h1", "q1" "r1", "s1*, “ti*, “u1"

aumentan en la cepa C600 al
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incrementar la temperatura (figura 10b). La sintesis de las

proteinas “"d* y “e", de igual forma aumentan en la cepa
N5960rap/pFGGS83 (ver inciso b, tabla 2, figura 7b y 10b). La
sintesis de las proteinas "ct", "g1" y "h1* disminuyen en la cepa

N5960/pFGG93 al incrementar la temperatura (ver inciso c, tabla 2,
figura 10b y 8b). EI incremento de la temperatura en C600 generd
una nueva proteina (“b2") de aproximadamente 70 KDa, esta proteina-
solamente se identificé en la cepa C600 a 43°C (figura 10b).



Lt

Tabla 2. Proteinas que sufren cambios en dos cepas diferentes

Proteinas & 32°C/43°C

Cepas et T tet *h* PN k' m* tp

o' el *d1* tgl* *hi®

N5960rap/pFGGbart  NiSE

N5960rap/pFGG93 N/A N/A ND NID NID ND ND ND
N5960/pFGG93 ND ND ND NID ND NID
C600pthts NISE

Ce00 NIA NIA

N/D

ND ND ND ND

NID NIA NID N/A NIA

N: la sfntesis de proteinas a 32°C se considera normal en las diferentes cepas.
La sintesis de proteinas a 43°C se ve atterda de la siguiente forma:

SE: Sigue Evidente

A: Aumenta

D: Disminuye
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

1. Los resultados de este trabajo muestran que la expresién de bart
en la mutante pth(rap) o la reduccién de la actividad de la enzima
Pth en la mutante pth(ts) por incremento de temperatura, inhiben la
sintesis de proteinas en forma general.

2. La expresion de bar a 43°C de la cepa N5960rap/pFGGbart produce
muerte celular y pérdida del plasmido pFGGbar*, como ha sido
reportado con otros plasmidos que expresan bar.

3. La letalidad celular que produce la transcripcion de bar es
parecida a la que se produce por disminucidon de la actividad de la
enzima pth(ts).

4. Existen tres proteinas que no son afectadas drasticamente por la
transcripciéon de bar, y tres por la disminucién de la concentracion
de la enzima Pth, solamente la proteina denominada “c" se encontrd
en ambos casos.

5. Si bien la transcripcién de bar y la baja concentraciéon de la
enzima Pth inhiben la sintesis de proteinas, también el incremento
de temperatura disminuye la sintesis de algunas proteinas, esta
disminucidén es mas evidente en la cepa N5960/pFGG93 que en las
cepas N5960rap/pFGG93 y C600.

6. E! incremento de temperatura produce un aumento en la sintesis

de algunas proteinas en las cepas N5960rap/pFGG93, N5960/pFGG93
y C800.



7. La cepa C600 generd una nueva proteina al incrementar la
temperatura de incubacidén, esta proteina denominada "b2" de
aproximadamente 70 kDa, no fue identificada en las cepas
' N5960rap/pFGGbart N5960rap/pFGG93, N5960/pFGG93 y C600pthis.

8. En los ensayos de marcaje metabdlico de proteinas con [35S]-
Metionina de las cepas N5960rap/pFGGbart y en C600pthts a 43°C, la
incorporacion disminuye aproximadamente cuatro veces con
respecto a la incorporacién que se presenta a 32°C.

9. La existencia de la base de datos ExPASy, podria proporcionar
informacion sobre la naturaleza de algunas de las proteinas
identificadas en este trabajo, pero para ello, seria necesario
realizar experimentos de resolucidn de proteinas en geles bajo las
mismas condiciones usadas en esta base de datos.

ESTA TESIS N& PRfBE
SALIR DL LA BitiIGTECA
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