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RESUMEN

En este trabajo se caracterizé a la enzima polinucleotido fosforilasa (PNPasa) de
las cepas mutantes SGM12 y SGM98, con el objeto de determinar si su fenotipo
de expresion del gen reportero galk, se debe a mutaciones que afecten la
expresion o actividad de la PNPasa. Al llevar a cabo la caracterizacién de las
cepas se encontraron niveles de concentracién de proteina total por célula de
SGM12 y SGM98 de 2.02 y 1.35 veces mayores a la presente en la cepa control
5165, respectivamente. Ademas, los niveles de expresion de la PNPasa de las
cepas SGM12 y la SGM98 son de 3.7 y 1.4 veces mayores a la expresada en la
cepa S165. Se encontré una actividad de intercambio de fésforo muy similar a la
de la cepa control S165 (1.1 veces para la SGM12 y 0.6 veces para la SGM98), y
no hubo diferencias evidentes en la actividad de polimerizacidon in situ. Los
resultados sugieren que, al menos, en la cepa SGM98 no estid afectada en la
region del gen pnp.

Al analizar el patron electroforético de los extractos crudos proteicos de las cepas
5165, SGM12, SGM71 y SGM98, se observé una banda de aproximadamente 55
kDa cuya expresién disminuye en las mutantes SGM respecto a la $S165, y que se
presume podria ser el factor terminador de transcripcién NusA; asi mismo se
identificé una segunda banda de aproximadamente 82 kDa que se incrementa
notoriamente en la cepa SGM12, y que podria corresponder a la RNA helicasa
deaD, o a ia enzima ftsH, involucrada en la degradacion del factor de transcripcion
o2 Se analizé la regién cercana al gen pnp buscando alternativas que permitan
explicar el fenotipo mutante de estas cepas y el hecho de que las mutaciones se

localizaron previamente en la regién genémica de Escherichia coli cercana a pnp.



CARACTERIZACION PARCIAL DE LAS MUTANTES
DE Escherichia coli SGM 12 Y SGM 98

INTRODUCCION

La sintesis de proteinas es el resultado de una serie de eventos de entre los que
destacan dos procesos principales: la transcripcion y la traduccién (fig.1). En Ia
transcripcion existe un control preciso que se lleva a cabo por una gran cantidad de
factores como son la concentracion de productos finales en el citoplasma celular, la
existencia de inhibidores y estimuladores de la expresién genética, el control
postranscripcional, y la tasa de sintesis-degradacion de los RNAs mensajeros. La sintesis
y degradacion de RNAs mensajeros es un punto muy importante en la regulacion de la
expresion geneética, debido a que mientras mas rapido se sinteticen o mayor sea su
permanencia en el citoplasma celular, se favorecera la expresion de los mismos, y

viceversa,

LA TRANSCRIPCION

La transcripcién es el primero de los mecanismos encaminados a la sintesis de proteinas
y presenta un sistema de regulacién muy complejo. En la transcripcion se produce un

intermediario molecular -el acido ribonucleico, o RNA- utilizande como molde al acido



RETROTRANSCRIPCION

@ _ TRADUCCION

DNA RNA === PROTEINAS

N/

TRANSCRIPCICN

Fig. 1. Dogma central de ia Biologia Molecular. A partir de la informacion codificada en el DNA de
0s seres vivos se sintetiza un RNA con mensaje homoélogo (transcripcion), que sirve a su vez, como

molde para la sintesis de proteinas (traduccion). Se puede sintetizar DNA con mensaje homélogo a

una cadena de RNA (retrotranscripcion).
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desoximbonucleico, o DNA. Es en el DNA en donde se encuentra codificada la
informacion genética necesaria para determinar todas las caracteristicas de los
organismos, ya sean procariontes o eucariontes, pasando desde el reino Monera hasta el
Animalia. Dicha informacién se encuentra agrupada en entidades discretas conocidas
como genes, que definen la estructura primaria de las proteinas, es decir, la secuencia de
aminoacidos (Watson, 1987; Lewin, 1982) (fig. 2).

La transcripcion de todos los genes de Escherichia coli se lleva a cabo por un solo tipo de
RNA polimerasa, de 389 kilodattones (kDa) constituida por cuatro subunidades: dos
subunidades «, de 37 kDa cada una, una R de 151 kDa y una R' de 155 kDa
aproximadamente, codificadas por los genes rpoA, rpoB y rpoC, respectivamente
(McClure, 1985). La RNA polimerasa, al inicio de Ia transcripcion, se fija a una de las
diferentes proteinas denominadas factores o existentes en Ia celula, que sirven para el
reconocimiento especifico de la regién promotora de los diferentes genes de E. coli (fig.
2).

Las mutaciones en el gen rpoA, que afectan a la subunidad o de la RNA polimerasa
demuestran que dicha subunidad es necesaria para el control positivo de la iniciacion de
la transcripcion (Kolb, et al, 1993, Russc y Sihavy, 1992, Ishihama, 1992). Mutaciones en
la subunidad B afectan todos los niveles de la transcripcion; sensibilidad a antibiéticos,
reconocimiento de promotores e interaccion con o, iniciacién abortiva, cinética de
alargamiento, terminacion y antiterminacion (Das, et al, 1978, Guarente y Beckwith, 1978,
Jin y Gross, 1988, Kashlev et al, 1990, Landick et af, 1990, Lee ot a/, 1991, Atkinson y
Gottesman, 1992, Sparkowski y Das, 1992). Las mutaciones que afectan a la subunidad

f alteran, a su vez, la sensibilidad a rfampicina y a estreptolidigina (Zillig et al, 1978,
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Krakow et al., 1976), y la regulacion de! alargamiento controlado por proteinas (Gross et
al, 19786, Jin y Gross, 1989, Ito et af, 1991).

En los procariontes, la transcripcion se lleva a cabo en cinco etapas diferentes:
reconocimiento de la regidn promotora, separacion de las cadenas de DNA, iniciacion
abortiva, alargamiento y terminacion (Yager & Vion Hippel, 1991) (fig. 3).
RECONOQCIMIENTO DE LA REGION PROMOTORA. La region promotora de un gen es
una secuencia de bases presente en el DNA que se halla antes del sitio de inicio de la
transcripcion, y que es reconocida por un factor proteico que forma parte del complejo
denominado RNA polimerasa: el factor o. El factor o™, de 70 kDa, ¥ que esta codificado
por el gen rpoD, es el mas usado en E. coli para reconocer los promotores (Das, 1993),
pero hay otios factores o que también intervienen, como son o, que se utiliza en los
operones y genes que son inducidos por calor (Grossman et al, 1984); o=, especifico para
transcribir el gen de o™ y htrA, i;;i;;;en'sables palé la _sﬁpe;We}nci.; ;lular a 42°C
(Erickson y Gross, 1989); y o™, usado en la expresion de genes involucrados en la fijacion
de nitrogeno y asimilacién (Hirschman et al, 1985). Cuando E. coli es infectada por el
bacteridfago T4, se sintetza un factor ™ que presenta mayor afinidad para los
promotores de los genes tardios del fago. En Bacillus subtilis son varios los factores o
identificados, como son o®, que se utiiza en la expresion de genes del estado
vegetativos; o”’, o*°, o, que reconocen los promotores de los genes de la cascada de

esporulacion; los factores o, ¢, o°, 6% y 0¥, junto con los productos de la infeccién del

fago SPO1 a B. subtilis 6™ y c™** son necesarios para la expresion de los genes de
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dicho bacteriofago (Lewin, 1993, Helmann y Chambertin, 1988, Roy y Wang, 1986, y
Strangier P., 1991).

El factor o es capaz de reconocer dos secuencias consenso ubicadas en las posiciones -
10 (TATAAT), conocida como caja TATA, y en -35 (TTGACA), ;esbecto a la posicion de
inicio de la transcripcion; dicho reconocimiento es posible gracias a tres dominios
proteicos de ¢ que estan muy conservados, y que son capaces de unirse al DNA
(Helmann y Chamberiin, 1988, Dombroski ef a/, 1992).

SEPARACION DE LAS CADENAS DE DNA. La RNA polimerasa se une a la secuencia
promotora del gen formando un complejo con el DNA que en ultima instancia sirve para
que se forme una 'hurbuja’ de DNA de cadena sencilla, qﬁéa}nﬁréhhe des'de la base -12
a la +4 del gen. En éste punto se incorporan dos ribonucledtidos que sirven de inicio de la
fase de alargamiento.

INICIACION ABORTIVA. El complejo DNA-RNA polimerasa-RNA es inestable al inicio, por
lo cual los transcritos son liberados cuando tan sélo se ha sintetizado un RNA de unos 10
nucledtidos de largo; sin embargo, la enzima no es liberada del complejo y se reinicia la
transcripcion (Krummel y Chamberiin, 1989). Ei cambio al modo estable de alargamiento
se da al liberarse el factor o del cor_n'plejo con lo que se pierde el contacto de la RNA
polimerasa de la region promotora; ia burbuja de DNA crece a 18 pares de bases, la
cadena de RNA aumenta a 12 nucledtidos, y se& establecen contactos de la RNA
polimerasa con el DNA en secuencias ubicadas después del complejo de la RNA

polimerasa. De ésta manera, la iniciacion abortiva también puede servir para regular la

sintesis de transcritos, y de hecho, asi es: existen factores que promueven la disminucién




En fechas recientes se ha propuesto un modelo denominado de inchworm (gusano
medidor) para explicar la iniciacion abortiva. En éste modelo se propone que la RNA
polimerasa se mueve a lo largo del DNA, durante el alargamiento, con un movimiento
similar al de un gusano, con dos sitios de interaccion entre el RNA y la RNA polimerasa.
Dichos sitios son el del producto lider, zona de 10 nucledtidos aproximadamente en la
cual se ubica el centro catalitico de la RNA polimerasa y que es donde se van
incorporando los nucledtidos del transcrito en sintesis, y el del producto rezagado. Una
vez que se ha rellenado el sitio det producto lider se produce una translocacion de la
enzima a una posicion 10 nucledtidos mas adelante, con lo que dicho sitio se libera. En la
fase inicial del alargamiento,. para.que-dicha translocacion se lleve a cabo, se requiere
que la cadena de RNA sintetizada sea mayor de ¢ nucledtidos. Como la interaccion del
RNA sintetizado con el sitio lider es débil, ésto puede favorecer la disociacidn prematura
del transcrito, con lo que la RNA polimerasa requiere volver a iniciar la sintesis {modelo
propuesto por Chamberlin, 1995) (fig. 4).

ALARGAMIENTO. Durante el alargamiento, la RNA polimerasa se va desplazando a lo
largo del molde de DNA en una‘ burbuja de 17 pares de bases y se forma un hibrido de
DNA-RNA de 12 nucledtidos. Sin embargo, la tasa de incorporacion de nucledtidos no es
constante a lo largo de todo el alargamiento; existen dos tipos de secuencias del DNA en
donde se frena el desplazamiento de la RNA polimerasa: los sitios de pausa y los

terminadores de la transcripcion. Dichos sitios se ubican generalm"ente al final de un gen,
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Fig. 4. Esquema dei modelo de movimiento de gusanc de la RNA polimerasa. La RNA
polimerasa inicia la sintesis varias veces, hasta que el RNA es “enhebrado” por el sitio donde
se ubica el producto de rezago.
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0 entre genes de un operdn, aunque a veces se hallan en medio o al inicio de un gen con
una funcion bioldgica adn no bien estudiada.

En los sitios de pausa, la sintesis del RNA se detiene de manera momentanea y
reversibie. En los terminadores se produce la iiberacion del RNA y/o de la RNA
polimerasa, ya sea de manera intrinseca, o por accion de otros factores proteicos como
son NusA, Rho o Tau (Richardson, 1993).

TERMINACION. En los terminadores de tipo intr!nseco la liheracion qul RNA es un
praceso que puede ser considerado como imeversible y que esta determinado
termodinamicamente. El proceso incluye ia separacion del hibrido RNA-DNA, el cierre de
la burbuja del DNA y la disociacion de la RNA polimerasa. Dichos terminadores son
secuencias palindromicas, es decir, que se leen igual en ambos sentidos, seguidas de
una secuencia rica en adeninas; la secuencia del terminador permite que se forme una
estructura de tallo-burbuja del RNA cuando se transcribe este sitio. La formacion de dicha
estructura secundarna en el RNA, junto con la secuencia rica en adenina, afectan la
estabilidad del hibrido DNA-RNA del compiejo de alargamiento, por lo que la burbuja det
DNA termina por cerrarsa.y.se libera el RNA y ia RNA polimerasa (fig..5). ~ - ., _
En los terminadores dependientes de factores, es necesaria la intervencion de ciertos
complejos proteicos a fin de que la enzima y el RNA sean liberados, ya que en ausencia
de dichos factores, los sitios de terminacidon se vuelven sitios de pausa. Al escindirse el
factor o del complejo de ia RNA polimerasa, se une al transcrito el factor NusA (Greenblatt
y Li, 1981), factor proteico que sirve para acoplar factores de terminacion y
antiterminacion a la RNA polimerasa. Ademas, NusA tiene capacidad intrinseca de

promaver pausas y terminacion en sitios especificos (fig. 6).

11




Fig. 5. Terminadores intrinsecos. En los terminadores de tipo intrinseco, la terminacién ocurre

debido a que se genera una estructura de tailo-burbuja en el mMRNA, con fo que el complejo
RNA polimerasa- DNA se desestabiliza y se libera la polimerasa y el mRNA.,




H factor de
© terminacion
. recomre &l RNAM

Fig. 6. Terminadores dependientes de factores. En los terminadores de tipo dependientes de
factores, proteinas especializadas, como el factor p 0 Nus A, promueven la terminacion de la
transcripcién. Estas proteinas interactiian con la RNA polimerasa, principaimente en los sitios
conocidos como sitios de pausa, que son secuencias en que el mMRNA adguiere una estructura
secundaria que, si bien no es suficiente para que se de la terminacion de {a transcripcion, si
detiene el complejo RNA polimerasa hasta que es “alcanzado” por la proteina terminadora.

13



El factor proteico mas comun en la terminacion de la transcripcion en E. coli es el factor
Rho. Rho es una proteina hexamérica compuesta por tres dimeros (Finger y Richardson,
1982, Gogol et af, 1991), con dos sitios activos, que se une al RNA. Esta proteina
pertenece a la familia de las ribonucleoproteinas nucleares pequefas, Rho es una
ATPasa dependiente de RNA y presenta actividad de helicasa que le permite la liberacién
del RNA. En los terminadores Rho-dependientes, la liberacion del RNA ¥ la polimerasa
dependen de una secuencia de RNA ubicada antes del sitio de terminacion, ia cual es rica

en citosinas, pero pobre en guaninas, y posee poca o nula estructura secundaria.

CONTROL DE LA EXPRESION GENETICA

Toda célula, con el fin de responder a estimulos extemos o intemos, requiere 'saber que
genes se deben expresar y cuales no, por lo que la transcripcion de dichos genes debe
estar regulada por mecanismos de control especificos. Dicho control puede significar el
aumento o activacion de la expresion, o la represion de la misma, basandose siempre en
las condiciones temporales que Pr_eva[ecen en la célula.

Podemos considerar ia funcbn de Ic;s diferentes factores' G c;:mo el-prir;'er punto de
control de la expresion génica, ya que, como vimos anteriormente, existen factores o que
reconocen especificamente los promotores de ciertos tipos de genes. Un ejemplo de
éstos es el factor o™ de E. coli, cuya expresion se halla regulada por el factor o%, que
reconoce los promotores de genes relacionados con la supervivencia de ia bacteria a
lemperaturas mayores a 37°C. La importancia de o radica principaimente en la

especificidad que le confiere a la unién de la RNA polimerasa con el DNA, ya que e!

14
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nucleo catalitico de la enzima, carente de o, se puede unir al DNA pero de manera
inespecifica (Burgess et al, 1969), de ésta forma, o confiere a la holoenzima el

reconocimiento especifico del promotor, e inhibe las uniones inespecificas de la enzima

con el DNA (Chamberlin, 1976).

CONTROL POSITIVO

Existen genes que no se expresan, o Io hacen en baja cantidad en ciertas condiciones:
sin embargo, si las condiciones extemas o intemas cambian, puede ser necesaria la
‘activacion’ o el aumento en la expresion de ciertos genes a fin de que la célula sobreviva
O que pueda llevar a cabo funciones especificas destinadas a controlar la respuesta
celular a dichos estimulos. Para que se lleve a cabo dicha respuesta ante el estimulo, es
necesaria la funcion de una proteina reguladora 'activadora’ , y el DNA, con lo que se
activa o incrementa la expresién del gen al aumentar la iniciacion dé transcripcion llevada.
A éste proceso se le conoce como control positivo (revisado en Adhya y Garges, 1990)
{fig. 7).

En el control positivo de la transcripcién se requiere de una sefial, que es generaimente la
concentracion intra o extracelular de alguna molécula, la cual es 'percibida’ por un sensor.
La sefial es transmitida a la proteina reguladora activadora, con lo que ésta cambia su
conformacion, por modificacion covalente o no covalente, y es ahora capaz de unirse a
una secuencia especifica en el DNA. El complejo proteina activadora-DNA activa o
aumenta la transcripcion a partir del promotor, ya sea facilitando la union de la RNA
polimerasa con dicha secuencia o modificando la actividad de la enzima. La proteina

activadora puede realizar su funcion de dos maneras: puede contactar directamente a la

15



EL PRODUCTO PROTEICO PROTEINA
SE HALLA EN CANTIDAD SUFICIENTE -

O NO ES REQUERIDO POR

EL MOMENTO.

ONA moicle

: SITO DE UNION. REGION
: DECACTIVADOR PROMOTORA  SAZRABORA GEN ESTRUCTURAL REGION

. ELPRODUCTO PROTEICO ES - - =
AHORA INSUFICIENTE POR LO
| QUESE REQUIERE INICIAR LA
SINTESIS BE LA PROTEINA

SE INICIA LA
TRANSCRI

Figura 7. Modelo de control positivo de ia expresién genética. En el citoplasma se hallan
proteinas u otras moléculas (sensoras) que detectan las condiciones del medio. La molécula
sensora participa directa o indirectamente en el control. Los genes que son controlados asi se
transcriben en bajas cantidades en ausencia del sustrato de su producto, generalmente (ammiba)
y en condiciones en que se requiere el producto det gen (abajo), por ejemplo, para una ruta
metabélica determinada, ia proteina activadora, que puede ser el mismo sensor, se une al
DNA promoviendo la fijacion del complejo RNA polimerasa.
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RNA polimerasa, o puede causar un cambio en la conformacion del DNA, a fin de que la
enzima se una o funcione mas eficientemente.

Un ejemplo interesante de control positivo de la transcripcion es el de la utilizacion de
fuentes de carbono diferentes a la glucosa por la bacteria E. coli. Cuando la bacteria
crece en un medio con fuente de carbono diferente a la glucosa los niveles de adenosin
monofosfato ciclico (AMPc) se hallan muy elevados en el interior celular; al afadir glucosa
al medio, los niveles de AMPc disminuyen rapidamente. Cuando la concentracion de
AMPc es alta, éste se une a una proteina reguladora conocida como proteina receptora
de AMPc (con siglas CRP); dicho complejo tiene una conformacién nueva que le pemite
unirse al DNA especificamente en, o cerca de, la region promotora del regulon de la

proteina CRP, el cual incluye al operdn fac.

CONTROL POSITIVO POR ANTITERMINACION

Asi como los terminadores pueden ser dependientes de factores proteicos para llevar a
cabo eficientemente la terminacion de la transcripcion, dicha terminacion también puedse
ser inhibida por otros factores. El proceso en que una proteina funciona como inhibidora
de la terminacion de la transcripcion se conoce come antiterminacion de la transcripcion, y
es importante para la expresion de ciertos genes que normalmente se hallan 'apagados'
al existir terminadores situados en la regidn 5° de dichos genes.

Un ejemplo de contro! positivo por antiterminacion 16 encontramos en e operon bg! de E.
coli, en donde puede ocurrir antiterminacion en dos sitios distintos (revisado por Houman,
Diaz-Tomes y Wright. 1980). El operon bg/ incluye los genes bgiG, bgfF y bgB,

involucrados en ia degradacion de f-glucosidos aromaticos, se halla regulado por la

17




‘:“

presencia de B-glucosidos y depende del AMPc y la proteina CRP. En ausencia de B-
glucosidos, ia terminacion se da en un terminador Rho independiente ubicado antes del
inicio del primer gen, bgiG; ademas existe un segundo terminador entre el gen bgiG y el
bgfF, con lo que se da baja produccién de la proteina BglG y BglIF. En presencia de p-
glucésidos, la proteina BgIG es desfosforilada por la BglF, con lo que BgIG se puede unir
al RNA en sintesis, impidiendo la formacion de la estructura de tallo-burbuja, con lo que la
terminacion se inhibe en ambos terminadores, y la transcripcion continGa hasta el fin del
operon (fig. 8).

Otro caso de antiterminacion es el efecto ejercido por la traduccién realizada por los
ribosomas. En procariontes, la transcripcion y la traduccion son dos procesos
simultaneos, es decir, que el RNA mensajero (mMRNA) es traducido conforme se va
sintetizando, a diferencia de los eucariontes, que requieren que el MRNA sea madurado y
liberado al citoplasma antes de que sea traducido. Se ha visto que al realizarse la
traduccion del mRNA en sintesis, se inhibe la actividad de los terminadores Rho
dependientes al bloguear la interaccion Rho-mRNA (Adhya y Goﬁesman. 1978), o al
impedir que se forme la estructura de tallo-burbuja de los terminadores Rho
independientes.

Existe otro proceso conocido como atenuacion, en operones gue codifican para enzimas
utilzadas en rutas metabdiicas de sintesis de aminoacidos, como sl triptofano, en E. coliy

Salmonella thyphimurium. En éstos casos, el mRNA tiene una estructura terminadora

(Rho dependiente o Rho independiente) antes del primer gen estructural; dicho
terminador es funcional cuando la concentracion del aminoacido en cuestion se halla por

encima de cierto nivel. Cuando la concentracién del aminoacido disminuye, los ribosomas
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EN AUSENCIA DE BgiF FOSFORILADA
B-GUCOSIDOS a
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Figura 8. Control positivo por antiterminacion en el operdn bgl. En ausencia de - glucdsidos
(arriba), se producen bajas cantidades de BglG (la cual es fosforilada) y BglF. La terminacion
de la transcripcion se da en dos terminadores, ubicados, uno antes del gen bgiG y ,otro entre el
gen bgiG y el bgfF. En presencia de f-giucdsidos (abajo), la BglG es desfosforilada por la BglF,
con lo que se une al mMRNA, impidiendo se forme la estructura de tallo-burbuja, y evitando asi
que ocurra la terminacién de la transcripcion.
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se detienen en ia traduccion del transcrito lider en el sitio donde se va a anadir dicho
aminoacido a la cadena polipeptidica, impidiendo la formacién de la estructura
terminadora en ése lugar. De ésta manera, la transcripcion continua y se sintetizan las

enzimas de dicho operdn (fig. 9).

EL BACTERIOFAGO LAMBDA. E| fago lambda es un modeio notable en cuanto a

regulacién transcripcional*se refiers. Su ciclo de 'vida' incluye una fase litica y una
lisogénica, mediadas por las condiciones del medio intracelular de la célula hospedera. El
fago inicia su ciclo de 'vida' al inyectar su DNA al interior de la célula hospedera. Una vez
ahi, empieza la transcripcion y traduccién de los genes del fago, produciéndose las
proteinas Cro y cl, piedras angulares de la decision lisis-lisogenia del fago (fig. 10).

En el ciclo litico de lambda, existen tres etapas: temprana (early), temprana retrasada
(delayed early) y tardia (|ate). La fase temprana inicia con la transcripcion de los genes de
lambda a partir de los promotores p, (promotor Zzquierdo) y pr (promotor derecho). El
transcrito que inicia en p, termina en el terminador tL y codifica para la proteina N; el 50%
de los transcritos’ qué inician en gz termihan ‘en el terrninade‘ik,;"c‘:odiﬁEéﬁ&é para la
proteina Cro, y el otro 50% llega hasta el terminador tRz, con lo que el transcrito
sintetizado incluye los genes cro, cil, O y P. La proteina cro es capaz de unirse a las
regiones operadoras O (izquierda) y Og (derecha), con o que inhibe la transcripcion a
partir de o, y pr. En la fase temprana retrasada se acumula sl factor proteice N, de 12.2
kDa que actua como antiterminador de la transcripcion. N se une al RNA en la secuencia
del DNA del fago conocida como nut (N-utilizacién),y que se localiza cerca de los

promotores py (nutl) y pr (nutR), y modifica el aparato transcripcional al unirse a éste
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Figura 10. Mapa genético del fago A. La transcri
derecho (pr) principalmente.

pcidn inicia en los promotores izquierdo Poy
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como una subunidad mas ocasionando que la RNA polimerasa se vuelva resistente a la
estructura secundana de los terminadores, y ademas la velocidad de sintesis de RNA se
incrementa, ya sea por una mayor afinidad del complejo transcripcional por el sustrato o
por un aumento en la tasa de adicién de nucleétidos. La actividad de N hace que la
transcripcion continde a través de los terminadores tL;, tR, y tRz; asi, se transcriben los
genes clll, Xis e Int, ademas de la regién b a partir de P A partir de pr se sintetiza un
transcrito que codifica para la proteina Q, que también sirve como antterminadora y que
requiere sitios qut (Q-utilizacion) para unirse al DNA y llevar a cabo su actividad en la fase
tardia del ciclo litico de lambda, con lo que permite la sintesis de proteinas de capside y
enzimas liticas requeridas para la liberacion del fago (Das, 1993, Das y Woiska, 1984,
Hendrix, 1983, Friedman y Gottesman, 1983) (fig. 11).

La actividad de antiterminacion por N se da tanto en terminadores Rho dependientes
como Rho independientes, y requiere de varios componentes: la RNA polimerasa, la
proteina N, factores proteicos del hospedero como son NusA, NusB, NusG, y la proteina
ribosomal S10, ademas del sitio nut. La polimerasa sufre un cambio al pasar por el sitio
nut, cuando la proteina N se le une como subunidad con auxilic de la proteina NusA,
principalmente; asi, el complejo transcripcional modificado es capaz de pasar por los
terminadores originales y continuar la transcripcién hacia los genes distales de cada

operon. (Hendrix, 1983, Das y Wolska, 1984, Das, 1993}

CONTROL NEGATIVO

' CONTROL NEGATIVO POR REPRESION

Cuando un gen se expresa en niveles mayores a lo que se requiere, la célula reprime la

expresion de dicho gen, fendmeno conocido como control negativo por represion. Para
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Figura 11. Antiterminacién en el fago A. La transcripcion inicia en los promotores izquierdo (™)
y derecho (pr) hasta el primer terminador. Al producirse la proteina N ésta se une a lgs sitios
nutl y nutR, con lo que la transcripcion sigue a través de los terminadores. El factor Q también
es factor de antiterminacion, ei cual se une a ios sitios gut, cerca del promotor pg-.
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este fin, existen mecanismos celulares que pueden impedir que el complejo de la RNA
polimerasa se una a la secuencia promotora del gen, 0 que una vez que el complejo
enzimatico de iniciacion se halle en la region promotora, no pueda avanzar hacia los
genes estructurales.

Un operdn es un conjunto de genes estructurales relacionados entre si en su funcién,
junto con elementos que sirven para el control de la expresién de dichos genes. El operon
fac posee en su estructura, en sentido 5'—3', la region promotora, |a region operadora, los
genes estructurales, y la regién terminadora. La region operadora es donde se une la
molécula represora impidiendo el paso del complejo de la RNA polimerasa hacia los
genes estructurales. La transcripcion de los genes del operdn /ac se da hasta que el
represor, producto del gen /ac |, ubicado fuera del operdn. se une a la secuencia
operadora; dicho represor se mantiene ahi hasta que es inactivado por una molécula
inductora, con lo que se separa de la region operadora y permite la sintesis del RNA del

operon. (Lewin, 1992) (fig. 12)

CONTROL NEGATIVO POR ANTITERMINACION

Para que el fago lambda se integre al genoma de la bacteria y se establezca la lisogenia,
es necesaro que se sintetice la enzima integrasa, producto de! gen int del fago. El RNA
del gen int puede ser sintetizado a partir de 2 promotores distintos: p y p.. Cuando la
sintesis inicia en p, el transcrito termina en el terminador t, pu—diéndose expresar la
integrasa. Sin embargo, cuando el gen se transcribe iniciando en Pu por efecto de la
proteina N la transcripcion se prolonga mas alla de t, transcribiéndose también una

secuencia ubicada en la region b del DNA del fago, conocida como sib, que significa sitio
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EL PRODUCTO PROTEICO
ES S NORMALMENTE
POR LA CELULA

PROMOTIORA  OPERADORA GEN ESTRUCTURAL REGION

§

EL PRODUCTO PROTEICO SE
ENCUENTRA, EN EXCESO POR LO
QUE SE REQUIERE DETENER LA
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Figura 12. Control negative por represion. Bajo ciertas condiciones ei producto proteico es
sintetizado normalmente por la célula en ausencia de represion (arriba), Cuando la molécula
“sensora” o el mismo producto, se unen 3 la region operadora del operon (abajo), es decir,
cuando el producto de fa expresién del gen ya no es requerido, se reprime la expresion no
permitiéndole e! pasa a la RNA polimerasa de |a region promotora a los genes estructurales.

26




inhibidor en b. Al transcribirse [a region sib se forma una estructura secundana en el RNA
que hace a dicho RNA susceptible de la degradacion iniciada por la RNasa Il y
continuada por una exonucleasa, degradandose rapidamente el RNA y por tanto, no se
sintetiza la proteina integrasa. Este fenémeno, conocido como retrorregulacion es un
ejemplo de control negativo por antiterminacion, ya que debido a la actividad de la
proteina antiterminadora N el RNA es degradado mas rapidamente debido a que se
transcribe la secuencia sib (Guameros. et al 1982, Echols y Guameros, 1983). La
secuencia sib es un mecanismo de control de la expresion del gen mt que actua en c:s

debido a que al estar presente en el mRNA se favorece la degradauon del mismo (f g.

13).

DEGRADACION DEL RNA MENSAJERO

Como mecanismo de control de la expresion génica, debemos considerar también la
importancia del decaimiento de los RNA mensajeros ya que, mientras mayor sea la vida
media de éstos, puede existir una mayor traduccién de ellos con el consecuente aumento
en la sintesis de la proteina producto de dicho gen. Asi, aunque la sintesis de RNA
mensajeros sea la misma, si los mensajeros son mas estables, habra un aumento en la
traduccion, con mayor sintesis proteica; por el otro lado, si dichos mensajeros son
degradados mas rapidamente, los niveles de la proteina seran menores. Ademas, el
aumento en la traduccion de los mRNA por lo general incrementa su vida media, como

por ejemplo, en el caso reportade por Rapaport y Mackie, 1994.
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Figura 13. Retrorregulacién por sib. Cuando el gen int se transcribe a partir del promotor p, el
transcrito termina en el terminador t, y el transcrito es estable (A). Si la transcripcion
sobrepasa al terminador, se forma la estructura sib que es sustrato de corte de la RNasa Hi
(B), y se libera un extremo 3", que permite la degradacion del mRNA desde ese sitio hasta una
estructura de tallo-burbuja dentro del transcrito del gen int (C), quedando éste transcrito

truncado (D).
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Existen muchos factores que determinan la vida media de un mensajero, como la
secuencia misma del RNA y las enzimas nuclecliticas. Se ha probado que ciertas
secuencias del RNA lo vueiven mas o menos sensible a la degradacién, como son las
secuencias que generan estructuras secundaras, o poliadenilacion del RNA. Entre las
estructuras secundarias, algunas confieren mayor estabilidad impidiendo la degradacién
por parte de enzimas nucleoliticas (por ejemplo, Plamann y Stauffer, 1990) mientras que
otras promueven la degradacion por ser sustrato de enzimas nucleoliticas (Guameros et
al,1982).

Respecto a la poliadenilacion, éste es un fendmeno que se creia exclusivo de
eucariontes, aunque en fechas recientes se ha reportado la existencia de secuencias de
poli-adenina en el extremo 3° de mensajeros procariontes, y se les ha asociado, en
algunos casos con una mayor degradaciéon de los mensajeros al interactuar con ia
proteina pcnB (Hajnsdorf, et al, 1995, Xu y Cohen, 1995).

En la degradacidn del RNA intervienen enzimas denominadas Ribonucleasas (RNasas),
las cuales pueden ser divididas en dos categorias diferentes; endorribonucieasas y
exorribonucleasas (Belasco y Higgins, 1988) (fig. 14). Las endorribonucleasas son
enzimas que pueden realizar cortes en el RNA en sitios intemos del mismo y generan
fragmentos discretos al hacer sus cortes; ademas, no requieren extremos 5' o0 3' del RNA
para realizar su actividad. Las exofribonucleasas SONn enzimas que remueven
nucledtidos del RNA de manera secuencial a partir de su extremo 3'. De hecho, todas las
exorribonucleasas conocidas hasta el momento tienen actividad en sentido 3'—>5'.

Entre las endorribonucleasas que degradan mRNA de procariontes, se encuentra a la

RNasa I, formada por dos subunidades a de 25 kDa cada una, cuyo substrato se ha
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Figura 14, Endorribonucieasas y exorribonucleasas. Las exorribonucleasas son enzimas que
degradan RNA usando como sustrato al extremo libre 3' {(A), pero generaimente son sensibles
a estructuras secundarias, como la formacién de un tallo-burbuja (B). Las endorribonucleasas
son enzimas que hacen cortes en sitios internos del RNA, y sueten ser resistentes a estructuras
secundarias (C).
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descrito como una estructura secundania de tallo y burbuja, con un loop intemo (Watson y
Apirion, 1985, Robertson, 1982, Schweisguth, et al, 1994); la RNasa E, de 70 kDa, que
corta mRNA en secuencias consenso localizadas cerca de estructuras de tallo-burbuja
(Misra y Apirion, 1979, Regnier y Hajnsdorf, 1991, Hajnsdorf et af, 1994a) y que tambien
participa en la regulacién de su propia expresién (Mudd y Higgins, 1993); ademas de la
RNasa K, de 55 kDa, que corta en zonas ricas en adenina y uracilo {Lundberg et al,
1990), y la RNasa M, un monomero de 26 kDa (Cannistraro y Kennell, 1989).

La exorribonucleasas mas importantes en procariontes son la RNasa Il y la
Polinuclestido fosforilasa (o PNPasa) (McLaren ef a/, 1991). La RNasa 1, que varia entre
70 y 90 kDa, contribuye con el 90% de la degradacién de los RNA, aunque es
ligeramente sensible a la estructura secundaria del RNA (Deutscher, 1990, Deutscher y

Racher-Reuven, 1991)

La PNPasa se encuentra en dos formas activas: la forma A, que es un frimero de
subunidades o de 86 kDa cada una, y la forma B, que incluye ademas del trimero de la
foma A, un dimero de subunidades p de 48 kDa cada una. Ei ndcleo catalitico de ia
enzima se halla en las subunidades o (Littauer y Soreq, 1982). Las subunidades B de la

PNPasa posee una actividad de enolasa y no se ha detectado que posea afinidad por el
RNA, por lo que su funcién en el complejo denominado degradosoma, el cual esta

formado por la PNPasa, la helicasa RhIB, la polifosfato cinasa (PPK) la y la RNasa E, no

_ha sido establecida (Carpousis et al, 1994, Py ef al, 1994, Py, et al., 1996, Blum, ef al

1997). La PNPasa es mas resistente que la RNasa |l a la estructura secundaria en el
extremo 3', aunque se ha demostrado que en ciertas estructuras de tallo-burbuja, se unen

factores que inhiben la actividad de la PNPasa (Causton et a/, 1994).
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La PNPasa tuvo un papei histérico muy importante en la identificacion del codigo genético
debido a que posee la actividad Unica de polimerizacion de ribonucledtidos difosfato
formando largos polimeros (Sulewski st a/, 1989) Aprovechando ésta actividad, se le uso
para formar mRNA quiméricos con secuencias determinadas por los investigadores, a fin
de identificar para que aminoacido codifica cada codén del mRNA.

A pesar de que el 90% de la degradacién de los mRNA se debe a la actividad de ia

RNasa Il, resuita interesante el hecho que la ausencia de la RNasa Il de la célula
(mutantes RNasall') o la falta de la PNPasa (mutantes PNPasa ) no afecta la viabilidad de

la bacteria o la tasa de degradacién de los mRNA, mientras que la falta de ambas
enzimas (cepas RNasall' PNPasa) es letal ya que hay gran acumulacion de los mMRNA

(Kinscherf y Apirion, 1975, Donovan y Kushner, 1986, Portier, 1980). Hay evidencias que
indican que existe cierta especificidad de sustrato entre |a RNasa Il y la PNPasa (Mackie,
1989, Guameros y Portier, 1991).

El control de la expresién de la PNPasa es muy interesante, ya que se ha evidenciado
que la enzima se automregula post-transcripcionalmente (Takata ot a/, 1985, Takata et al,
1987, Portier et al, 1987, Takata et al, 1989, Robert-Le Meur y Portier, 1994). El
mecanismo de autorregulacion de la PNPasa requiere dos eventos forzosos: en primer
lugar, fa RNasa Ill corta una estructura de tallo-burbuja localizada en el extremo 5', 82
nucledtidos antes del coddn de iniciacion AUG (Hajnsdorf et af, 1994b); en segundo lugar,
s necesaria la presencia de la PNPasa, probablemente uniéndose al mRNA cortado por
RNasa |ll, o para degradar parcialmente, en sentido 3’5", el mensajero a partir del corte
hecho por RNasa lll. Si uno de los dos factores no se halla presante, la traduccion del

mensajero prosigue, con lo que se produce un exceso de PNPasa. Al hacerse el conte por
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Rnasa Ill en el mMRNA, al parecer se induce un cambio conformacional, que puede permitir
a la PNPasa unirse a el mMRNA procesado, evitando su traduccién. La degradacion 3'-5'
del mRNA por accién de la PNPasa no es el mecanismo mediante el cual se da el control
de la expresion del mensajero, sino que es mas probable que el control sea traduccional,
El modelo propuesto por Robert-Le Meur y Portier describe que al hacer el corte la Rnasa
lIt, el cambio conformacional del mMRNA le permite a la PNPasa unirse, con lo que se
impide ia entrada de los ribosomas; al no haber ribosomas en el mMRNA, éste se volveria
mas sensible a la accion de endonucleasas, con lo que se degrada el mRNA. La accidon
de exonucleasas sobre el mensajero no parece ser la causa de la degradacién ya que en
Ccepas que carecen de PNPasa (pnp), ios mRNA de un plasmido que posee Qna fusion

del gen pnp con lacZ son estables, a pesar del corte hecho por RNasa il
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PNPasa y sib.

Participacién de la polinucleétido fosforilasa en la regulacion

del gen int del bacteriéfago lambda.

Al transcribirse la secuencia sib, ubicada en posicion 3° del gen int, se produce un
fendomeno denominado retrorregulacion. La retrorregulacion es un proceso que fue
descrito para la expresion del gen int del fago lambda, y depende de sib: cuando el gen
int se transcribe hasta el terminador t, se forma una estructura de tallo burbuja en el
mMRNA, y que es resistente a la degradacién por la RNasa Il por efecto de la
antiterminacion producida por la proteina N, la transcripcion que inicia en p, continta a
traves de t, hasta la region b, incluyendo a sib. Una vez que la secuencia sib es transcrita
en el MRNA se forma una estructura de tallo y burbuja que es sensible a |a actividad de ia
RNasa lI, generandose un sustrato para la actividad de una exonucleasa, muy
probablemente, la PNPasa (Guarneros, et a/, 1988) (fig. 13). El efecto de sib es en ¢is, ya
que la presencia de la secuencia sib en el MRNA promueve la degradacion det mismo.

Al aislar mutantes en sib que revierten el efecto en cis de ésta regidn. se encontré Ia
mutacion denominada sib 1, que es un cambio de una citosina por una adenina, y
modifica la secuencia reconocida por la Rnasa ill (Montaiiez et al, 1986).

Para conocer la manera en que la secuencia t-sib afecta la expresion génica in vivo, se
clono la regidn t-sib en el sitio Sma | del plasmido pKG1800, localizado entre el promotor
pgal y el gen reportero galK, obteniéndose el plasmido pUS6, en el cual la expresion de la

galactocinasa se reduce hasta en un 94%, in vivo. Esta reduccion de la expresion se
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debe principalmente a la terminacidn de la transcripcion que se presenta en el terminador
t: ef transcrito que pasa el terminador t, y que es traducido representa solo el 8% con
respecto al plasmido que no posee el terminador (pKG1800) (fig. 15).

Al clonar una secuencia que incluye a t, pero con la mutacién sib 1 (plasmido pMS1), la
expresion de la galactocinasa se eleva a 36% respecto a la expresion de galK por
pKG1800, lo que es un aumento de 6 veces con respecto a la que se presenta con ptJS6,
Este aumento en la expresion se debe en parte a gue los transcritos que poseen sib 1
son mas estables que los que tienen a sib (Garcia-Mena, 1992).

Con la finalidad de aislar bacterias que reviertan el efecto de la mutacion sib 1 se
mutagenizo a la cepa S165 y se aislaron, entre ofras, a las cepas denominadas SGM9,
SGM12, SGM71 Y SGM98 cuya expresion del reportero ga/K del pMS1 se encuentra
disminuida, siendo de 3, 4, 7 y 4%, respectivamente, de la expresiéon de galactocinasa de
pKG1800 (Garcia-Mena, 1992),siendo similar al 6% de expresidén de gaK a partir del
pUSE. Se ha caracterizado a la cepa SGM71 y se sabe que la mutante se encuentra
afectada a nivel de autorregulacién de su expresion, con lo que presenta una actividad de
PNPasa al menos 7 veces mayor que ia cepa silvestre (Garcia-Mena,et al,1998b).
Ademas, en ensayos de polimerizacién in situ se observé que la mutante presenta una
migracién electroforética alterada, bajo condiciones no desnaturalizantes, respecto a la
silvestre. Al secuenciar el gen pnp de la mutante SGM71 se identifico que fiene una
transicion de una G por una A en la posicién 2372 del gen, la cual_ causa un cambio del
aminoacido 570 de la PNPasa, una glicina, por un acido aspartico (Garcia-Mena, et al,
1998a). La mutacién se encuentra en el dominio mas conservado de la PNPasa, el

dominio KH, el cual parece estar involucrado en la unién al RNA y la formacion de
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Figura 15. Mapas de los plasmidos pKG1800, pUS6 y pMS1. El plasmido pKG1800 es un
plasmido que lleva al gen reportero gaiK clonado junto a su promotor pgal, y el marcador de
seleccion de resistencia a ampicilina. pUS6 es un plasmido derivado del pKG1800 que tiene
clonada la secuencia t, del fago A en el sitio Sma | entre el promotor pgal y el gen ga/K. Ei
plasmido pMSt es homélogo al pUS6, excepto que la secuencia t-sib clonada lleva ia
mutacion sib 1.
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complejos proteicos, y afecta la autorreguiacion de la expresion de la PNPasa, al parecer
porque disminuye la afinidad de la PNPasa por su mRNA, con o que la concentracién de
ia PNPasa se incrementa (Robert-Le Meur y Portier, 1894). En ensayos realizados con
fusiones traduccionales del gen reportero /facZ con la regidn 5° del operdn pnp, en
bacterias pnp, se observd que la PNPasa silvestre inducida en frans regulaba la
expresion de la fusion PNPasa-Galactocinasa, reprimiéndola hasta 13 veces respecto ala
expresion en ausencia de PNPasa, mientras que la PNPasa’' sélo reprimia la expresion 3
veces (Garcia-Mena, et al, 1998a).

De manera paralela, se tratd de mapear, mediante ensayos de transduccién
generalizada, a las mutaciones de las cepas SGM9, SGM12 y SGMS8, hallandose que en
las dos ultimas al parecer la mutacion se halla cerca o en el gen pnp, ya que las
mutaciones cotransducian con las regiones cercanas a pnp y NusA (Rosas, 1994).

En base a los resultados anteriores, el objetivo del presente estudio fue caracterizar
parcialmente a la enzima PNPasa de las mutantes SGM12 y SGM98 para evaluar si la
enzima esta alterada en las mutantes.

Resulta de importancia conocer mejor la regulacién de la expresion y actividad de la
PNPasa tanto por el conocimiento de ésta enzima, como por los usos practicos que se
pueden dar a las cepas mutantes en pnp, como lo muestra el trabajo de Hautala, ef al,
1979, en que la expresion de un gen eucarionte en E. coli se incrementd 100 veces al

usar mutantes pnp’.
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OBJETIVOS

GENERAL: Caracterizar parcialmente a las cepas mutantes de E.coli SGM12 y

SGMS8.

PARTICULARES: Caracterizar a las cepas SGM12 y SGM98 de acuerdo a su
resistencia a antibidticos, su utilizacion de |a galactosa, el patrén electroforético de
sus extractos proteicos, sus actividades de polimerizacion in situ y de intercambio
de fosforo de la PNPasa, comparativamente con la cepa silvestre S165 y la
mutante SGM71.

Ampilificar el gen pnp de las cepas mutantes SGM12, SGM71 y
SGMS8, y de la S165 (silvestre), por ia técnica de PCR, a fin de que

posteriormente sean secuenciados.
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MATERIALES Y METODOS

A. Cepas y plasmidos.

Fenotipo Fuente

5165 gal KTE str' Shapiro y Adhya 1969
SGM 12 S165 mutante Garcia Mena, 1992
SGM 71 5165 mutante Garcia Mena, 1992
SGM 98 S165 mutante Garcia Mena, 1992
$165 pUS6 $165-sib-gaK” Este trabajo
$165 pMS1 S165-sib1-gaK™" Este trabajo
$165 pKG1800 $165-galk™" Este trabajo
SGM12 puUSE SGM12-sib-gaK" Este trabajo
SGM12 pMS1 SGM12-sib1-gaK” Este trabajo
SGM12 pKG1800 SGM12-gaK**" Este trabajo
SGM71 pUSE SGM71-sib-gaK" Este trabajo
SGM71 pMS1 SGM71-sib1-gaK”  Este trabajo
SGM71 pKG1800 SGM71-gaK™™" Este trabajo
SGM98 pUsse SGl'\/l98-s.ib-g:=.~ﬁ-(+ Este trabajo
SGM98 pMS1 SGM9B-sibT-gaK* Este trabajo
SGM98 pKG1800 SGM98-gaK ™™ Este trabajo

+: baja expresién de galK; H': mediana expresion de galK: 1“H: alta expresion de gaiK

Las cepas bacterianas utilizadas se detallan en ia tabla 1.

Tabla 1. Cepas bacterianas.

Ei plasmido pKG1800 (McKenney et al, 1981}, el pUS6 (Schmeissner et al, 1984) y el

pMS1 (Montafiez et al, 1986) fueron obtenidos de la coleccion de la Dra. Ceciiia

Montafiez, CINVESTAV-IPN. E! plasmido pKG1800 es un plasmido de alto numero de
copias que posee el gen reportero ga/K, que codifica para la enzima galactocinasa, bajo
el control del promotor pgal; como marcador de seleccién posee un gen de resistencia a

ampicilina. pUS6 es un pldsmido que posee clonada entre pgal y gafK un fragmento de
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242 pares de bases que comprenden a la secuencia sib del fago lambda (bases 27724 a
27482) (Daniels et al, 1983); como consecuencia de la presencia de esta secuencia entre
el promotor y el gen la expresion de ga/K decrece hasta ser solo el 6% de la expresion in
vivo de ga/K del pKG1800. El plasmido pMS1 es analogo a pUS8, pero posee clonada la
secuencia sib con la mutacion sib1 (Montafiez et a/, 1986); la expresion de ga/K en éste
plasmido es del 36% de la expresion de pKG1800, es decir, 6 veces mas que la

expresion de galactocinasa de pUS8. (fig. 17).

B. Medios de cultivo y soluciones.
1. Medios de cultivo.

Medio Luria. Las cepas fueron cultivadas‘en medio de cuitivo liquido y sélido Luria
Broth (LB) consistente en NaCl 1% (pesofvolumen), Triptona 1% (pA), extracto de

levadura 0.5% (pAv), NaOH 1mM, disuelto en agua destilada y esteriizado por autoclave

durante 20 minutos.

Medio McConkey-galactosa. E|l medio de cultivo para evaluar utiizacion de
galactosa fue el McConkey-galactosa, consistente en base agar de McConkey al 4% (p/v)
disuelto en agua, esterilizado por autoclave y suplementado con galactosa a una
concentracion final de 0.2% y esterilizado por fittracion con fitros de 0.45 pm,

Medio Triptona. El medio de cultivo Triptona fue preparado con Bactotriptona ai
1%, NaCl al 1%, esterilizado mediante autoclave por 20 minutos: en el caso del medio
Triptona-Galactosa se afiadid 1 g de galactosa al medio Triptona y se esterilizd por

fittracion con fittros de 0.45um.
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Antibidticos. Segun el caso, a los medios de cultivo se les adicionaron los
siguientes antibidticos a una concentracién final de 50 ug/mi: ampicilina, tetraciclina y
estreptomicina, La cepa S165 y sus derivadas son resistentes a estreptomicina, por lo que
en los cultivos de tales cepas se usé siempre este antibidtico. La ampicilina se usé para
seleccionar las bacterias transformadas con los plasmidos pKG1800, pUSG y pMS1. La
tetraciclina fue utilizada como un control negativo ya que ninguna cepa debia ser
resistente a éste antibiotico.

2, Transformacion.

Solucién TSS. Medio LB 1X, polietiénglicol (PEG 3350 u 8000) 10%’,
dimetiisulféxido (DMSO) 5%, MgCl, 50mM, ajustado a pH 6.5 y esterilizado por filtracion a
través de filtros de 0.45 um (Chung et a/, 1989).

Solucién TSS-glucosa. TSS 1X, giucosa 20mM, filtrado con fiitros de 0.45 pm.

3. Extractos proteicos.

Amortiguador la. TRIS-Base 0.1M, NaCl 0.1M, EDTA 0.1mM, B-Mercaptoetanot 1
mM, ajustado a pH 8.0 y filtrado mediante filtros de 0.45 um.

Colorante Bradford 5X. Metanol 25%, &cido fosforico 50%, azul brillante
Coomassie G250 25%.

Amortiguador de muestra para proteina 5X. TRIS.HC! 312.5 mM, SDS 10%,
glicerol 50%, ajustado a pH 6.8.

Colorante para muestra de proteina. Azul de bromofenol 0.005% en agua.

" 4. Ensayos enzimiticos.

Amortiguador ll. TRIS-Base 0.1M, ADP 10mM, MgCl; 10 mM, EDTA 0.1mM, a pH

8.0
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Mezcla ZP-UDP. TRIS-Base 0.11M, MgCl; 8.8mM, UDP 11mM, Na,HPO, 5.5mM,
P 0.275%, pH 8.0. E| P (370 Mbq 10 mCi) fue obtenido de (a compafiia ACCESOLAB
(Cat. DuPont No. NEX-053H).
5. Ensayo de quimioluminiscencia.

Amortiguador TRIS-glicina-metanol (TGM). TRIS-Base 20mM, glicina 60mM,
metanol 20%, a pH 8.0, en agua bidestiladé estéril y filtrado a través de filtros de 0.45 um.

Amortiguador de fosfatos y NaCl (PBS). Na,HPO, 58mM, NaH.PO4.H,O 17mM,
NaCl 68mM, en agua bidestilada estéril.

Amortiguador de bloqueo. Reactivo |-Block (de! Kit Westem Light de la
compania TROPIX) 0.2%, PBS 1X, Tween-20 0.1%.

Amortiguador de lavado. PBS 1X, Tween-20 0.1%.
6. Extraccion de DNA cromosomal.

SSC 1X. NaCl 150mM, citrato de sodio 0.441%, e pH 7.0 en agua bidestilada
estéril.

Amortiguador de lisis. SSC 1X, EDTA 10mM, sacarosa 27%, en agua bidestilada
estén.

Amortiguador EcoRI (condiciones de reaccién). NaCl 50mM, TRIS.Hcl 100mM,

MgCl; 10mM, Tritén X-100 0.025%, a pH 7.5 en agua bidestilada estéril,

C. Preparacion de células competentes y transformacioén.

Las cepas $165, SGM12, SGM71 y SGM98 fueron transformadas con los plasmidos
pUSE, pMS1 y pKG1800 de acuerdo a dos protocolos diferentes: con CaCls (modificado

de Maniatis et a/, 1989), y con el método de TSS (Chung, ef af, 1989).
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Método de CaCl,

Se inocularon tubos con 3 mi de medio de cultivo liquido Luria Broth (LB) con una colonia
de cada cepa por transformar y se incubaron en un bafio de agitaciéon durante toda la
noche a 37°C. El cultivo se diluyé 1:100 en medio Luria y se incubd con agitacion
constante por aproximadamente 2 hr., hasta que la densidad éptica a 600 nm (DCe nm)
fuera cercana a 0.5. Ei cuitivo se centrifugd a 6000 g durante 10 minutos para formar una
pastiiia de bacterias; se decantd el sobrenadante (SN) y se resuspendié con cuidado la
pastilla en medio volumen de CaCl, 100 mM a 4°C. La suspensién celular se incubd
durante 30 minutos en hielo y se centrifugdé a 6000 g durante 10 minutos; el SN se
decanté y la pastilla se resuspendié en un décimo de'volumen de CaCl, 100 mM y se
incubd de 12 a 18 hr a 4°C. Pasado éste tiempo, las células alcanzaron el maximo nivel
de competencia y se procedié a colocar 200ul de bacterias competentes en un tubo de'
cultivo; ahi se anadio el DNA del plasmido (aproximadamente 50 ng): se incubd 15
minutos en hielo, tras los cuales, los tubos se colocaron en bafic maria a 42°C durante 90
segundos incubando en hielo durante 15 minutos mas; entonces se afiadié 1 ml de LB y
se incubo a 37°C durante 1 hr. De la mezcla de transformacion se espatularon 10 y 100 ul
en cajas de Petri con medio LB suplementado con ampicilina, para seleccionar a las
bacterias transformantes.

Las cajas se incubaron a 37°C durante toda la noche. Se contaron las colonias
transformantes y se determiné el rendimiento de ia transformacion con la siguiente

formula:
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No. colonias x 1100
it espatulados x g ADN

Eficiencia de transformacion =

Método de TSS.

Para transformar a las cepas se uso también el método de Chung, et a/, 1989: 3 m! de
medio liquido LB se inocularon con una colonia de la cepa a transformar y se incubé con
agitacion toda la noche a 37°C. Entonces, se hizo una dilucién 1:100 del cultivo en LB y
se incubd con agitacion a 37°C hasta que la DOy o fuera de 0.3-0.4. Las células se
centrifugaron a 6000 g durante 10 minutos a 4°C.; se decanté el SN y la pastila se
resuspendio en un décimo de volumen de TSS a 4°C.

Alicuotas de 500 i se separaron y congelaron a -70°C, conservandose a ésa temperatura
hasta que se utilizaron, sin que el tiempo de almacenamiento fuera mayor a 3 meses.
Para utilizar las células, se descongelaron en agua de hielo; una vez descongeladas las
células, se pusieron 100 w en un tubo de cultivo en hielo y se afiadié el DNA (50 ng
aproximadamente). Se incubaron las muestras 30 minutos en hielo y se adicionaron 800
u de TSS-Glucosa; los tubos se incubaron con agitacién moderada durante una hora.

Se espatularon 100 y 200 wl de la mezcla de transformacion en cajas de Petri con medio
selectivo, las cuales se incubaron toda la noche a 37°C. Pasado éste tiempo, se contaron

las colonias y se obtuvo fa eficiencia de transformacién mediante la siguiente relacion:

No. colonias x 1000

Eficiencia de transformacion =
4l espatulados x g ADN




D. Anadlisis fenotipico de las cepas.

Resistencia a antibidticos. Las cepas S165 (silvestre), SGM12, SGM71 y SGM98
{mutantes), sin plasmido, asi como las que fueron transformadas por los plasmidos pUSS,
pMS1 y pKG1800, se sembraron en medios de cuitivo LB (en caja de Petri y en liquido)
suplementados con uno de tres diferentes antibidticos (estreptomicina, ampiciina o
tetraciclina a S0 pg/ml), para determinar la resistencia de las cepas a los antibidticos. Las
cajas de Petri y los tubos con medio de cultivo inoculados se incubaron a 37°C durante 15

hr y se evalué la presencia o ausencia de crecimiento bacteriano.

Morfologia colonial y utilizacion de galactosa. Las cepas $165, SGM12, SGM71
y SGM3I8, sin plasmido, al igual que ias que se habian transformado por los plasmidos
pUSSE, pMS1 y pKG 1800, se sembraron en cajas con medios de cultivo LB estreptomicina
y MacConkey-Galactosa-Estreptomicina, a fin de evaluar la capacidad de las cepas de
utilizar galactosa como fuente de carbono. Como las cepas carecen de los genes ga/k,
galT y galE, no pueden utilizar la galactosa como fuente de carbono. Se incubaron las
cajas a 37°C durante 15 hr, y se analizé el didmetro y color de las colonias.

Las cepas antes mencionadas también se sembraron en cajas de Pefri con medio
Triptona y Triptona-Galactosa y se incubaron a 37°C durante 12 hr:-

Debido a que las cepas son gaKTE, al ser transformadas con pldsmidos que poseen el

gen gafK, son capaces de sintetizar la enzima galactocinasa, encargada de fosforilar a la

galactosa; en presencia de galactosa, dichas cepas transformantes acumulan galactosa-
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1-fosfato ya que no la pueden metabolizar, y en grandes cantidades causa bacteriostasis:
asi, las cepas que sintetizan poca galactocinasa (las que poseen el plasmido pUSS6)
crecen casi igual que las cepas sin plasmido, y las cepas con alta sintesis de
galactocinasa (pKG1800) no crecen en medio con galactosa. En éste ensayo se evaiué el
tamario y forma de las colonias, a fin de identificar si hay disminucién de la expresién del
gel gaK en las mutantes que poseen el plasmido pMS1, comparandolas con la cepa

silvestre 5165-pMS1.

E. Preparacién de extractos proteicos en fase exponencial y en fase
estacionaria.

Para obtener extractos crudos proteicos de las cepas se usd una modificacion a la técnica
de Thang, et al, 1967. Los extractos se obtuvieron mediante sonicacién, tanto en fase de
crecimiento exponencial como en fase estacionaria, para analizarlos por electroforesis en
geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes, y en ensayos de polimerizacion
in situ, asi como para cinéticas enzimaticas de intercambio de fésforo y para la
quimioluminiscencia de Slot-Blot.

Para obtener los extractos proteicos se inocularon 20 mi de LB con una colonia de la cepa
a utilizar y se incubaron con agitacion a 37°C durante toda la noche. Para obtener el
extracto crudo de bacterias que se hallaran en fase exponencial de crecimiento, se hizo
una diluciéﬁ del cultivo en LB a fin de que la DOgy ny fuera aprox. 0.1, y se incubaron
hasta que 1a DOex nn fuera de 0.3-0.4. En el caso de los extractos de bacterias en fase

estacionaria, se usaron directamente las bacterias incubadas toda la noche.
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El cultivo se centrifugd a 7000 g durante 10 minutos y se decanté el SN: el tubo se dejd
invertido sobre un trozo de papel durante un minuto, tras lo cual la pastilia se resuspendia
en Amortiguador 1a ajustando l1a DOsxnm @ 1.0.

La suspension bacteriana se sonicd a 12 micrones, por 8 ciclos (para los cultivos de fase
exponencial) o 12 ciclos (para los de fase estacionaria) de 15 segundos cada uno, con
descansos de 10 segundos entre cada periodo de sonicacién. Para eliminar los restos
celulares se centrifugd el sonicado a 20000 g durante 15 minutos.

Se transferian alicuotas de 500yl a tubos eppendorf de 1.5 ml y se congelaron a -70°C.

Para utilizar los extractos, se descongelaron y conservaron siempre en hielo.

Determinacién de la concentracién proteica de los extractos mediante el
método de Bradford en placas de ELISA.

Se determiné la concentracion proteica de los extractos crudos de las cepas en estudio
mediante la técnica descrita por Bradford, 1976, usando el kit "Bio-Rad Protein Assay Kit
II" de la compafiia Bio-Rad (No. Cat. 500-0002).

Se prepar6 una curva patron usando Albtimina Sérica Bovina (ASB), con las siguientes
concentraciones de ASB: 21, 28, 42, 49, 54 y 69 ug/ml en Amortiguador la. Se hicieron
diluciones 1:5 (200 uf de extracto con 800 w de Amortiguador la) de las muestras a
analizar y se colocaron 800 u de cada dilucion de la curva patron, asi como de las
muestras de estudio, en tubos eppendorf de 1.5 ml. Se prepararon tubos blanco con 800
ul de Amortiguador la. En éste punto se afadian 200 pul de colorante Bradford 5X (Bio-

Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate) y se mezclé el contenido de cada tubo

“usando un vortex. A partir de éste momento se empezé a contar el tiempo, ya que el color
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se desarrolla con respecto a este. La lectura se realizdé en un tiempo de media hora a
partir del momento en que se mezclaron los tubos.

Se vaciaron 200 u! de la mezcla en cada pozo de una placa de ELISA, y se ley6 la
densidad oOptica de ia placa en una lectora de ELISA con un filtro de longitud de onda de
570 nm. Los resuitados se interpolaron contra la curva patrén de concentracién de.
proteina para obtener la concentracion de proteina de las muestras problema. Como Ia
curva patron y las muestras se analizaron al mismo tiempo no era necesario estandarizar
los tiempos de reaccion.

A fin de determinar si habia mayor concentracion proteica por célula, 6 varaciones en la
eficiencia de sonicacién, se hizo primero un conteo viable de células para definir el
ndmero de células de cada cepa que tienen una DOsx nm de 1.0. Se prepararon cultivos
de las cepas S165, SGM12, SGM71 y SGM98, y se ajustd su DOgyg »m @ 1.0. De éstos
cultivos se hicieron diluciones del orden de 10°10” y 10°® en medio de cultivo LB y se
espatularon 100ul en cajas de Petri con LB. Se incubaron las cajas toda la noche a 37°C
y se contaron las colonias presentes en cada caja. El nimero de células por ml
corespondientes a una DOsgp nm de 1.0 para cada cepa se obtuvo de acuerdo a la

siguiente relacion:

No.colonias

No.celulas por ml para ODggonde 1.0 = .
P pard ODex Indice de la dilucion x 0.1mlespatulados

Ademas, se resuspendié la pastilla producto de la centrifugacién posterior a la sonicacién

en el volumen original de Amortiguador la y se leyé su DOex nm para detemminar la
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eficiencia de sonicacién para cada cepa. Los datos asi obtenidos fueron analizados por

las siguientes relaciones:

DOsoonmeélulas sonicadas= DOgaygnm, cultivo inicial - DOgyonm, pastilla resuspendida

No. células sonicadas por mi=DOgyq,ncélulas sonicadas x No.células para DOsonmde 1

conc. de protelna del extracto (1 g/ ml)
No. celulas sonicadas por mi

Concentracion de proteina por celula =

F. Analisis de proteina en geles de poliacrilamida bajo condiciones

desnaturalizantes.

Se prepararon geles desnaturalizantes de poliacriiamida al 10% con dodecil sulfato de
sodio al 0.1% (PAGE-SDS, por sus siglas en inglés), de acuerdo a Laemmli, 1970. Esto
se realizo para separar las diferentes proteinas de las muestras del extracto crudo de las
cepas en analisis, a- fin de identificar diferencias en la migracién electoforética o en la
intensidad de las bandas de proteina en el gel.

Las muestras se prepararon a fin de obtener una comparacion entre las concentraciones
relativas de las bandas de proteina de una cantidad total constante de proteina (30 ng) vy
de la cantidad de proteina total equivalente a la extraccién de un numero de células
constante {1.5x10° células). Para los camiles de los geles que contenian una cantidad de
proteina constante (35ug), las muestras se prepararon de la siguiente manera: se uso el

volumen de los extractos proteicos que contuviera 35ug de proteina, y se completé a
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166 usando Amortiguador la; se afadieron a cada muestra 11.25u de -
mercaptoetanol, 1ul de colorante, y 45l de amortiguador de muestras 5X.

Cuando se ajusto la cantidad de proteina equivalente al extracto de un numero de celulas
constante (1.5 x 10° células), se prepararon las muestras usando el extracto proteico
necesario para contener suficiente proteina (se uso la relacion de concentracion de
proteina por célula de cada cepa) y se completé a 166ul con amortiguador la; se
afadieron a cada muestra 11.25pl de p-mercaptoetanol, 1y de colorante, y 45ul de
amortiguador de muestras 5X. Los marcadores de peso molecular (MPM) se prepararon
con 2l de MPM ( ng), a los cuales se afiadieron 164ul de Amortiguador la, 11.25ul de B-
mercaptoetanol, 1ul de colorante, y 454 de amortiguador de muestras 5X. Se usaron
marcadores pretefiidos de pesos moleculares correspondientes a 18, 28, 46, 70 y 105
kDa. En todos los casos las muestras se hierven durante 10 minutos.

La migracién electroforética de las muestras se analizd comiendo los geles a 15 mA
durante 12 horas. Una vez terminada la comida, los geles se tifiieron con una solucién de
azul de Coomassie 0.25%, Metanol 45%, acido acético glacial 10%, en agua bidestilada,
durante 30 minutos, destifiiendo los geles con una solucién Metanol 45%, acido acético

glacial 10% en agua durante 1 hr, con cambios de soiucion cada 15 minutos.

G. Ensayo de polimerizacién in situ.

Se evalué la actividad que tiene la PNPasa para unir al azar ribonuclétidos difosfato in
vitro, en ausencia de fosforo inorganico (P), y formar asi polimbonucledtides, con ia

técnica de Thang et al, 1967. Se hicieron geles de poliacrilamida al 10% en condiciones

50




no desnaturalizantes, preparados de acuerdo a Laemmii, 1970, y Se usaron para separar
las proteinas de los extractos crudos de los cultivos en fase estacionaria, Igual que en los
geles PAGE-SDS, se colocaron muestras para cantidad de proteina constante (35ug) y
de extracto de numero de células constante (1.5x10° células), para analizar diferencias en
la actividad de polimerizacién entre las cepas mutantes respecto a la cepa silvestre.

Para los camiles de los geles que contenian una cantidad de proteina constante {35u9),
las muestras se prepararon usando el volumen de los extractos proteicos que contuviera
35pg de proteina, y completando a 163l usando Amortiguador la; se agregaron 40l de
glicerol al 5% y 1ul de colorante. Para la preparacion de las muestras que contenian una
cantidad de proteina equivalente al extracto de un nimero de celulas constante (1.5x 10°
ceélulas), se usd el extracto proteico necesario para contener suficiente proteina y se
completé a 160ul con amortiguador la; se afiadieron a cada muestra 40 de glicerot al
5% y 1 ul del colorante.

El comimiento electroforético se hizo a 15 mA durante 12 hr, tras lo cual se incubaron los
geles en Amortiguador il a 37°C con agitacion leve por 19 hr. Transcurrido el tiempo de
incubacion, se fijaron los geles con acido acético al 7% durante 15 minutos. La sintesis in
situ de poli-A se revel6 al colocar el gel 30 minutos en una solucién de naranja de acﬁdina
30pg/ml en agua, lavando el exceso de colorante en agua bidestiada (McMaster y

Carmichael, 1977).
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H. ENSAYOS DE ACTIVIDAD DE INTERCAMBIO DE FOSFORO DE LA

PNPasa.

Se evalué otra actividad especifica de la PNPasa, que es la capacidad de la enzima
PNPasa para intercambiar in vitro el fosfato B de nucléotidos difosfato por fosforo del
medio en presencia de P;, de acuerdo al protocolo de Portier, 1980. El método usado fue
el siguiente: se preparé una solucion de UDP usando aproximadamente 50 mg de UDP
disuelto en agua bidestitada, y ajustando el pH a 7.0 con NaOH. La concentracion exacta
de la solucién de UDP se determiné por medio del espectrofotdémetro Beckman DU6S5,
leyendo 1a DOqg; nm, cON base en la relacidn: una DO nm de 10 equivale a una
concentracion 1mM. Una vez determinada la concentracion del UDP, se realizé la mezcla
de 2P-UDP.

Se colocaron en un tubo de vidrio, por duplicado, 90ul de la mezcla de UDP con 10l de
los extractos proteicos de los cultivos de fase exponencial y se incubaron a 37°C durante
dos tiempos diferentes: 15 y 30 minutos. Ademas, se incluia un control negativo usando
10ul de Amortiguador la en lugar de extracto proteico, e incubandolo durante 30 minutos.
- Transcurrido el tiempo, la reaccién se detenia con 500ul de acido perclérico y se
colocaron los tubos en hielo. Se colectaron 10ul de tres tubos diferentes tomados al azar
para usarios como referencia (INPUT) de radiactividad adicionada en el ensayo, y se
transfirieron 600wl de la reaccion a tubos eppendorf de 1.5 ml.

A fin de eliminar el P que no habia sido intercambiado por accién de la PNP_asa, se

centrifugaron [os tubos a 12000 g durante 2 minutos y se transfirieron 400ul del SN a un
tubo conico, donde se les afadian 700 de H,SO, 1.4N; entonces se agitaron los tubos

en un vortex, se agregaron 500ul de moiibdato de amonio 5% ((NH4):MoQ,)) y se mezcld
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el contenido de los tubos usando un vortex. tras lo cual se adicionaron 2 ml de butanol; se
colocaron los tubos en el vortex durante 10 segundos y se dejo que se separaran las
fases; entonces, se descand la fase superior, de color amarillo, y se anadieron 2 ml de
éter etilico, se mezcld con el vortex, y nuevamente se descarté la fase superior; se repitio
una vez mas la extraccion con éter etilico y por Ultimo se transfirid 1 ml de la fase acuosa
a un vial de centelleo. A los 3 viales de INPUT se les adicionaron 200y de agua
bidestilada.

La radiactividad de los viales se midid en un contador de centelleo Beckman usando un
programa de lectura para P con conteos de un minuto. Los datos se procesaron en base
al siguiente procedimiento:

10. Las cuentas por minuto (CPM) del INPUT se multiplicaron por 60, ya que en
los 10ul del INPUT iban 1.667ul de la reaccidn original de 100ul; a las CPM de las
muestras problema y del control se les multiplicé por 2.4, ya que en al mi que contenia
cada vial, habia 41.67 ul de los 100p! de la reaccion original de intercambio, obteniendo
asi las cuentas por minuto de cada muestra (CPM), y las cuentas por minuto del control

(CPM Control).

CPM de INPUT - CPM del control
0.5umoles de P, en los 100 de reaccion

CPMpor umol de p, =

20. Se aplico la siguiente relacién para determinar las CPM por umol de P;:
30. Basados en los resultados de CPM por umol de P, y de CPM de cada muestra
(CPMi) se obtuvieron los resuitados de pmoles de P; intercambiados por ml de extracto

proteico de la siguiente manera:
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{CPMi - CPM Control) x 100
CPM por umol de P,

amoles de P, intercambiados por ml de extracto =

40. A los resultados de wmoles de P; intercambiados por ml de extracto proteico se
les multiplicé por 4, cuando se traté de las muestras que fueron incubadas durante 15
minutos, y por 2, en el caso de los resultados de las muestras que fueron incubadas
durante 30 minutos. De esta manera, se obtienian los umoles de P; intercambiados por mi
de extracto proteico por cada hora de incubacion.

50. Por ultimo, se obtuvo el resultado de umoles de P; intercambiados por mg de

proteina de los extractos, por hora, al dividir el resultado anterior entre la concentracion

- proteica de cada extracto expresada en mg/ml.

l. Quimioluminiscencia de Slot-Blot de los extractos proteicos.

Para determinar la concentracion de PNPasa en las muestras proteicas, se hicieron
ensayos de Slot-Blot usando membranas PVDF. Se hicieron diluciones de las muestras
proteicas de las cépas, usadas para los ensayos de intercambio de fdsforo, en
amortiguador Tris-Glicina-Metanol (TGM) a fin de que quedaran aproximadamente. 1, 0.1
y 0.01 ng de exiracto proteico por cada 200 de dilucién, Como control positivo se
hicieron ‘diluciones analogas de PNPasa™™" purificada mediante HPLC {Cromatografia
Liquida de Alta Eficiencia), cortesia del Dr. Jaime Garcia Mena.

Para hidratar la membrana de PVDF de 120x33 mm, se humedecié ésta en metanol
absoluto, y se le adicion6 agua bidestilada hasta que el metano! llegd a una concentracion

de 5%. La membrana se colocd entonces en amortiguador TGM y posteriormente se puso

54




en la camara para Slot-Blot modelo Hybri-Slot Manifold 1052 MM de la compaiia GIBCO-
BRL. En éste punto se vaciaron, por duplicado, 200ul de las diferentes diluciones a fin de
que en los pozos del aparato de Siot-Blot se agregaran 1, 0.1 0 0.01 ng de los diferentes
extractos proteicos, y se hizo la transferencia conectando la camara a una linea de vacio
hasta que el liquido de los pozos se agoté; se aﬁadiehn 700u de amortiguador TGM y se
repitio el proceso. Las membranas se enjuagaron son PBS 1X y se incubaron las
membranas en amortiguador de bloqueo durante una hora.

El anticuerpo primario se diluyé a una concentracion de 1:12500 en amortiguador de
lavado; se filtré usando filtros de 0.45um, y se diluyé a la concentracién final de 1:25000,
mezclando 1:1 con amortiguador de bloqueo. Se incubd la membrana 30 minutos con la
dilucién del anticuerpo. Como anticuerpo primario se usé un anticuerpo monocional IgG
hecho en conejo contra la subunidad o« de ia PNP (a-PNP), cortesia del Dr. Jaime Garcia
Mena.

La membrana se lavd 2 veces durante 10 minutos con amortiguador de bloqueo, y se
diluyé el segundo anticuerpo a una concentracién de 1:5000 en amortiguador de lavado;
se pasé a través de filtros de 0.45uM y se llevé a la concentracién final de 1:10000 al
diluifo 1:1 con amortiguador de bloqueo. La membrana se incubd en ésta solucion
durante 30 minutos. El anticuerpo secundario ligado a fosfatasa alcalina fue el WL10-
R Cat. No. AC11-R de TROPIX (Ab de camero contra IgG de conejo).

Se lavd la membrana 3 veces con amortiguador de bloqueo y s; procedidé a hacer el
ensayo de quimioluminiscencia de los filtros producto del Siot-Blot usando el kit Westem-

Light de ia compariia TROPIX.
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El protocolo para la deteccion de proteinas por quimioluminiscencia, usando membranas
PVDF, fue el indicado por el fabricante. Los tiempos de exposicion usados fueron de 10,
20, 30 y 40 segundos, y 1, 2, 3, 4, 7 y 10 minutos de exposicion de la pelicula
ortocromatica KODAK para rayes X, dentro del intervalo de los 45 y 70 minutos después

de la incubacion con el sustrato quimicluminescente CSPD (Cat. No. CD050 de TROPIX).

J. Preparacion de DNA cromosomal de las cepas $165, SGM12, SGM71 y

SGM98, para los ensayos de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) del

gen pnp.

Para ampiificar el gen pnp de las cepas en estudio medignte la técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) se extrajo DNA cromosomal de las cepas de acuerdo a la
técnica usada por el Dr. Jaime Garcia Mena en su tesis doctoral.

En ésta tecnica se inoculé medio de cultivo LB con las células de interés y se incubd a
37°C, con agitacién, durante toda la noche. Las céluias se empastillaron con agitacion a
4000 g durante 10 minutos; se decantd ei SN y se resuspendieron las céiulas en una
quinta parte del volumen g amortiguador SSCE (SSC 1X EDTA 1 mM). Se
recentrifugaron las células 5 minutos a 4000 g, se decantd el SN, y se resuspendio la
pastiia en ‘g parte de amortiguador de lisis. Se transfifd la suspension a un tubo

COREX.
Se afiadié lisozima para una concentracion final de 0.5 mg/ml, se incubé 10 minutos a

37°C y se agregd SDS para una concentracion final de 1%. Posteriormente se incubé a

37°C durante 10 minutos, se adicioné proteinasa K a una concentracion de 1.25 mg/mi,
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incubando los tubos 30 minutos mas a 37°C. Se agregd un volumen de fenol (el cual fue
saturado afiadiendo '/, de volumen de TRIS.HCI 1M pH 7.5) y se agitdé el contenido de
ios tubos durante 60 minutos, a temperatura ambiente, usando un agitador rotatorio. Los
tubos se centrifugaron a 6000 g durante 10 minutos, después de lo cual se retiré la fase
fendlica. Se afiadié de nuevo un volumen de fenol y se agitaron los tubos 30 minutos
mas, tras lo cual se centrifugaron los tubos a 6000 g por 10 minutos y se descarto la fase
fendlica. En éste punto, se agregé un volumen de éter etilico y se agitd por 30 minutos en
el agitador rotatorio. Se centrifugaron los tubos a 4000 g durante 10 minutos. La fase
acuosa se dializé contra SSC 1X, a 4°C, durante 40 hr.

Para aumentar la eficiencia de la técnica de PCR; los DNA asi obtenidos se digirieron
simultaneamente con las enzimas Eco Rl y Hind Il durante 16 hr. a 37°C, usando como
amortiguador de reaccion el amortiguador Eco R.

Las restricciones se limpiaron dos veces con un volumen de fenol:cloro-formo:aicohol
isoamilico (25:24:1), mezclando por inversién durante 5 minutos, centrifugando 5 minutos
y transfiriendo la fase acuosa a otro tubo. El DNA se precipité usando '/,g de volumen de
acetato de amonio 7.5 M y 4 volimenes de etanol absoluto, por 20 minutos a -20°C. Se
centrifugd |a pastilla, se decanté el SN, y se lavd usando etanol al 70%. Posteriormente se

seco la pastilla al vacio durante 15 minutos y se resuspendi6 en agua bidestilada estéril.

K. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar el gen pnp.

Los DNAs cromosomales restringidos se sometieron por separado al proceso de reacciéon
en cadena de la polimerasa (Saiki of a/, 1985) para amplificar los 2462 pb del gen pnp de

las cepas $165 (silvestre), SGM12, SGM71 y SGM98 (mutantes).
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Para la amplificacion se usaron 2 oligonucledtidos de 22 bases (Garcia Mena, 1992),
cortesia del Dr. Jaime Garcia Mena. El oligo 1 es complementario a la cadena no
codificante en la region 5' del gen pnp, correspondiente a las bases 400 a 421 del gen
pnp del GenBank (Regnier et al, 1987), afiadiendo un sitio artificial Sal | antes del

terminador t; del gen rpsQ, anterior a pnp. Su secuencia es 5>CTG GGT CGA CGT

CGCTAATICT =>3".

El oligo 2 es complementario a la region 3" de la cadena codificante del gen (bases 2855
a 2876 de la secuencia), agregando un sitio artificial de corte de la enzima Bam K,
despueés del gen pnp. Su secuencia es 5 CGT CCG GAT CCC GGT TGC TAA C >3,
Usando estos oligos se obtiene un amplificado que contiene tas secuencias en orden: 5'—
terminador t,-promotor p, (def gen pnp) los sitios de reconocimiento de RNasa Il (Portier
et al, 1987)-cistrén pnp- terminador t, —»3'.

Las reacciones de amplificacion fueron preparadas como sigue: 57.5 ul de agua
bidestilada esteril, 2 ul de BSA (5mg/mli), 10 pl Amortiguador Taq polimerasa 10X, 8 pl de
MgCl, 50mM, 2 ul de los deoxinucledtidos trifosfato (NTP 10mM cada uno), 200 ng en 1

ul de DNA cromosomal digerido con EcoRI-Hindlil, 10 wi del Qligo1 5uM, 10 ul del Oligo2

5uM y 0.4 pl de Taq polimerasa 5000 U/mi {volumen final de reaccién, 100 pi). Se realizé
el PCR utilizando un aparato Thermocycler modelo CETUS 480 de la compaiiia Perkin
Elmer, utiizando los siguientes ciclos: un ciclo inicial con 5 minutos a 97°C para
desnaturalizar el DNA, 2 minutos a 60°C para el alineamiento de los oligos y 2 minutos 30
segundos a 72°C para la pofimerizaciéon de la cadena de DNA; despues se dieron 30

ciclos de amplificacién con 1 minuto a 95° 2 minutos a 60°C y 2 min. 30 seq. a 72°C;
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finalmente, se concluyd con un ciclo final de 1 min. a 95°C, 2 min. a 60°C y 5 min. a 72°C.

Al final los tubos se enfriaron a 4°C.

Los PCR fueron tratados con el kit GENE-CLEAN de la compafiia BIO-101, de acuerdo a

las instrucciones del fabricante con el objeto de eliminar nucleétidos, proteinas, etc
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RESULTADOS

A. Transformacién de las cepas bacterianas.

A fin de caracterizar fenotipicamente a las cepas bacterianas, se transformaron las cepas
$165 (silvestre), SGM12, SGM71 y SGM98 (mutantes) con los plasmidos pUS6, pMS1 y
pKG1800, obteniendose las eficiencias de transformacién mostradas en la tabla 2. Como
se menciond anteriormente, el plasmido pKG1800 posee el gen reportero ga/K con su
promotor original y al gen marcador de resistencia a ampicilina (Ap"); el pUS6 es un
plasmido derivado del pKG1800, que tiene clonada la secuencia def terminador t, entre el
promotor y el gen galK; por uitimo, e pMS1 es un plasmido anélogo al pUSS, pero la

secuencia de t; clonada en él posee la mutacion sib{.

CEPA PLASMIDO
pUS6 pMS1 pKG1800
$165 2.3x10* 2.1x10° 5.7x10°
SGM12 3.1x10° 1.7x10° 2.85x10*
SGM71 710" 2.4x10° 6.48x10°
SGM98 2.5x10° 3.6x10° 6.72x10°

Tabla 2. Eficiencia de transformacion. La eficiencia de transformacion se midid en colomas transformantes por
cada pg de DNA de plasmido (col fug DNA). La cepa $165 fue transformada por el método TSS v las SGM12,
71 y 98 por ef método de CaCk

Estas transformantes, ademas de las cepas bacterianas sin transformar, fueron las

bacterias utilizadas para todos los ensayos descritos en éste trabajo.
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B. Caracterizacién morfolégica de las cepas: pruebas de resistencia a

antibiéticos, morfologia colonial y utilizacién de galactosa,

A fin de caracterizar fenotipicamente a las bacterias se realizaron experimentos de

resistencia a antibidticos usando las bacterias sin transformar, las cuales son resistentes a

estreptomicina (str') y a las transformadas con los plasmidos, y que por tanto debian ser

resistentes tanto a estreptomicina como a ampicilina (st’ Ap). En ningun caso las

bacterias debian ser resistentes a tetraciclina (Tc") ya que no poseen dicho genotipo. Los

resultados de los ensayos de resistencia a antibidticos, en cajas de Petn y en medio

liquido,se presentan en la tabla 3.

ANTIBIOTICOS
CEPAS ESTREPTOMICINA AMPICILINA TETRACICLINA
LIQUIDO | CAJA | LIQUIDO | CAJA | uQuiDo | cala

S165 R R S S S S
$165 pUS6 R R R R S S
$165 pMS1 R R R R S S
$165 pKG1800 R R R R S S
SGM12 R R S S S S
SGM12 pUSé R R R R S S
SGM12 pMS1 R R R- R S S
SGM12 pKG1800 R R R R S S
SGMT1 R R S S S S
SGM71 pUS6 R R R R S S
SGM71 pMS1 R R R R S S
SGM71 pKG1800 R R R R S S
SGMes8 R R S S S S
SGM98 pUS6 R R R R S S
SGM98 pMS1 R R R R S S
SGM98 pKG 1800 R R R R S S

Tabla 3. Resistencia a antibidticos. R: resistente al antibitico. S; sensibie al antibidtico., Los antibidticos se
usaron a una concentracion de 50 png/mi '
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Para evaluar la utilizacién de galactosa por parte de las cepas se hicieron ensayos de
crecimiento bacteriano en cajas de medio McConkey-galactosa-estreptomicina y se
observ que todas las cepas sin excepcion presentaron colonias de color blanco, lo que
significa que no poseen el operon gal completo, como se esperaba.

Se analizé la capacidad de las cepas para convertir galactosa en galactosa-1-fosfato, por
morfologia colonial; para ello se considerd la forma y el diametro de las colonias
bacterianas de las diferentes cepas cultivadas en cajas de Petri con medios de cultivo
minimo (TRIPTONA), y medio minimo suplementado con galactosa (T -GALACTOSA), y
se verificd la resistencia de ias cepas a ampicilina para garantizar Ia presencia de los
plasmidos en las cepas transformadas (tabla 4).

MEDIO DE CULTIVO
CEPAS TRIPTONA T-GALACTOSA
FORMA DIAMETRO FORMA DIAMETRO
S165 CONVEXA 1mm CONVEXA 1mm
S165 pUS6E CONVEXA 0.9 mm CONVEXA 0.6 mm
$165 pMS1 CONVEXA 0.9 mm PLANA 0.1 mm
$165 pKG1800 CONVEXA 0.9 mm NO CRECE | NO CRECE
SGM12 CONVEXA 1 mm CONVEXA 1 mm
SGM12 puUS6 CONVEXA 1 mm CONVEXA 1mm
SGM12 pMS1 CONVEXA 1 mm CONVEXA 1 mm
SGM12 pKG1800 CONVEXA 1 mm NO CRECE | NO CRECE
SGM71 CONVEXA 0.9 mm CONVEXA 0.9 mm
SGM71 pUS6 CONVEXA 0.9 mm CONVEXA 0.9 mm
SGM71 pMS1 CONVEXA 0.9 mm CONVEXA 0.9 mm
SGM71 pKG 1800 CONVEXA 0.9 mm NO CRECE | NO CRECE
SGM9s8 CONVEXA 1 mm CONVEXA 1mm
SGMS98 pUS6 CONVEXA 1mm CONVEXA 1 mm
SGMS8 pMS1 CONVEXA 1 mm CONVEXA 0.9 mm
SGM98 pKG1800 CONVEXA 1 mm NO CRECE | NO CRECE

Tabla 4. Morfologta colonial en medio Triptona y Triptona galactosa. Los didmetros son aproximades. La forma
de la colonia se refiere a la apariencia que tiene al ser vista |ateralmente.
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Las cepas que pueden fosforilar a la galactosa por tener un gen ga/K activo sufren de
bacteriostasis al ser cultivadas en un medio con galactosa como fuente de carbono, por la

A

acumulaciéon de la galactosa-1-fosfato. Como se ve en la tabla;‘la cepa silvestre
transformada se oompoﬁa como ga/K’, mientras que las mutantes SGM12, SGM71 y
SGM98 se comportan como gaK a excepcion de cuando son transformadas con el
PKG1800, el cual no posee la secuencia 4 antes del gen ga/K. Lo anterior confirma que
las mutantes presentan baja expresién de ga/K a partir de los plasmidos pMS1 y pUSS,
es decir, que regulan negativamente la expresion de galactocinasa probablemente por la

degradacion del mRNA debida al elemento t o t-sib que llevan clonado pUS6E y pMS1,

respectivamente.

C. Extractos proteicos de las cepas S165, SGM12, SGM71 Y SGM98.

Para analizar el patron proteico y llevar a cabo ensayos enzimaticos como pante de ia
caracterizacion de las cepas, se obtuvieron extractos proteicos de las diferentes cepas,
transformadas y sin transformar con pKG1800, pUSE y pMS1, tanto en fase exponencial
de crecimiento como en fase estacionaria. De los extractos proteicos obtenidos se
determiné su concentracién, asi como el rendimiento proteico por célula de cada cepa.
Los datos obtenidos se muestran en la tabia 5. La eficiencia de sonicacién fue bastante
alta (de 59 a 81%), pero ésta no fue total, por lo que para los ensayos subsecuentes se
tuvo gue tener en consideracion ésto para [a correcion de los resultados. Se observd que
las cepas mutantes presentaban un rendimiento proteico por célula mayor al de la cepa

silvestre, lo que sugiere diferencias en la regulacion de la expresion génica global de las
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células, probablemente a causa de las mutaciones que presentan, aunque tales

diferencias no son muy grandes.

EFICIENCIA CONCENTRACION No. cels. Por | RENDIMIENTO | Relacion de

CEPA | SONICACION PROTEICA {mg/ml) cada DOgpnm | Mg prot/célula | proteina por
(%) Exponencial | Estacionaria de 1.0 Exponencial céluia
$165 58.59 168.9 214.97 1.9x10° 1.138 x 10" 1.00
SGM12 75.15 175.35 236.62 1.0x10° 2.299x 107 2.02
SGM71 80.57 148.19 254 56 14x10° 1.85x 107 1.63
SGM98 72.64 112.17 281.74 1.8x10° | 1.533x107 1.347

Tabla 5. Concentracion de proteina de los extractos crudos. La relacion mostrada en ta aftima columna
corresponde a la cantidad de proteina por céluia con respecto a la cepa silvestre $165.

D. Analisis del patrén electroforético de los extractos proteicos.

Con la finalidad de tratar de identificar proteinas asociadas al fenotipo mutante se analizé
el patron electroforético de los extractos proteicos de las cepas, considerando para ésto 2
condiciones diferentes: una en que la cantidad de proteina colocada en los pozos del gel

fuera constante (35ug), y ofro en que se colocara el extracto proteico equivalente a

aproximadamente el mismo numero de células sonicadas (1.5 x 10%). Lo anterior se hizo
para tratar de determinar si las proporciones relativas de proteinas eran similares con
respecto a la silvestre {(usando cantidad de proteina constante) y si habia diferencias en
las cantidades o proporciones de proteina por célula (usando un numero de céluias
constante). Se usaron geles de pofiacrilamida al 10% en condiciones desnaturalizantes,

en los que simultaneamente se comieron muestras con cantidad de proteina constante
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(35u9), ycon la cantidad de proteina corespondientes a un numero constante de células
(1.5 x 10% (fig. 16). En elios se identificaron 2 bandas que evidencian diferencias entre
las cepas mutantes con respecto a la cepa silvestre. El nGmero 1 indica una banda de
una proteina de aproximadamente 55 kDa, que esta presente en gran cantidad en los
extractos de la $165 y disminuye visiblemente en todas las cepas mutantes. El nimero 2
indica una banda de aproximadamente 82 kDa, que se haila aumentada visiblemente en
la SGM12 y levemente en la SGM98, respecto a la S165 y a la SGM71. La; bandas que
corresponderian a las subunidades de la PNPasa estan indicadas como a, de 86 kDa, y
B, de‘ 48 kDa. En la seccién de discusion de resultados se plantean candidatos para

posibles proteinas que den origen a las bandas mencionadas.
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FIGURA 16. Patrén electroforético de los extractos proteicos de las cepas S$165, SGM12, SGM71 y SGM88,
Gel de paliacrilamida at 10% con SDS con los extractos de las cepas S165, SGM12, SGM71 y SGMI8. En los
carriles 2 al 5 se colocaron cantidades de proteina constante (35ug). En los carriles 7 al 10 se corrieron
extractos de un nimero de células constante (1.5 x 10°). Cariles 1 y 6 son marcadores de peso molecutar de
18, 28, 46, 70 y 105 kDa. El nimero 1 indica una banda de una proteina de aproximadamente 55 kDa, y el
nimero 2 indica una banda de aproximadamente 82 kDa, que presentan diferencias respecto a la S165. Las
bandas que corresponderian a las subunidades de la PNPasa estén indicadas como a, de 86 kDa, y §, de 48

kDa,
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E. Actividad de polimerizacion in situ.

Se realizaron ensayos con la finalidad de identificar la actividad de polimerizacion de ADP
in situ de la enzima PNPasa en los extractos celulares de las cepas. En la ﬁgura 18 se
muestra un gel de poliacrilamida al 10%, en condiciones nativas, tefiido con naranja de
acridina para evidenciar la actividad de polimerizaciéon de ADP de |a enzima PNPasa. Las
muestras se colocaron como cantidad de proteina constante (35ug) y numero de células

constantes (15 10)céhias

12345678
PNPasa’l_' =8
PNPasa”

FIGURA 17. Ensayo de polimerizacion in situ. Andlisis de la actividad de polimerizacion in stu de ADP de los
extractos proteicos, en un gel de poliacritamida af 10% en condiciones nativas teflido con naranja de acridina.
Los carriles 1 a 4 contienen 35 pg de proteina, y kos carriles 5 a 8 el extracto equivalente 2 1.5 x 10° cétulas.
Carriles 1 y 5 corresponden a la S165, 2y 6 a la SGM12, 3y 7 a la SGM71; v, 4 y 8 a la SGM98. La banda
inferior que se indica comesponde a fa PNPasa tipo silvestre {(PNPasa™), mientras que la banda superior
corresponde a la mutante PNPasa 71 (PNPasa’').
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En la figura 17 se observa que la actividad de polimerizacion in situ de los extractos
proteicos de las cepas mutantes SGM12 y SGMS8 son semejantes a la cepa silvestre
S165, en contraste con la cepa SGM71 que, como fue reportado por Garcia-Mena,
presenta una doble banda de actividad, de mayor peso molecular y mas intensa que la de

la PNPasa silvestre.

F. Ensayo de intercambio de fésforo de la PNPasa.

Para continuar la caracterizacion de la enzima PNPasa de los extractos de las cepas
mutantes, se analizo la actividad de intercambio de fésforo de ia PNPasa como se
describe en la seccion de materiales y métodos. Tal actividad es especifica de la PNPasa
de E.coli. El promedio de los resultados de los 3 ensayos de intercambio de fésforo se

muestra en la tabla 6.

CEPA umoles de Pi intercambiados* Relacién con la cepa
Promedio Desv. S165
Standard
31865 1.757 0.216 1.00
SGM12 1.937 0.118 1.103
SGM71 12.748 0.835. 7.255
SGMO8 1.093 0214 0622

Tabla 6. Ensayo de intercambio de fésforo de ka PNPasa de las cepas S$165, SGM123 SGM71 y SGM98. "Los

valores indicados son de pmoles de Pi intercambiados por hora por mg de proteina del extracto

De esta tabla se desprende que la actividad especifica de intercambio de fosforo de la

PNPasa de las cepas mutantes SGM12 y SGM98 es muy similar a |a de la cepa silvestre
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8165, mientras que la PNPasa de la SGM71 es 7 veces mas activa que la de la S165,

como también lo habia reportado Garcia-Mena.

G. Cuantificacion de la PNPasa de los extractos.

Se hicieron ensayos de quimioluminiscencia para determinar la concentracion de la
PNPasa de los extractos y conocer si existian diferencias en la expresién de la PNPasa
de las cepas mutantes respecto a la silvestre; al compararios con los de rendimiento

proteico por célula la tabla 5, se realizé Ia tabla 7.

ng PNPasa por ug extracto ng PNPasa por célula
CEPA Relacion (x107) Relacion
Promedio* Desv, conla Promedio* Desv. conla
estandar 8165 estandar S165
S165 1.3904 0.376 1.00 1.5823 0.4271 1.00
SGM12 2.5475 0.802 1.832 5.857 1.844 3.70
SGM71 8.565 1.667 6.16 15.847 3.08 10.02
SGMas 1.457 0.61 1.048 2.234 0.935 1.412

Tabla 7. Determinacion de la concentracion de PNPasa de los extractos proteicos. Promedio de 2 ensayos de
quimiolurminiscencia.

La figura 18 es una autorradiografia de los ensayos de quimioluminiscencia, donde se
observa que la concentracion de PNPasa en las cepas no presenta diferencias evidentes,

aunque tras cuantificarlos por densitometria se determiné que existian diferencias

pequefias entre ellas. Por una parte, la concentracion relativa de la PNPasa en las células

‘(ng de PNPasa por mg de extracto) es ligeramente mayor en la SGM12 (1.832) y SGM98

(1.08) con respecto a la S165 (1.0); la SGM71 fue un control ya que se conoce que en

esta mutante, la concentracion de PNPasa se encuentra elevada por lo menos 6 a 7
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veces. De igual manera, al cuantificar la concentracion neta por célula de PNPasa (ng de
PNPasa por célula) se observa un aumento notorio en la SGM12 (3.70) y leve en ia
SGMO8 (1.412), respecto a la S165 (1.0); nuevamente el control SGM71 presenta una

elevada concentracion de PNPasa (10.02).

H. PCR del gen pnp de las cepas.

Por ultimo, a fin de determinar si existia_alguna mutacién en las cepas mutantes que
pudiera alterar ia expresion del gen pnp, se extrajeron DNAs cromosomales de las cepas
para obtener el producto de PCR del gen pnp. La extraccion se realizé mediante el
método descrito, con concentraciones entre 240 y 268.5 ug de DNA por mi; los DNA
fueron digeridos con éxito por las enzimas Eco Rl y Hind il a fin de favorecer las
condiciones del PCR (fig. 19).

Tras efectuar las reacciones de PCR en todos los casos se observo la presencia de un
amplificado de DNA del tamafio esperado de aproximadamente 2.5 kpb, por lo que se
puede asumir que el producto es amplificado del gen pnp, aungue no se puede concluir
esto hasta llevar a cabo la secuenciacion del producto de PCR . En la figura 20 se
presenta el comimiento de los productos de PCR en un gel de agarosa al 1%. Tales
productos de PCR seran clonados y secuenciados posteriormente para determinar si el

fenotipo mutante de la cepa SGM12 o la SGM98 se debe a un cambioc en el gen pnp
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Figura 18. Autorradiografia de ensayo de quimioluminiscencia para la determinacion de concentracion de
PNPasa en los extractos prateicos. La figura A muestra ia autorradiografia de la quimioluminiscencia de los
extractos crudos de las cepas 5165, SGM12, SGM71 y SGM98, concentraciones de 1, 0.1 y 0.01 ng de
proteina. La figura B presenta un control positivo para PNPasa™ con concentracicnes de 0.01, 0.001 y 0.0001
ng de PNPasa purificada, Ambos ensayos se realizaron simultaneamente. El camil inferior (1) es duplicado del

superior.(2). La exposicién de la pelicula fue de 2 minutos,
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SGM71 EcoRl Hindlll
SGM98 EcoRl Hindlil

SGMI12-EcoRl Hindlll
SGM98

S165-EcoRl Hindlll

SGM12

B B ) Hindill

FIGURA 19 . Digestion de los DNA cromosomales con las enzimas Eco Rl y Hind 11, Los PCR se
realizaron de acuerdo a lo descrito en la seccion de Materiales y Métodos, obteniéndose
amplificados de aproximadamente 2500 pb ( 2462 pb, de acuerdo a GenBank), y se pueden
observar en la figura, con concentraciones dentro del rango de los 50 a los 70 pug/mi.

Los cariles 2, 4, 6 y 8 corresponden al DNA cromosomal de las cepas sin digerir. Los cariles 3, 5, 7
y 9, comesponden at DNA cromosomal de las cepas digerido con Eco Rl y Hind lil. Como marcador
de peso molecular (camit 1) se usé A-Hindill.
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FIGURA 20. Commimiento electroforéticode los amplificados de! gen pnp en gel de agarosa at 1%.
Carriles 2, 3, 4 y 5 corresponden a 5ul de 1a reaccion del PCR, siendo aprox. 300 ng de amplificado
por carril. El marcador A-Hindlll se muestra en el camif 1.
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DISCUSION DE RESULTADOS

En éste trabajo se llevé a cabo la caracterizacion parcial de cepas mutantes de
Escherichia coli que presentan expresion disminuida de galactocinasa del plasmido
PMS1. Cuando se aislaron las cepas SGM se buscaban mutaciones que revirtieran el
efecto de la mutacién sib1 del plasmido pMS1, esto es, que la expresion de galactocinasa
a partir del pMS1 disminuyera en dichas cepas, a fin de identificar factores que participen
en el mecanismo de retromegulacion del fago lambda mediado por sib o en la estabilidad
de este mRNA (Garcia Mena, ef al, 1998b). Se aislaron las cepas SGM que poseen baja
expresion de galactocinasa a partir de éste plasmido, a diferencia de la S165, cepa
silvestre de la cual se originaron.

Al caracterizar a la mutante SGM71, en la cual la expresién de ga/K a partir de pMS1 se
ve disminuida hasta el 7%, se identifico que dicha cepa presentaba una mayor
degradaciéon del mRNA de galK del plasmido pMS1 (Garcia-Mena, 1992). En andlisis
posteriores de la SGM71 se identifico una mutacién puntual que en la posiciéon 2372 del
gen pnp, cambiando al aminoacido 570 glicina por acido aspartico, y a su vez, alteraba la
autorregulacion de la enzima polinucleétido fosforilasa, con lo que la concentracion de
esta enzima se incrementaba cuando menos 6 veces respecto a la silvestre, ademas de
que existia una isoforma de la PNPasa con diferente estructura cuatemaria.

Al estudiar a las cepas mutan-tes SGM12 y SGM98, con una expresion disminuida de
galactocinasa de pMS1, de manera simitar a la SGM71, se encontré en ensayos de

transduccion generalizada que las mutaciones causantes del fenotipo se encontraban en

74




una region de 2 minutos cercana al gen pnp, por lo que fue necesario caracterizar a la
PNPasa de estas cepas.

Para caracterizar las cepas fue necesario transformarias con los plasmidos pMS1, pUSE y
pKG1800. Para esto, la cepa S165 fue transformada por el métode de la solucidn TSS,
mientras que las SGM12, SGM71 y SGM98 fueron transformadas mediante el
procedimiento de cloruro de calcio. No se observaron diferencias apreciables en cuanto a
la eficiencia de transformacién obtenida en ambos casos, siendo mas rapido y practico el
método donde se utiliza la solucidon TSS (Chung ef al, 1989).

En las pruebas de resistencia a antibioticos, los resultados coinciden con |la
caracterizacidén previa de las cepas, ya que todas fueron resistentes a la estreptomicina,
tanto en medio liquido como en cajas de Petri, debido a que son derivadas de la cepa
$165, que es Str’. Asimismo, todas fueron sensibles a la tetraciclina, debido a que la cepa
S165, de la que se originan, es sensible a la tetracilcina (Tc®), y los plasmidos usados no
confieren dicha resistencia.

Las cepas sin transformar fueron sensibles a la ampiciiina (Ap°®) debido a que no poseen
el gen que confiere la resistenciaa este antibidtico, pero todas las transformantes fueron
resistentes a ampicilina, ya que los plasmidos con los que fueron transformados tienen el
gen que codifica para la resistencia a la ampicilina (Ap').

De los cultivos en medic McConkey-galactosa-estreptomicina se evidencia que ninguna
de las cepas en estudio puede hacer uso de la galactosa. El operén necesario para que la
galactosa pueda ser utilizada posee los genes galK, galT y galE, que codifican para la
galactocinasa, galactosa-transferasa y galactosa-epimerasa, respectivamente. Si las

cepas carecen del gen galE (gafE ), las bacterias mueren en presencia de galactosa
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(Nikaido, 1961). Si las bacterias solo sintetizan 1a galactocinasa (gafK’, galTE" ), sufren
bacteriostasis en presencia de galactosa, debido a la acumulacién de galactosa-fosfato.
E! fenotipo de las cepas sin transformar es gal *, ya que la cepa de la que se originan es
gal KTE', por delecion del operon gal. Las cepas transformadas con pKG1800, pUS6 y
pMS1 son gal K, en diferentes niveles; sin embargo, al no poseer los genes galTy gal E,
el fenotipo es gal”. En las cajas de Petri con medio McConkey-galactosa se comprueba
este fendtipo ya que todas las cepas producen colonias de color blanco, lo que indica que
no pueden metabolizar la galactosa.

Como se describio en la seccién de mateniales y métodos, se uso el plasmido pKG1800,
que tiene el gen ga/K y su promotor, por lo que presenta un alto nivel de expresion de
galactocinasa. E! plasmido pUSS lleva clonada la secuencia 4 del fago lambda entre el
promotor y el gen gal K, por lo que la expresion se ve disminuida hasta el 6% de la
expresion que se da con pKG1800. El plasmido pMS1 es anslogo al pUSS, sblo que tiene
clonada la secuencia t, con la mutacién sib1, que hace que la represion de la expresion
del gen reportero gal K debida a la presencia de 4 esté disminuida, por io que la expresion
de gal K aumenta hasta ser 36% de la obtenida con el pKG1800.

Asi, la expresion de galactocinasa de pMS1 se ve disminuida en las cepas mutantes,
siendo el fenotipo muy semejante al de la cepa sin plasmidos, por lo que las colonias de
las cepas mutantes con pMS1 que se producen en medio suplementado con galactosa
son similares en forma y tamario a las de la cepa sin plasmido (convexa y de un diametro
aproximado de 1 mm).

Como se ve, los resultados de los analisis de morfologia y tamafio colonial son

congruentes con el método de seleccién de las mutantes, y con 0s resultados del trabajo
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de Rosas, 1994; la cepa silvestre no puede revertir el efecto de sib1, por lo que las
colonias presentan bacteriostasis al producir colonias aplanadas y de didmetro pequeno.
Las cepas mutantes revierten el efecto de la mutacion sib1 ya que la expresion de
galactocinasa de las cepas mutantes transformadas con pUS6 respecto a las
transformadas con pMS1 son muy similares. Ademas, ninguna cepa transformada con el
pKG1800 crecié en medio suplementado con galactosa, lo que coincide con el hecho que
la seleccién de las mutantes se baso en su baja expresion de galactocinasa a partir de
pMS1, y no a un mecanismo independiente que afecte la expresion de gal K.

En ofras palabras, las mutantes presentan reversion del efecto de sib 1 (pMS1) ¥
édemés, disminuyen ligeramente la expresion de galactocinasa de pUS8, lo que se hace
evidente por el tamafio colonial mas pequefio de la $165-pUS6 respecto a jas mutantes
transformadas con pMS1, sin afectar visiblemente la expresion de gal K del pKG1 800. En
éste punto es dificil establecer si la mutacion afecta la transcripcién o la estabilidad del
mRNA del pMS1; sin embargo, pasados en los ensayos de Northem biot de Garcia-
Mena, 1992, se observa que la estabilidad del mRNA esta disminuida en las cepas
SGM12 y SGMY8 respecto a la silvestre, aunque no se degrada tanto como en la SGM71.
Por lo anterior, se podria asumir gue la mutacion presente en las cepas SGM12y SGMe8
pudieran alterar la estabilidad del mMRNA de sib 1 al incrementar la actividad de una
RNasa, o probablemente aumentando la afinidad de una RNasa o el degradosoma hacia
el mRNA de sib 1, como es el caso de la mutante SGM71, en que la actividad y
concentracion de la PNPasa se encuentra aumentada al menos 6 veces.

Los resultados de rendimiento proteico sugieren que las cepas mutantes tienen un

metabolismo ligeramente mayor que la cepa silvestre ya que el menor rendimiento
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proteico por célula lo presentd la cepa S165, y el mayor, la SGM12. Ademas, de acuerdo
a las relaciones de las diferentes actividades enzimaticas medidas en las cepas SGM12,
SGM71 y SGM98, con respecto a la silvestre, las mutantes siempre presentaron un mayor
réndimiento.

Caracterizacién de la PNPasa de las cepas mutantes

Para caracterizar a la PNPasa de las cepas mutantes, se obtuvieron extractos proteicos
de las cepas §165, SGM12, SGM71 y SGM98 que presentaron actividad especifica de
PNPasa en los ensayos enzimaticos. Con estos extractos, se midié la cantidad de
PNPasa producida por célula en cada cepa, y su proporcion relativa en los extractos
proteicos totales, su comimiento electroforético, la actividad de polimerizacién de ADP, y ia
actividad de intercambio de fésforo. Considerando a la mutante SGM71 como un control
positivo de mutaciones en pnp, como lo muestra el trabajo de Garcia-Mena, 1992, es
claro que !a reversion del fenotipo de expresidn de galK por efecto de la mutacién sib1
(PMS1), los niveles de PNPasa aumentaron hasta mas de 6 veces. Adicionaimente, la
estructura cuaternaria de la PNPasa esta alterada, ya que se forma un complejo con mas
de 3 subunidades o, produciendo dos formas enziméticamente mas activas (mas de 7
veces, en los ensayos de intercambio de fésforo). Los cambios en los niveles de PNPasa
se deben muy probablemente a que la PNPasa se autorregula al promover la
degradacion de su mRNA, de manera dependiente de RNasa ill (Takata ef al, 1985,

Takata et al, 1987, Portier et a/, 1987, Takata et a/, 1989, Robert-Le Meur y Portier, 19Q2,

Robert-Le Meur y Portier, 1994); por tanto, la PNPasa’ aumenta su concentracion

probablemente al perder afinidad por su mRNA, o porque la RNasa Il puede tener menor

afinidad por el MRNA de la PNP™".
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De acuerdo a los parametros observados, las mutaciones de las cepas SGM12 y SGM98
no parecen afectar drasticamente los niveles de expresion de la PNPasa, por célula (con
relaciones 3.70 y 1.41, respectivamente, al compararseles con la S165) y por
concentracion relativa en los extractos proteicos (1.83 y 1.048, respecto a la S165); hay
que considerar también que los niveles de actividad de intercambio de fosforo son
semejantes a los de la S165 (1.103 y 0.622, respectivamente), y los PCR generaron
amplificados de igual tamafio aparente (2462 pb). Reconsiderando fo anterior,
probablemente el aumento que se presenta en la SGM12 pudiera ser bioldgicamente
significativo, al aumentar ta concentracién de PNPasa por céluia 3.7 veces, aunque se
requieren mayores ensayos para determinario.

Con la evidencia de que el metabolismo general de las mutantes no se halla gravemente
alterado, al no haber diferencias evidentes en la concentracion de proteina por célula, es
de esperar que la degradacién de los mRNA no esté incrementada a niveles muy altos
por un aumento de actividad o concentracién de una RNasa, por lo que la expficacion que
se ha encontrado es que la actividad de RNA-exonucleasa de la PNPasa esté
incrementada, y su deteccidon escape a las metodologias usadas, o bien, que algun otro
factor proteié.o de las mutantes SGM12 y SGM98 esta modificando la estabilidad del
mRNA que contiene a sib 1.

Por lo anterior, habria que considerar la posibilidad de que las mutaciones presentes en
las cepas SGM12 y SGMI8 no se halien en el gen pnp ni afecten su regulacion, aunque
los resultados no son definitivos, por lo que para descartar que la mutacién se halle en la
PNPasa habria de determinarse ia secuencia nucleotidica de los amplificados de PCR del

gen pnp de las cepas SGM12 y SGM98.
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A fin de hallar otra respuesta probable que resuelva ia incognita respecto a la localizacion
y funcion de las mutaciones, habria que analizar el método usado por Rosas para tratar
de localizar las mutaciones. Los experimentos de transduccion generalizada de su trabajo
fueron hechos usando el bacteridfago P1vir y a la cepa C600 nusA” pnp":Tn10 como
donadora de la regién cercana a pnp y nusA para revertir el fenotipo. En éste trabajo se
encontrd que el 7% de los candidatos de SGM12 y el 44% de los candidatos de SGM98
analizados por el ensayo de transduccion generalizada con P1vir presentaban reversion
del fenotipo mutante al silvestre. Esto parece indicar que las mutaciones se hallan cerca o
en la region pnp- nusA. Si consideramos que el bacteriéfago P1vir puede “empaquetar”
aproximadamente 92 kpb, contendria muchos otros genes aparte de pnp y nusA, ademas
del transposén :Tn10. En la tabla 7, se enlistan los genes localizados del minuto 71 al 72
del mapa genomico de Escherichia coli , en donde se ubica pnp, de acuerdo a la base de
datos GenBank (acceso N° UO0096 AEO00397, seccion 287).

De la lista sobresalen 6 genes, acerca de los cuales se presenta una breve resefna.

Genes localizados cerca de pnp.

nusA. Seria interesante evaluar si la proteina NusA (55 kDa), de las cepas mutantes
posee alguna mutacién. Como se describid previamente, NusA es un factor que se une
directamente a la RNA polimerasa y funciona como factor de terminacién, interactuando
también con el factor p y la proteina N del fago fambda. Se ha demostrado in vitro que la
proteina NusA participa en la terminacion de la transcripcion que ocurre en t, ya que en
presencia de NusA, la eficiencia de terminacién en 4 es de 80%, mientras que en su

ausencia, la terminacion disminuye a 50%, de manera similar a lo observado /n vivo, en [a
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GEN SwissProt PESO MOL. FUNCION

yraN P45465 14798 Proteina hipotetica

yraP P45467 20028 Proteina hipotética.

yraQ P45468 37256 Proteina hipotética

yraR P45469 24805 Proteina hipotética

yhbP P45471 16776 Proteina hipotética

yhbO P45470 20324 Proteina hipotética

yhbQ P45472 11270 Proteina hipotética

yhbT P45474 19672 Proteina hipotética

yhbU P45527 37047 Proteasa, hidrolasa

yhbV P45475 33192 Proteina hipotética

yhbW P45529 37128 Proteina hipotética

mtr P22306 44332 Triptofano permeasa

deaD P23304 72699 RNA helicasa ATP dependiente

yhbM P39833 33620 Proteina hipotética

pnp PO5055 77107 pnpasa

rpsQ prot, ribasomal S10

truB PO9171 35087 tRNA seudouridin 55 sintetasa
liasa, tRNA processing

rbfA POS170 15154 ¢iniciacién de traduccion?
¢maduracién de subunidad 30S?

nusA PO3003 54870 terminacién y antiterminacion

yhbC P0O3843 16821 Proteina hipotética

yhbX P42640 61559 Proteina hipotética; transmembranal

sacG P33582 11365 Exportacion de proteinas

mrsA P31120 47453 Fosfonilasa

fisH P28691 70708 Divisién cel., ATP-binding, hidrolasa,
metaloproteasa. Degradacién de o

fisd P28692 23335 Afecta divisién celular.

greA P21346 17641 Regulacion de transcr. DNA-binding.

Factor de elongacion necesario para que
la transcr. pase los sitios de arresto. Corta
2 a 3 nt de ext. 3'def MRNA para que siga
la transcripcién.

yhbZ P42641 43286 Proteina hipotética. GTP-binding.
ispB P19641 35217 Sintesis isoprenoles. transferasa.
yrbC P45390 23962 Proteina hipotética. Sefial,
P18837 10495 Regulacidn positiva de transcripcién de
genes para metabolismo de
azicares. Activador DNA-binding.
P28909 44817 Sintesis peptidoglicanc (parad cel.)
Objetivo de la fosfomicing,
P43781 9452 Proteina hipotética
P45388 14350 Proteina hipotética
P45391 19576 Proteina hipotética. Sefial.
P45392 27863 Proteina hipotética. Transmembranal.
P45393 29097 Profeina hipotética. une ATP; transporte.

Tabla 8. Genes localizados cerca de pnp en Escherichia coli
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mutante nusA1 termosensible, en la cual disminuye la eficiencia de temminacién de
transcripcion de este terminador de 80% a 60% (Bermudez-Cruz, et al, 1998).

Por otro lado, Rosas, 1994, utilizé como marcador de transduccion al gen nusA, pero al
haber usado como crterio de evaluacién de las transductantes el que no fueran
termosensibles, (en compararacion con una cepa nusAts11, que es termosensible), no
descarta la posibilidad de que las mutaciones se localicen en dicho gen, y no sean
termosensibles. Adicionalmente, en los ensayos de Northem blot de Garcia-Mena, 1992,
se observo que la eficiencia de terminacién de la transcripcion en ¢ no era diferente entre
las distintas cepas respecto a la silvestre.

deaD. La expresién del gen deaD produce una proteina de aproximadamente 72.7 kDa,

que pertenece a una familia de RNA helicasas ATP dependientes (Iggo, ef al., 1990,
Kalman, et al., 1991, Toone, et al, 1991, Py, et al., 1996) . Descrita en primera instancia
por Toone, et al, 1991, la DeaD es una heiicasa con alta homologia con respecto a la
RhIB (Kalman, et al., 1991, Py, et al, 1996) helicasa de aprox. 50 kDa, la cual esta
presente en el degradosoma. Este tipo de proteinas se cree que son ifnportantes para la
degradacion del RNA ya que pueden desestabilizar estructuras secundarias, con lo que el
RNA es mas susceptible a la actividad de exorribonucleasas, principalmente la PNPasa
del degradosoma. La participacion de ésta enzima puede ser importante ya que puede
favorecer la traduccién, pero a su vez, puede facilitar la degraq_aci()n de! mRNA al
conferine una estructura menos compleja. No se ha determinado si la DeaD es parte del
degradosoma, pero por su alta homologia con las proteinas de la familia de las DeaD, se
podria esperar que realizara una funcién importante en la degradacion de los RNA, como

parte del degradosoma, o independientemente de este.
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greA. GreA es una proteina de 17.6 kDa que ha demostrado ser necesaria para una

transcripcion eficiente en los “sitios de arresto”, que son secuencias de DNA que tienen la
propiedad de “atrapar” una fraccion de la RNA polimerasa. La funcién de GreA y GreB es
la de cortar el transcrito en dichos sitios a fin de que la transcripcién continde a partir del
nuevo extremo 3°. Modificaciones en su actividad podrian generar reconocimientos de la

enzima hacia sibt, con lo que los transcritos podrian ser truncados.

rbfA. El producto del gen rbfA es una proteina de 15 kDa que tiene la capacidad de
unirse a la subunidad ribosomal 30S en estado libre, mas no en el ibosoma. Al parecer

se halla involucrada en la maduracién de la subunidad 30S o en la iniciacion de la

traduccién.

nip. El producto de este gen es una proteina pequefia de 10.5 kDa, que se halla
involucrada en la regulacidn positiva de los genes del metabolismo de azlcares.
Mutaciones que disminuyan su actividad, su expresidn, o su especificidad, podrian hacer
que fa transcripcion de los genes del operdn gal disminuya. Para evaluario seria necesario
determinar si existen diferencias en la cantidad de transcritos, no sbio en el tamafio,

ademas de tratar de identificar la proteina por ensayos de Westem biot.

ftsH. La proteina de 70.7 kDa producto de éste gen parece ser una metalopeptidasa

dependiente de zinc, y se halla involucrada en la degradacion del factor ™. Como se
mencioné antes, el factor ¢ es un factor de iniciacion de transcripcion, por lo que
mutaciones en la proteina FtsH podra, indirectamente, afectar la iniciacion de la
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mutaciones en la proteina FtsH podria, indirectamente, afectar la iniciacién de la
transcripcion; sin embargo, el factor o™ es especifico para genes inducidos por calor y

para la cascada de esporulacion, por lo gue seria poco probable ia mutacién en la FtsH.

yhbU. Este gen resulta interesante ya que se halla localizadoe muy cerca del gen pnp, y

su producto, de 37 kDa, al parecer posee una actividad de proteasa. Existe la posibilidad
de que mutaciones que hagan mas activa o que afecten la actividad de ésta enzima,
pudieran hacer que el producto de la traduccion de los transcritos de pMS1 (la
galactocinasa) fuera degradado, aunque esto no seria muy probable ya que entonces se
esperaria una disminucion marcada de la concentracién de proteina total, lo cual no

ocurre.

Es importante mencionar que las mutaciones de las cepas SGM12 y SGM98 podrian no
estar en pnp, ademas de que cada cepa puede tener una mutacion diferente. Lo que si
queda claro es que los resultados sugieren que las mutaciones tienen efecto sobre la
secuencia sib, ya que cuando no esta presente dicha secuencia, como por ejemplo, con
el pKG1800, se comportan de manera muy similar a la cepa silvestre. Sin embargo, es
conveniente hacer notar que las mutaciones pueden afectar otras funciones, como son la
terminacion en t, la degradacion temprana de los transcritos, o la baja transcripcion a
partir de pgal, entre otros.

Resultan de particular interés las dos bandas observadas en el gel desnaturalizante de fos
extractos proteicos (figura 16). Existe una banda de aproximadamente 55 kDa que es

mas intensa en la cepa S165, y disminuye de manera muy marcada en las mutantes
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identificaria, ya que al parecer su expresion esté afectada en las mutantes SGM y podria
hallarse ligada al cambio en el fenotipo de las mutantes respecto a la cepa silvestre. Una
proteina con un peso molecular similar al descrito seria NusA, de 54.9 kDa. ;Podria
tratarse de alguna mutaciéon que altere la migracion electmforétié de NusA en
condiciones desnaturalizantes?. ¢Podria una mutacién en nusA ser la responsable de!

fenotipo de estas cepas al aumentar la eficiencia de terminacion en tr-sib1? Para resolver
estas preguntas habria que diseflar experimentos de transduccion en cepas nusA

usando como cepa donadora a las mutantes SGM12 y SGM98.

La segunda banda, de aproximadamente 82 kDa, se encuentra aumentada visiblemente
en la cepa SGM12 y levemente en la SGM88, comparandolas con la S165 y SGM71. De
los productos proteicos anteé mencionados, los mas cercanos al peso molecular serian la
DeaD, de 72.7 kDa y la FtsH, de 70.7 kDa. ¢Podria el mRNA del pMS1 estar siendo
degradado por un proceso que involucre a la DeaD al estar ésta formando parte del
degradosoma o paralelamente a éste?. Habria que analizar expresion de la DeaD y
afinidad de ésta por el mRNA de pMS1. En cuanto a la FisH, la accion de la mutacion
podria no ser directa, ya que como se explicd antes, es una metaloproteasa que modifica
a o™, pero ésto no afectaria directamente el reconocimiento de pgal.

La identifiacion del gen afectado en las mutantes SGM12 y 98 sera de gran utilidad para
la comprensibn mas amplia del fenémeno de temminacion de la transcripciéon y

procesamiento que presenta el gen int del bacteriofago A, en la region t-sib.
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CONCLUSIONES

Se llevd a cabo una caracterizacion parcial de ta enzima polinucledtido fosforilasa de las
cepas mutantes SGM12 y SGM98, a fin de determinar si se hallaban afectadas en la
expresion de la enzima o en las actividades de polimerizacion in situ o de intercambio de
fosforo. Los resultados obtenidos indican que no hay diferencias importantes en los
niveles de expresién y de actividad especifica de la enzima PNPasa en las cepas
probadas, por lo que es posible que las mutaciones se hallen en otros genes de la regién
de pnp y nusA. Sin embargo, no es posible descartar la posibilidad de que las mutaciones
pudieran hallarse en el Qen pnp hasta que dicho gen no sea secuenciado.

En el anaiisis del patron electroforético de los extractos de proteinas totales bajo
condiciones desnaturalizantes, es clara la existencia de dos bandas, de 55 y 82 kDa,
aproximadamente, cuyos niveles se ven alterados en las cepas mutantes respecto a la
cepa S165. La banda de 55 kDa es muy evidente en el extracto de la cepa silvestre S165,
mientras que no es muy clara en las cepas mutantes. De manera inversa, la banda de 82
kDa es muy notoria en el extracto de la cepa SGM12 y un poco en la SGMS8, pero no asi
en la silvestre S185 ni en la SGM71.

Las mutaciones de las cepas SGM12 y SGM98 podrian encontrarse en algin gen
ubicado cerca del gen pnp, en los minutos 71 y 72 del cromosoma de E. coli, Entre los
candidatos mas probables se encuentran el gen nusA, el gen de una RNA helicasa

conocida como DeaD, y una metaloproteasa que modifica al factor o™, la FtsH.



Para conocer mejor el mecanismo de terminacion de la transcripcién y procesamiento que
presenta el gen int del bacteri6fago A, en la region trsib, se requiere identificar a las

mutaciones de las cepas SGM12 y SGM98.
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