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RESUMEN 

Escherichia coli es un microorganismo anaerobio facultativo que tiene la capacidad de crecer en 

L-lactato como única fuente de carbono. La asimilación de este depende de la expresión del operón 

lldPRD, el cual codifica para tres proteínas; la L-lactato permeasa que permite la entrada de L-

lactato a la célula, LldR el regulador transcripcional del operón y la enzima L-lactato 

deshidrogenasa, la cual oxida el L-lactato al metabolito central, piruvato. Una característica inusual 

del operón lldPRD es que el gen que codifica para el regulador transcripcional (lldR) se encuentra 

en medio de los genes codificantes de la permeasa (lldP) y la deshidrogenasa (lldD), comúnmente 

los reguladores transcripcionales se encuentran fuera de los operones y con una regulación genética 

aparte.  

La regulación de la expresión genética es fundamental para el correcto funcionamiento 

celular, en el caso de los transcritos policistrónicos, los mecanismos de regulación post-

transcripcional pueden utilizarse para ajustar la cantidad de expresión individual de los genes. En 

este trabajo se encontró que la dosificación de las proteínas LldP, LldR y LldD codificadas por el 

operón lldPRD de Escherichia coli, además de tener regulación a nivel transcripcional y 

traduccional, requiere de regulación por procesamiento de mRNA dependiente de RNasa E, lo que 

permite una modulación en la cantidad de proteínas. Este evento de procesamiento comienza con 

la inactivación casi inmediata del mRNA de lldR y continúa con la diferencia de estabilidad de los 

segmentos que resultan del procesamiento. De esta manera, el mRNA dependiente del 

procesamiento de RNasa E y la diferencia de estabilidad en los segmentos restantes, aseguran la 

dosificación final de la expresión individual de los genes del operón lldPRD.  

 



ABSTRACT 

Escherichia, a facultatively anaerobic organism, is capable of growing on L-lactate as a sole carbon 

source, this is achieved by the expression of the lldPRD operon which codes for three proteins; L-

lactate permease which allows entry of L-lactate into the cell, the transcriptional regulator LldR 

and the enzyme L-lactate dehydrogenase, which oxidizes L-lactate to the central metabolite, 

pyruvate. An unusual feature of the lldPRD operon is that the gene encoding the transcriptional 

regulator (lldR) is located between the genes encoding the permease (lldP) and the dehydrogenase 

(lldD), transcriptional regulators commonly are located outside operons and have an independent 

gene regulation. 

The regulation of gene expression is essential for proper cell function, in the case of polycistronic 

transcripts, posttranscriptional regulatory mechanisms can be used to adjust the expression of 

individual genes. In this study, it was elucidated that the dosage of the proteins LldP, LldR and 

LldD proteins encoded by the Escherichia coli lldPRD operon, in addition to regulation at the 

transcriptional and translational level, requires regulation by RNase E-dependent mRNA 

processing, which allows a modulation in the amount of protein. This processing event begins with 

the almost immediate inactivation of lldR mRNA and continues with the difference in stability of 

the segments that result from processing. In this way, the mRNA-dependent processing of RNase 

E and the difference in stability in the remaining segments ensure the fine-tuning of the expression 

of the individual genes of the lldPRD operon. 
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I. INTRODUCCIÓN 

 

1.1 Regulación genética en bacterias 

El descubrimiento del operón lac estableció un importante modelo de regulación genética en 

bacterias, en el cual los genes dentro de un mismo operón son expresados de forma coordinada, 

gracias a la existencia de proteínas regulatorias que tienen como blanco sitios cercanos ubicados 

en la vecindad de los promotores.  

El operón lac está involucrado en el metabolismo de lactosa, consiste en tres genes estructurales 

contiguos que se transcriben como un solo mRNA: lacZ, el cual codifica para la β galactosidasa, 

enzima que actúa rompiendo la lactosa en galactosa y glucosa y además convierte lactosa a 

alolactosa; lacY, codifica para la permeasa que permite la entrada de lactosa a la célula; y lacA, 

que codifica para una transacetilasa que transfiere un grupo acetil del grupo coenzima A (CoA) al 

grupo hidroxilo de galactósidos (Jacob & Monod, 1959, 1961; Ramos et al., 2013). El operón lac 

se regula por un mecanismo de represión, en el cual la proteína represora LacI se une al sitio 

operador del promotor e inhibe transcripción de los genes lacZYA (Figura 1). El inductor del 

operón es la alolactosa que se une a LacI y previene la represión del operón (Clark & Pazdernik, 

2013).  

El conocimiento de la acción de los represores e inductores de la transcripción que actúan en trans 

fueron una gran aportación sobre el conocimiento de la regulación de la expresión genética (Maas 

& Mcfall, 1964).   



 

Figura 1. El operón lactosa de Escherichia coli. Los genes lacZ, lacY y lacA se transcriben a partir de un único 

promotor (P) que produce un único mRNA a partir del cual se traducen las tres proteínas. El operón está regulado por 

el represor LacI, producto del gen lacI, que se transcribe a partir de su propio promotor (PI). El represor inhibe la 

transcripción uniéndose al operador lac (O). El inductor (alolactosa) evita que el represor se una al operador. 

 

Ahora se sabe que además del modelo del operón lac, existen una amplia variedad de mecanismos 

de regulación en bacterias y que estos mecanismos pueden ocurrir a diferentes niveles dentro de 

los procesos que controlan la expresión génica.  

 

 



1.1.1 Regulación transcripcional 

En el inicio de la transcripción el reconocimiento del promotor por la RNA polimerasa juega un 

papel importante, por sí sola no puede reconocer el promotor, es necesario que intervengan los 

factores sigma y que se constituya la holoenzima de RNA polimerasa para poder iniciar la 

transcripción (Browning & Busby, 2016). La holoenzima se forma con el “core” de la enzima, 

compuesto por cinco subunidades (α2ββ’ω) la cuales catalizan la formación de los enlaces 

fosfodiéster y la unión con el factor sigma (σ), el cual se considera una sexta subunidad disociable. 

Existen diferentes factores sigma, los cuales guían a la RNA polimerasa al promotor para formar 

el complejo abierto, es decir, cuando la holoenzima se une al promotor y se forma la burbuja de 

transcripción o complejo abierto. La especificidad de la RNA polimerasa depende de su factor 

sigma (Feklístov et al., 2014). Los factores sigma denominados “housekeeping” o de 

mantenimiento son los más abundantes y son los que actúan en la mayoría de los promotores. En 

respuesta a las condiciones ambientales la abundancia de los factores sigma alternativos aumenta 

y pueden competir por la unión con la RNA polimerasa (Murakami et al., 2002). La actividad de 

los factores sigma alternativos puede controlarse por diferentes mecanismos como, modificación 

covalente, secuestro por factores anti-sigma, localización celular así como su tasa de síntesis y 

degradación (Paget, 2015). 

El reconocimiento del promotor por la holoenzima RNA polimerasa está determinado por las 

secuencias consenso de los elementos -35, el extendido -10, elemento -10, la región discriminativa, 

la región UP y el elemento de reconocimiento central (Figura 2), mientras más se ajusten a la 

secuencia consenso, se consideran promotores más fuertes (Browning & Busby, 2016). Una serie 

de cambios conformacionales se desencadenan por la unión de la holoenzima al promotor, el DNA 



de doble cadena del promotor se desenrolla y la hebra de DNA molde entra al sitio activo de la 

holoenzima, en este punto se sabe que el complejo abierto se ha formado (Bera et al., 2022).  

 

 

Figura 2. Principales elementos de DNA en el promotor reconocidos por la RNA polimerasa. Se incluyen, el 

elemento UP (–37 a –58), el elemento –35 (–35 a –30), el elemento extendido –10 (–17 a –14), el elemento –10 (–12 

a –7) y el elemento discriminador (–6 a –4). Se muestran las regiones del factor sigma (dominios 1 a 4) y el dominio 

carboxilo terminal de la subunidad α- de la RNA polimerasa (a-CTD) que entran en contacto con los elementos de 

promotor. Tomado de Local and global regulation of transcription initiation in bacteria por de Browning & Stephen 

(2016). Nature Reviews Microbiology. 

 

Existen otras moléculas, además de los factores sigma que pueden regular la actividad de la 

holoenzima, su participación puede modular la estabilidad del complejo abierto o incluso son 

capaces de secuestrar la holoenzima, disminuyendo de esta manera la cantidad de RNA polimerasa 

disponible. Un ejemplo es el RNA 6S, este RNA no codificante que se sintetiza en respuesta al 

crecimiento lento de la célula, y adquiere una estructura similar a la que se encuentra presente en 

la burbuja de transcripción, por lo cual promueve la captura de la RNA polimerasa disminuyendo 

la cantidad de enzima disponible para la síntesis de nuevos RNAs  (Cavanagh & Wassarman, 2014; 

Paul et al., 2005). Existen también factores provenientes de fagos que intervienen en la actividad 

de la RNA polimerasa, la proteína Gp2 del fago T7 puede inhibir la actividad de la RNA 

polimerasa induciendo un cambio conformacional que bloquea el acceso del DNA al sitio activo, 

la proteína P7 del fago Xp10 inhibe la actividad de la RNA polimerasa desplazado al factor sigma 



(Liu et al., 2014). Otro factor importante que interviene con la actividad de la holoenzima son los 

niveles de los cuatro nucleósidos trifosfatos (NTP), sus sustratos (Browning & Busby, 2016). 

El promotor de DNA también posee elementos de regulación intrínsecos, esta regulación puede 

ser desde el superenrollamiento hasta la identidad y arquitectura de las secuencias de 

reconocimiento de la RNA polimerasa.  Además, como se mencionó, se encuentran los factores 

proteicos o factores de transcripción que pueden bloquear o facilitar el acceso de la RNA 

polimerasa al promotor. Los factores de transcripción se pueden unir al promotor al sitio del 

operador, su papel consiste modular la actividad del promotor, activando o inhibiendo la 

transcripción en respuesta a las señales ambientales (Browning & Busby, 2016). 

Las señales provenientes del medio ambiente son detectadas en muchos casos de forma directa por 

el factor de transcripción, como es el caso de LacI, que une lactosa (alolactosa) y esto disminuye 

su afinidad por el DNA. En contraste, en bacterias existen los sistemas de dos componentes, los 

cuales detectan señales de cambios del ambiente (disponibilidad de nutrientes, oxígeno, pH, entre 

otros) y desencadenan una respuesta adaptativa. Los sistemas de dos componentes consisten de 

una cinasa censora que se autofosforila en respuesta a la percepción de una señal ambiental y una 

proteína conocida con el nombre de regulador de respuesta, la cual es fosforilada por la cinasa y 

genera una respuesta adaptativa que le permite al microorganismo contender con el estímulo 

percibido. Existen muchos reguladores de respuesta que son factores de transcripción, y su 

fosforilación controla su afinidad por el DNA, de este modo, esta proteína se une a regiones 

promotoras de determinados genes y actúa activando o reprimiendo la transcripción de dichos 

genes (Terán et al., 2019). 

 



1.1.2   Regulación post-transcripcional 

La regulación post-transcripcional en bacterias ocurre principalmente por pequeños RNAs 

reguladores, estos se pueden unir a mRNAs blancos provocando un aumento o inhibición de la 

traducción o bien, alterar la estabilidad del mRNA, generalmente los pequeños RNAs requieren la 

ayuda de la chaperona de RNA Hfq, la cual tiene un papel central en la regulación post-

transcripcional promoviendo la interacción de los pequeños RNAs con sus mRNAs blancos 

(McQuail et al., 2019).  

En E. coli la respuesta al estrés también es mediada por la expresión del factor sigma alternativo, 

RpoS. Existe un mecanismo de regulación post-transcripcional que incrementa la cantidad de 

RpoS en condiciones de estrés; una vez sintetizado, se une a la RNA polimerasa para activar el 

regulón que permite la adaptación de la bacteria a las condiciones de estrés. Cuando la célula 

vuelve a su condición óptima, la proteína RpoS es degradada y su traducción se inhibe (Battesti et 

al., 2011).  

 

1.1.3    Regulación traduccional 

Es importante regular la traducción en sus tres etapas; inicio, elongación y terminación. La 

regulación del inicio de la traducción puede incluir, secuestro de sitio de unión del ribosoma y el 

control del número de ribosomas disponibles (Tollerson & Ibba, 2020).  

En la mayoría de las bacterias la secuencia Shine-Dalgarno (SD) que se encuentra cercana al 

extremo 5´del mRNA es clave para la unión del ribosoma, esta secuencia se aparea con el anti SD 



presente en el extremo 3’ del  rRNA 16s, generalmente, los mRNA con mayor tasa de traducción 

poseen secuencias SD cercanas a la secuencia consenso “AGGAGG” (Ma et al., 2002).  

Los niveles de ribosomas en la célula pueden regularse post-transcripcionalmente durante su 

ensamblaje, un proceso cuidadosamente regulado en el que intervienen proteínas ribosomales y 

subunidades actuando de manera coordinada, además, proteínas de ensamblaje (Pestova et al., 

2001). La unión de las subunidades ribosomales juega un papel importante en el inicio de la 

traducción, los factores de iniciación coordinan el tiempo y la ubicación de la iniciación (Rodnina, 

2018). Las proteína LepA facilita la unión de proteínas a la subunidad pequeña del ribosoma, 

además participa en la maduración del rRNA16S, por otro lado BipA regula el ensamblaje de los 

ribosomas en condiciones de estrés (Fan et al., 2015). 

La unión de las subunidades ribosomales es un paso crítico en el inicio de la traducción, los factores 

de iniciación coordinan el tiempo y el espacio en donde sucede. El factor iniciador IF1 ayuda en 

la selección de tRNAfmet y participa en la asociación y disociación de ribosomas, el factor iniciador 

IF2 asegura la selección del tRNAfmet  para iniciar la traducción, el factor de inicio IF3 sirve en la 

selección del codón de inicio para promover la unión con el tRNAfmet (Yamamoto et al., 2016). 

Las subunidades de los ribosomas de asocian y disocian al iniciar y terminar la traducción de genes, 

pero en algunos casos, las subunidades pueden permanecer juntas para iniciar la traducción de un 

siguiente gen, haciendo más eficiente el proceso (Yamamoto et al., 2016).   

El número de ribosomas es directamente proporcional a la tasa de crecimiento, pueden sintetizarse 

en grandes cantidades debido a los múltiples operones para rRNA (rrna), E. coli, posee siete 

operones capaces de adaptarse a las condiciones ambientales (Condon et al., 1995).    



En la etapa de elongación, los ribosomas catalizan la formación de enlaces peptídicos entre 

aminoácidos, la disponibilidad de los tRNA y el número de ribosomas activos pueden controlar 

esta etapa (Dai et al., 2018). Una pausa de los ribosomas puede ocurrir debido a cadenas específicas 

de aminoácidos que inducen a un estancamiento del ribosoma o por secuencias con varias prolinas 

seguidas, la prolina es el aminoácido más tardado en formar el enlace peptídico, en consecuencia 

se disminuye la velocidad del ribosoma (Pavlov et al., 2009). 

La terminación de la traducción en bacterias ocurre por los tres factores de terminación: RF1, RF2 

y RF3, RF1 y RF2 reconocen secuencias de término UGA, UAA, UAG y UAA y el RF3 disocia 

al ribosoma. Si no están presentes los factores de terminación, el ribosoma no se puede separar del 

codón de término y su concentración en la célula se disminuye (Zaher & Green, 2011). La 

regulación genética en la terminación de la traducción ocurre por cambios de marco de lectura y 

por la lectura del codón de terminación. 

En cada paso de la traducción existen mecanismos que se activan en respuesta a estímulos internos 

y ambientales. Asimismo, la transcripción y la traducción actúan en conjunto para regular la 

expresión génica asegurar un mejor ajuste de la expresión de proteínas (Tollerson & Ibba, 2020). 

  

 

 

 



1.2    Operón lldPRD 

Escherichia coli tiene la capacidad de crecer en L-lactato como única fuente de carbono, esto es 

posible gracias a la actividad de la L-lactato deshidrogenasa dependiente de flavín 

mononucleótido, enzima asociada a membrana, la cual oxida el L-lactato al metabolito central, 

piruvato. Esta actividad enzimática depende de las concentraciones de oxígeno presentes en las 

condiciones de crecimiento; alcanzando su máxima actividad en condiciones aerobias y en 

presencia de L-lactato (Futai & Kimura, 1977) pero siendo ausente durante condiciones 

fermentativas, incluso ante la presencia del inductor (Nishimura et al., 1983).  

El gen que codifica para la L-lactato deshidrogenasa está localizado en el operón lldPRD (Dong 

et al., 1993), el cual también incluye a los genes lldP y lldR, que codifican la L-lactato permeasa 

y el regulador transcripcional (Dong et al., 1993). La expresión del operón lldPRD se ha 

demostrado que se lleva a cabo por un único promotor (Aguilera et al., 2008) y es controlado por 

LldR y ArcA (Aguilera et al., 2008; Lynch & Lin, 1996). LldR pertenece a la familia de 

reguladores transcripcionales GntR, que muestra un dominio hélice-vuelta-hélice en la región NH2 

terminal. LldR ha sido propuesto como activador de la expresión del operón lldPRD en células en 

crecimiento en la presencia de L-lactato y reprime su transcripción en la ausencia del inductor, 

funcionando como regulador transcripcional dual (Aguilera et al., 2008).  

Por otro lado, ArcA, forma parte del sistema de dos componentes de transducción de señales 

ArcAB, el cual, en condiciones anóxicas o fermentativas de crecimiento, inicia una cascada de 

fosforilación que culmina con la fosforilación de ArcA (ArcA-P) (Alvarez et al., 2013; Georgellis 

et al., 2001; Malpica et al., 2004, 2006). ArcA-P se une a la región del promotor de lldPRD 

(posición -25 a -11 con respecto al sitio de inicio de la transcripción de lldP) y reprime la 



transcripción de lldPRD (Lynch & Lin, 1996). 

 

Figura 3. Organización genética del operón lldPRD. Las flechas horizontales indican las posiciones y direcciones 

de los tres genes. La longitud de los genes se muestra entre paréntesis. Se señalan elementos transcripcionales río 

arriba de la región de los genes estructurales (como el promotor, secuencias -35 y -10), el sitio de inicio de la 

transcripción y el sitio de unión de ArcA-P y LldR. En los cuadros de texto, los sitios de unión al ribosoma (RBS) y 

el codón de inicio se encuentran subrayados, y los codones paro de los genes sobrelapados están en negritas y 

etiquetados con asteriscos. Adaptado de Protein Dosage of the lldPRD Operon Is Correlated with RNase E-Dependent 

mRNA Processing  por Angel-Lerma et al., 2021. Journal of Bacteriology. 

 

El operón lldPRD tiene una característica interesante poco usual, los tres marcos de lectura abiertos 

(ORFs) se encuentran sobrelapados en sus codones de término e inicio de la traducción (Figura 3) 

(Dong et al., 1993).  Otra característica inusual del operón es el orden de los tres genes 

sobrelapados; el cistrón que codifica para la proteína regulatoria (LldR) se encuentra en medio de 

los genes estructurales de la permeasa y la deshidrogenasa (Figura 3). Esta característica es atípica, 

ya que generalmente el gen que codifica para la proteína reguladora, de la cual la célula sólo 

necesita unas pocas moléculas, está codificado en una región diferente y cuenta con regulación de 

la transcripción independiente a los demás genes.   



1.3 Principales endorribonucleasas de Escherichia coli 

Las ribonucleasas (RNasas) son enzimas que participan en el metabolismo del RNA, sus funciones 

incluyen maduración, degradación,  procesamiento y control de calidad del RNA, e incluso pueden 

participar en la regulación genética (Bechhofer & Deutscher, 2019).  Para iniciar la degradación o 

procesamiento del mRNA en la mayoría de las ocasiones es necesaria una RNasa del tipo 

endorribonucleasa, capaz de realizar cortes endorribonucleolíticos en el RNA.  

Se han purificado al menos nueve endorribonucleasas en E. coli; de ellas, RNasa E es la principal 

encargada de los eventos de procesamiento del RNA, seguida de RNasa III y RNasa P (Bechhofer 

& Deutscher, 2019). Por otro lado, RNasa G es una endorribonucleasa que posee una similitud de 

aproximadamente 50% en la secuencia de la región catalítica de RNasa E, por lo tanto, algunas de 

sus funciones se superponen, su especificidad de corte es similar pero no idéntica. (Lee et al., 2002; 

Ow et al., 2004).   

La RNasa E es una endorribonucleasa esencial presente en la mayoría de las bacterias, en E. coli 

es codificada por el gen rne. Juega un papel importante en todos los aspectos del metabolismo de 

RNA, participa en el inicio de la degradación del RNA mensajero, maduración de los precursores 

de RNA de transferencia y RNA ribosomal, procesamiento y degradación de pequeños RNAs y 

control de la calidad del RNA ribosomal (Bandyra & Luisi, 2018; Mackie, 1998, 2013). 

La enzima RNasa E procesa RNA de cadena sencilla, no tiene una secuencia de reconocimiento 

específica, pero se sabe que corta sitios ricos en A-U y que tiene preferencia por los sustratos de 

RNA monofosfatados en el extremo 5' (Jiang & Belasco, 2004). Dependiendo del organismo, la 

enzima RNasa E se asocia con otras proteínas para formar el complejo multi enzimático conocido 



como el degradosoma de RNA, el cual degrada y procesa el RNA celular (Bandyra & Luisi, 2018; 

Koslover et al., 2008).  

La RNasa E tiene un papel importante en la regulación de la expresión genética, es la principal 

endorribonucleasa encargada de mantener en homeostasis el RNA mensajero celular, ya sea por 

procesamiento y degradación del RNA mensajero o por su función en la maduración de RNA 

ribosomal y RNA de transferencia. Asimismo, esta enzima puede actuar sobre transcritos 

policistrónicos, la diferencia en la estabilidad del RNA mensajero permite un control en la 

expresión de proteínas, generalmente un tiempo de vida media más extenso le permite al RNA 

mensajero pasar por más rondas de traducción en comparación con moléculas de RNA mensajero 

con tiempos de vida más cortos (Richards et al., 2008). 

 

 

 

 

 

 



II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La regulación genética en todos los seres vivos es de vital importancia para controlar el gasto 

energético, por ello las cantidades de las proteínas codificantes del operón lldPRD de Escherichia 

coli deberían ser diferentes. La disposición particular de los tres genes en el operón lldPRD retrata 

una paradoja, ya que se espera que la proteína reguladora sea requerida en cantidades relativamente 

pequeñas en comparación con las otras dos proteínas. Existe muy poca información sobre el 

mecanismo de regulación de la expresión del operón lldPRD, sin embargo, la disposición particular 

de los tres genes en el operón lldPRD sugiere que la diferencia en la cantidad relativa de las tres 

proteínas se debe a una regulación post-transcripcional diferencial, ya que la transcripción de los 

tres genes está dirigida por un solo promotor. 

 

III. HIPÓTESIS 

La dosificación de proteínas codificantes del operón lldPRD de Escherichia coli tiene regulación 

a nivel postranscripcional. 

 

 

 



IV. OBJETIVOS  

4.1 Objetivo general 

Estudiar los factores que están involucrados en el mecanismo de regulación de la expresión de 

las proteínas codificadas por el operón lldPRD en Escherichia coli. 

 

4.2   Objetivos específicos 

1. Evaluar si existe diferencia en la concentración relativa de las proteínas expresadas por 

el operón lldPRD de Escherichia coli durante condiciones de inducción.  

2. Corroborar si la transcripción del operón está dirigida por un solo promotor.  

3. Determinar si existe una traducción diferencial de los genes lldP, lldR y lldD, valorando 

la funcionalidad de los sitios de unión al ribosoma, mediante el uso de fusiones 

traduccionales con lacZ. 

4. Determinar sí las principales endorribonucleasas de Escherichia coli tienen alguna 

acción sobre el transcrito, para conocer si la regulación del operón lldPRD ocurre por 

procesamiento del mRNA.  

 



V. MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1 Cepas bacterianas 

Las cepas bacterianas utilizadas en este trabajo se encuentran listadas en la Tabla I. 

Tabla I. Cepas de E. coli utilizadas en este trabajo 

Cepa Genotipo Referencia 

MC4100 

(silvestre) 

F- [araD139]B/r DE(argF-lac)169 Lambda- e14- flhD5301 

DE(fruK-yeiR)725(fruA25) relA1 rpsL150(strR) rbsR22 

DE(fimB-fimE)632(::IS1) deoC1 (Casadaban, 1976) 

ECL5002 MC4100 λФ(lldP’-lacZ) fusión transcripcional (Kwon et al., 2000) 

IFC5028 MC4100 λФ(lldRD’-lacZ) fusión transcripcional Presente trabajo 

IFC5029 MC4100 λФ(Promotor RBS lldP’-lacZ) fusión traduccional Presente trabajo 

IFC5030 

MC4100 λФ(Promotor lldP RBS lldR’-lacZ) fusión 

traduccional Presente trabajo 

IFC5031 

MC4100 λФ(Promotor lldPR RBS lldD’-lacZ) fusión 

traduccional Presente trabajo 

IFC5032 

MC4100 λФ(Promotor lldP RBS lldR1-759’-lacZ) fusión 

traduccional Presente trabajo 

IFC5033 

Locus nativo de lldR etiquetado en el C-terminal con 

3xFLAG Presente trabajo 

IFC5034 

Locus nativo de lldD etiquetado en el C-terminal con 

3xFLAG Presente trabajo 

CH1827 MC1061 zce-726::Tn10  (Mudd et al., 1990) 

CH1828 CH1827 rne (ts) (Mudd et al., 1990) 

ECL2006 MC4100 rnc::Tn10 

(Misra & Apirion, 

1979) 

N2020 

[ie rnp termosensible] npA49 argA52 trpA36 glyA34 rpsL 

lacZ (Apirion, 1980) 

SK2538 Δrng::cat rph-1 thyA715 (Ow et al., 2004) 

 



La cepa IFC5028 se construyó para obtener la fusión transcripcional lldRD’-lacZ (con resistencia 

a ampicilina), para ello se usaron los oligonucleótidos LacZPDfw y LacZDrev, la construcción se 

integró en el sitio de inserción del fago λ del cromosoma utilizando la metodología del sistema 

CRIM (Haldimann & Wanner, 2001). 

En la construcción de las cepas IFC5029, IFC5030, IFC5031 y IFC5032 se utilizó el 

oligonucleótido lld-Prom-Fw (todas las cepas contienen el promotor propio del operón) y como 

oligonucleótidos reversos: LLDPTRADREV, LLDRTRADREV y LLDDTRADREV, 

respectivamente; se llevó a cabo la metodología del sistema CRIM para generar fusiones con el 

gen reportero -lacZ  (con resistencia a ampicilina) e integrarlas en el sitio de inserción del fago λ 

(Haldimann & Wanner, 2001). 

Para las cepas IFC5033 y IFC5034 se realizó un etiquetado en el extremo carboxilo terminal con 

el epítope 3xFLAG, la elaboración de dichas cepas se realizó a través de recombinación homóloga 

usando el sistema de recombinasa del fago lambda red (Datsenko & Wanner, 2000; Uzzau et al., 

2001), para ello se generó un producto de PCR empleando oligonucleótidos que contenían una 

secuencia semejante a la región a reemplazar, el plásmido pKD4 se utilizó como molde de DNA, 

dicho plásmido contiene la secuencia codificadora del epítope 3xFLAG flanqueado por sitios FRT 

y un casete de resistencia a kanamicina.  Los oligonucleótidos empleados fueron: lldR-3FLAG-

Fw y lldR-3FLAG-Rv para la cepa IFC5033 y lldD-3FLAG-Fw y lldD-3FLAG-Rv para la cepa 

IFC5034.  

La secuencia de los oligonucleótidos utilizados en este trabajo se encuentra en el apartado de 

anexos. 

 



6.2        Condiciones de crecimiento 

Los cultivos se realizaron en condiciones aerobias en placas de agar o medio líquido en agitación 

constante a las temperaturas 30°, 37° o 43°, dependiendo del ensayo, los medios de cultivo 

utilizados fueron LB (triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, cloruro de sodio 10 g/L) y medio 

mínimo M9 (la composición de este medio se encuentra en anexos). Cuando fue necesario el medio 

fue suplementado con L-lactato 20mM, como inductor del operón y con los antibióticos ampicilina 

100 μg/ml, kanamicina 50 μg/ml y tetraciclina 10 μg/ml. Para el ensayo de la vida media de las 

proteínas se utilizó cloranfenicol 20 μg/ml y para evaluar la vida media de los mRNA se usó 

rifampicina 200 μg/ml.  

 

6.3 Ensayos de actividad β-galactosidasa 

En los ensayos de regulación transcripcional y regulación traduccional se utilizaron fusiones con 

el gen reportero lacZ. Se determinó la actividad de la enzima β-galactosidasa siguiendo el método 

de Miller (Miller, 1972) se cuantificó la hidrólisis del compuesto o-nitrofenil-β-D-galactósido 

(ONPG) por la enzima β-galactosidasa. La actividad del gen reportero es expresada en unidades 

Miller, las cuales se calculan con la siguiente fórmula: 

1000 * 
DO420nm−(1.75∗DO550nm)

10∗0.1∗DO600nm
 

La absorbancia a 420nm indica la actividad de la enzima β-galactosidasa, 1.75*DO550nm se toma 

como factor de corrección de los restos celulares y la absorbancia a 600nm corresponde a la 

densidad óptica del cultivo, la cual se multiplica por el tiempo de reacción (10 min) y por el 

volumen del cultivo utilizado (0.1 ml). 



Para realizar los ensayos se utilizó el medio mínimo M9 con antibiótico ampicilina con y sin 

adición de L-lactato 20mM, las células se cultivaron aeróbicamente a 37° C en agitación de 250 

rpm hasta una DO600nm de 0.5. Una vez alcanzada la densidad óptica, se tomó una alícuota de 0.1 

ml y se agregó a tubos de ensayo previamente adicionados con 0.9 ml de amortiguador Z 

(Na2HPO4 7H2O 0.6 M, NaH2PO4 H2O 0.04 M, β-mercaptoetanol 0.05 M), 10 μl de SDS al 10% 

y 20 μl de cloroformo, posteriormente se agitaron los tubos en vórtex para lograr la lisis celular y 

se inició la reacción adicionando 0.5 ml de ONPG 4mg/ml, transcurridos 10 min a temperatura 

ambiente se detuvo la reacción con 0.5 ml de Na2CO3 1M. 

 

6.4 Ensayos de Western Blot 

Los ensayos de Western Blot se utilizaron para determinar la abundancia de las proteínas LldR y 

LldD, correspondientes a las cepas IFC5033 e IFC5034, respectivamente. Las células se cultivaron 

en medio mínimo M9 con el antibiótico de selección kanamicina, además con la adición de L-

lactato 20mM, el crecimiento se realizó de forma aerobia a 37° C y en agitación constante a 250 

rpm hasta lograr una DO600nm de 0.5-0.6.  

Se tomó una alícuota de 1 ml del cultivo y se centrifugó durante 1 min a 13,000 g, se descartó el 

sobrenadante y la pastilla se resuspendió en el amortiguador de carga para proteínas, a 

continuación, se incubaron a temperatura de 96° C por un tiempo de 10 min, de la suspensión se 

tomaron 10 μl y se cargaron en geles SDS-PAGE al 10%. En este ensayo fue necesario hacer una 

dilución de la proteína LldD para poder visualizarla en la misma membrana que la proteína LldR, 

el contenido total de proteína del cultivo de la cepa con la etiqueta LldR 3xFLAG fue 100 veces 

mayor.  



Una vez separadas las proteínas en el gel, se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa 

Hybond-ECL (Amersham Biosciences), con la solución de trasferencia (Tris 25 mM, glicina 250 

mM, EDTA 1 mM, metanol 20%). 

Realizada la transferencia se procedió a equilibrar la membrana con el amortiguador TTBS (Tris 

25 mM, NaCl 150 mM, con 0.05% de Tween 20) durante 10 min, después  se incubó  en  solución  

de  bloqueo  (5%  de  leche descremada  en  TTBS)  por  30 min, a continuación se hicieron tres 

lavados con TTBS de 10 min cada uno, posteriormente se agregaron los anticuerpos primarios anti 

FLAG en una dilución 1:10000 con el amortiguador TTBS, y se incubaron por 1 hora a temperatura 

ambiente, después se hicieron tres lavados de 10 min con TTBS y se agregó el anticuerpo 

secundario anti ratón en dilución 1:10000 durante 1 hora, terminada la incubación se realizaron de 

nuevo tres lavados con TTBS de 10 min (todas las incubaciones se realizaron en agitación 

oscilatoria y a temperatura  ambiente).  

Las proteínas fueron detectadas siguiendo el protocolo Amersham ECL Western Blotting 

Detection Kit. 

 

6.5 Extracción de RNA 

La extracción del RNA se realizó por el método de fenol caliente (Georgellis et al., 1992), las 

células crecieron en medio mínimo M9 con el antibiótico de selección y dependiendo de la cepa, 

con y sin la adición de L-lactato. Los cultivos se realizaron en agitación constante a 250 rpm a 

temperaturas de 30 °C, 37 °C o 43 °C según se requirió para la cepa, hasta alcanzar una DO600nm 

de 0.5-0.6.  



Las células se centrifugaron a 4 °C por 4 min a 13,000 g y se resuspendieron en frío con 200 μl de 

solución I (acetato de sodio 0.1 M, sacarosa 0.3 M, pH 4.5), después se agregaron 200 μl de la 

solución II (acetato de sodio 0.01 M, SDS 2%, pH 4.5), a continuación, las muestras se calentaron 

a 80 °C por 1.5 min, posteriormente se adicionaron 400 μl de fenol caliente (80 °C) y se mezclaron 

con el uso de vórtex, después se incubaron 3 min a 80 °C y a continuación se centrifugaron a 4 °C 

durante 10 min a 13,000 g. La fase acuosa se separó y se pasó a un nuevo microtubo, se realizaron 

dos extracciones más con fenol caliente y posterior a ello dos lavados con un volumen de fenol-

cloroformo-alcohol isoamílico, después se realizaron tres lavados con cloroformo frío, siempre 

conservando la fase acuosa y transfiriéndola a un nuevo microtubo, finalmente se precipitó con 

una solución 3M de acetato de sodio y 2.5 volúmenes de etanol. La pastilla se resuspendió en H20 

estéril. 

La integridad del RNA se observó en geles de agarosa (1 %) y la concentración se analizó con 

NanoDrop, las muestras se almacenaron a -20 °C hasta su uso.   

 

6.6 Northern Blot 

Para el ensayo Northern Blot, se cargaron 5 μg de RNA total de en geles desnaturalizantes de 

agarosa-formaldehído (1 %), posteriormente con se tiñó el gel con bromuro de etidio para observar 

el RNA en un transiluminador UV, con ello se verificó su calidad y concentración relativa, se 

tomaron fotografías para registrar el tamaño de las bandas de RNA ribosomal y el tamaño 

aproximado del marcador de peso molecular para posteriormente calcular el tamaño de las bandas 

que serán marcadas en la membrana de transferencia.  



Se realizó la transferencia del RNA por capilaridad a una membrana de nylon usando la solución 

SSC 20x (1x SSC = 0.15M NaCl, 0.015 M de citrato de sodio), terminada la transferencia (12-18 

h), la membrana se secó a una temperatura de 50-60 °C durante 5-10 minutos y se expuso a la luz 

UV en un transiluminador, se dejó por 3 min para lograr el entrecruzamiento del RNA con la 

membrana. 

La membrana se incubó a una temperatura de 42°C durante 2-3 h con solución para pre-hibridar 

(solución de Denhardt 5x, SSC 5x, SDS 0.2%, formamida 50%, fosfato de sodio pH 6.5 0.01 M y 

DNA de esperma de salmón 10 mg/ml). Una vez terminada la pre–hibridación, las sondas se 

desnaturalizaron por 5 minutos a 96 °C y se añadió al amortiguador de pre–hibridación, la 

membrana se incubó a 42 °C por 12-16 horas en agitación, a continuación, la membrana se lavó 

dos veces con la solución A (SSC 2x, SDS 0.1 %) y dos veces con la solución B (SSC 0.2x, SDS 

0.1 %), los lavados se realizaron a 42 °C por 30 minutos cada uno. La membrana se expuso en una 

pantalla amplificadora para detectar radioactividad durante 12-16 horas, posteriormente se 

visualizó con el escáner Thyphoon (Amersham Biosciences). 

Las sondas utilizadas se marcaron con el kit RadPrime DNA Labeling System (Invitrogen). 

 

6.7 Ensayo de extensión del cebador o primer extension 

Se utilizaron 40 μg de RNA total de las cepas CH1827 y CH1828 y el oligonucleótido                   

PE2-lldPRD, el cual se marcó radioactivamente, las muestras y el oligo se desnaturalizaron durante 

5 min a 65 °C y se dejaron enfriar a temperatura ambiente, se usó el sistema Maxima H Minus 

First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific) para la síntesis del cDNA. 



El producto de reacción se precipitó con 0.5 ml de N-butanol y se centrifugó durante 20 min a 

13,000 g, a continuación, se le adicionó 0.7 ml de etanol absoluto y se centrifugó durante 5 min a 

13,000 g, se retiró el sobrenadante y se resuspendió la pastilla con 0.7 ml de etanol al 70%, a 

continuación, se centrifugó a 13,000 g durante 5 min y se decantó el sobrenadante. Finalmente, la 

pastilla se secó en el equipo SpeedVac SC100 (Savant) y se resuspendió en 8 μl de una solución 

con formamida al 95%, EDTA 20 mM, azul de bromofenol al 0.05% y xileno cianol FF al 0.05%. 

La suspensión se analizó con electroforesis en geles de secuencia (poliacrilamida 8%, urea 8 M). 

La reacción de secuenciación se realizó por el método de Sanger utilizando como   templado   el   

plásmido pPLCT3 (operón lldPRD) y el oligonucleótido PE2-lldPRD marcado radioactivamente. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



VII. RESULTADOS 

7.1 Cuantificación relativa de las proteínas del operón lldPRD de Escherichia coli  

Para confirmar que la cantidad de proteínas del operón es distinta, se realizaron fusiones 

cromosomales con la etiqueta 3xFLAG en las proteínas LldR y LldD, las células crecieron bajo 

condiciones de inducción (aerobiosis y en presencia de L-lactato) y se compararon mediante 

análisis de Western blot usando el anticuerpo primario anti-FLAG y como anticuerpo secundario 

anti-ratón. Para dicho experimento se realizó una dilución de 100 veces la concentración de 

proteína total de la cepa LldD-3xFLAG en comparación de la cepa LldR-3xFLAG. Se encontró 

que la proteína LldD es al menos 500 veces más abundante que la proteína LldR (Figura 4).  

 

Figura 4. Concentración relativa de las proteínas LldR–3xFlag (31.9-kDa) y LldD–3xFlag (45.4-kDa). Las 

células de E. coli con las proteínas etiquetadas crecieron aeróbicamente en medio mínimo M9 suplementado con 0.2% 

de casaminoácidos y 20mM de L-lactato, se analizaron usando el ensayo de Western blot con anticuerpos anti-Flag. 

Extractos de las células IFC5032 y IFC5033 fueron cargados en los carriles 1 y 2, respectivamente. El contenido total 

de proteína cargada en el carril 1 fue 100 veces mayor que la cantidad cargada en el carril 2. La migración de los 

marcadores de peso molecular para proteínas se muestra a la izquierda. Adaptado de Protein Dosage of the lldPRD 

Operon Is Correlated with RNase E-Dependent mRNA Processing  por Angel-Lerma et al., 2021. Journal of 

Bacteriology. 

 



La estabilidad de las proteínas también se analizó para descartar que ese fuera el motivo de la 

diferencia en las cantidades encontradas, como resultado se encontraron tiempos de vida media 

similares que descartan dicha posibilidad (Figura 5).  

 

Figura 5. Estabilidad de las proteínas LldR–3xFLAG y LldD–3xFLAG después de la inhibición de su síntesis 

con cloranfenicol. (Izquierda) Análisis de Western blot usando anticuerpos anti-FLAG. (Derecha) Determinación 

cuantitativa de LldR y LldD a partir del Western blot representados en función del tiempo. Adaptado de Protein 

Dosage of the lldPRD Operon Is Correlated with RNase E-Dependent mRNA Processing  por Angel-Lerma et al., 

2021. Journal of Bacteriology. 

 

 

7.2 La transcripción del operón está dirigida por un solo promotor  

Se analizó la posibilidad de la presencia de promotores funcionales dentro del operón lldPRD. Para 

tal fin se construyeron fusiones transcripcionales con lacZ, la primera de ellas conteniendo la 

región río arriba de lldPRD que incluye el promotor (cepa ECL5002) (Kwon et al., 2000) , la otra 

cepa se construyó al fusionar la región que incluye desde el nucleótido 10 de lldP, la secuencia 

completa de lldR y los primeros 65 nucleótidos de lldD (cepa IFC5028). Las cepas con las fusiones 

transcripcionales se cultivaron en medio líquido bajo condiciones aeróbicas en presencia y 

ausencia de L-lactato, la actividad β-galactosidasa se midió a mitad de la fase exponencial de 



crecimiento. Se encontró que la expresión del reportero fue inducida solamente en presencia de L-

lactato en la cepa que contiene la región río arriba de lldP (Figura 6).  

Los resultados demuestran que la transcripción de los tres genes del operón está dirigida por un 

promotor único localizado río arriba del gen lldP, en consecuencia, se espera que se genere un 

único transcrito policistrónico lldPRD.   

 

 

Figura 6. Inspección de posibles promotores del operón lldPRD. (Izquierda) Esquema representativo del operón 

lldPRD y los fragmentos fusionados con -lacZ en las cepas construidas, ECL5002 y IFC5028. (Derecha) Las cepas 

ECL5002 y IFC5028 se cultivaron aeróbicamente en medio mínimo M9 suplementado con 0.2% de casaminoácidos 

en presencia (+) o ausencia (–) de 20mM de L-lactato. A mitad de la fase exponencial de crecimiento las células se 

colectaron para analizar la actividad β-galactosidasa, los resultados se muestran en porcentaje de actividad en relación 

con la cepa ECL5002. Se presentan los promedios de cuatro réplicas del experimento realizados de manera 

independiente, se indican la desviación estándar (barras de error). Adaptado de Protein Dosage of the lldPRD Operon 

Is Correlated with RNase E-Dependent mRNA Processing  por Angel-Lerma et al., 2021. Journal of Bacteriology. 

 

 

7.3 Traducción diferencial de los genes lldP, lldR y lldD  

Para conocer si la diferencia en la cantidad de proteínas del operón lldPRD está dada a nivel 

traduccional, se comparó la eficiencia de los sitios de unión al ribosoma (RBS) de los tres genes. 



Para ello, se construyeron tres diferentes fusiones traduccionales con el gen reportero lacZ, lldP´-

´lacZ, lldR´-´lacZ y lldD´-´lacZ, las cuales fueron colocadas en el sitio de integración del fago λ 

en el cromosoma de E. coli silvestre MC4100, generando las cepas IF5029, IFC5030, y IFC5031. 

Las tres construcciones contienen el promotor propio del operón lldPRD y la secuencia completa 

río arriba del gen de interés, incluyendo el sitio de unión al ribosoma (RBS) y los dos primeros 

codones del respectivo cistrón (Figura 7). Las cepas se cultivaron en medio mínimo M9 bajo 

condiciones aeróbicas en presencia y ausencia de L-lactato, la actividad β-galactosidasa se midió 

a mitad de la fase exponencial de crecimiento. Se observó que la expresión del reportero originada 

por el RBS de lldP fue aproximadamente 2 veces menor que la expresión dada por el RBS de lldR 

y lldD (Figura 7). Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre el RBS de lldR 

y lldD (Figura 7). Como una posible causa en la diferencia de las concentraciones de las proteínas 

del operón lldPRD, analizamos el uso preferencial de codones, evaluando el índice de adaptación 

de codones (CAI) (Sharp & Li, 1987), utilizando la tabla de uso de codones de E. coli K-12 como 

referencia (Puigbò et al., 2008). Los valores de CAI obtenidos para lldD¸ lldP y lldR fueron de 

0.790, 0.747 y 0.737, respectivamente, el orden relativo de los valores CAI corresponde a las 

abundancias relativas de sus respectivos productos proteicos, esto no es suficiente para explicar la 

gran diferencia observada entre las proteínas LldR y LldD (Figura 7). Por lo tanto, deben estar 

involucrados mecanismos adicionales en la regulación de la expresión del operón lldPRD. 

Para explorar la posibilidad de que la diferencia en la cantidad de proteínas está regulada a nivel 

postranscripcional, debido al procesamiento del mRNA, se construyó una cuarta fusión 

traduccional con el gen reportero lacZ. Esta fusión es similar a la fusión IFC5030, con la diferencia 

de que incluye casi por completo la secuencia codificante de lldR. Como las fusiones anteriores, 



se colocó en el sitio de incorporación del fago λ en el cromosoma de MC4100, generando la cepa 

IFC5032.  

Las cepas IFC5030 y IFC5032 se cultivaron en medio mínimo M9 aeróbicamente en presencia y 

ausencia de L-lactato, la actividad β-galactosidasa se midió a mitad de la fase exponencial de 

crecimiento. Se encontró que la expresión del reportero de IFC5032 fue 10 veces menor que 

IFC5030 (Figura 7). Por lo tanto, se presume que el cistrón lldR pudiera contener sitios de 

regulación a nivel postranscripcional.  

 

Figura 7. Tasa de traducción de los genes del operón lldPRD determinados por fusiones traduccionales lacZ. 

(Izquierda) Representación esquemática del operón lldPRD y los fragmentos unidos a lacZ, cepas IFC5029, IFC5030, 

IFC5031 y IFC5032. La posición relativa de los RBS en cada gen se indica con un triángulo. (Derecha) Las cepas 

IFC5029, IFC5030, IFC5031, y IFC5032 se cultivaron aeróbicamente en medio mínimo M9 suplementado con 0.2% 

de casaminoácidos con 20 mM de L-lactato como inductor. A mitad de la fase exponencial de crecimiento las células 

se colectaron para analizar la actividad β-galactosidasa, los resultados se muestran en porcentaje de actividad en 

relación con la cepa IFC5031. Se presentan los promedios de cuatro réplicas del experimento realizados de manera 

independiente, se indican la desviación estándar (barras de error). Adaptado de Protein Dosage of the lldPRD Operon 

Is Correlated with RNase E-Dependent mRNA Processing  por Angel-Lerma et al., 2021. Journal of Bacteriology. 

 



Esta hipótesis fue apoyada por una publicación previa, en donde un análisis de Northern blot 

muestra que, aunque se induzca con L-lactato, no es posible detectar el mensajero completo de 

lldPRD (Dong et al., 1993). A manera de confirmación, se extrajo RNA total de una cepa de 

MC4100, cultivada aeróbicamente en medio mínimo M9 adicionado con 0.2% de casaminoácidos 

en presencia y ausencia del inductor, se realizó un análisis de Northern blot utilizando una sonda 

específica de lldD. En concordancia con el reporte previo (Dong et al., 1993), el gen lldD es 

fuertemente inducido ante la presencia de L-lactato, pero el mensajero completo de lldPRD, el cual 

se espera alrededor de los 3,600 nt, no es detectado con o sin inductor (Figura 8). Los resultados 

sugieren que el procesamiento del mRNA puede estar regulando las cantidades de los productos 

transcripcionales del operón lldPRD. 

 

Figura 8. Análisis de Northern blot del transcrito de lldPRD. La cepa MC4100 se cultivó aeróbicamente en medio 

mínimo M9 suplementado con 0.2% de casaminoácidos en presencia (+) o ausencia (–) de 20 mM de L-lactato. A 

mitad de la fase exponencial de crecimiento las células se colectaron para la extracción de RNA total, una sonda de 

DNA específica de lldD se usó para analizar el transcrito lld. Se presenta una imagen representativa de tres 

experimentos independientes. El panel de abajo muestra el RNA teñido con bromuro de etidio de la correspondiente 

membrana de hibridación, lo cual se usó como control de carga. Adaptado de Protein Dosage of the lldPRD Operon 

Is Correlated with RNase E-Dependent mRNA Processing  por Angel-Lerma et al., 2021. Journal of Bacteriology. 

 



7.4 Acción de las principales endorribonucleasas de Escherichia coli sobre el transcrito 

del operón lldPRD 

El procesamiento del mRNA de E. coli se debe a la acción de varias RNasas (Kushner, 2002), las 

responsables de la mayoría del procesamiento endorribonucleolítico de RNA son, RNasa E, RNasa 

III y RNasa P.  

El mRNA de lldPRD se examinó en células deficientes de RNasa E [rne(Ts)], RNasa P [rnp(Ts)], 

RNasa III (rnc::Tn10), o RNasa G (rng::cat) (17-22). Para evaluar la participación de la RNasa E 

y la RNasa P, se usaron los alelos rne(Ts) y rnp(Ts), que producen enzimas condicionales sensibles 

a temperatura, se usan porque RNasa E y RNasa P son esenciales para la viabilidad celular. En el 

caso de la cepa mutante en rng, se usó porque su producto, RNasa G, es parálogo de RNasa E, se 

ha reportado que las actividades de ambas enzimas se sobrelapan (Lee et al., 2002).  

En los análisis de Northern blot se utilizaron sondas específicas de lldP y lldD y el RNA aislado 

de las mutantes deficientes en RNasas.  

En la mutante termosensible de RNasa E se observó que después del cambio de temperatura a 43 

°C (temperatura no permisiva) una banda de 3,600 nt, correspondiente al tamaño completo del 

mensajero de lldPRD, se acumula; pero no se observa en la cepa silvestre (Figura 9). En contraste, 

no se detectó este efecto en las cepas mutantes de RNasa II y RNasa G o RNasa P a temperatura 

no permisiva (Figura 10).  



 

Figura 9. Análisis del mRNA de lldPRD en cepas rne+ y rne(Ts) mediante Northern blot. Las cepas CH1827 

(rne+) y CH1828 rne(Ts) se cultivaron aeróbicamente a 30 °C, al llegar a una DO600 de 0.4, las células se cambiaron 

temperatura de 43 °C, se tomaron alícuotas a los tiempos indicados para la extracción de RNA total. Se muestran los 

radiogramas para las sondas específicas de lldP (A) y lldD (B). Las posiciones del marcador de peso molecular se 

muestran a la izquierda. Las flechas indican las posicione de los transcritos de lldP, lldD y lldPRD. El panel de abajo 

muestra el RNA teñido con bromuro de etidio de la correspondiente membrana de hibridación, lo cual se usó como 

control de carga. Adaptado de Protein Dosage of the lldPRD Operon Is Correlated with RNase E-Dependent mRNA 

Processing  por (Angel-Lerma et al., 2021). Journal of Bacteriology. 



 

Figura 10. Análisis del mRNA de lldPRD en cepas deficientes en RNasa P (rnpts), RNasa III (rnc::Tn10) o 

RNase G (rng::cat) mediante Northern blot. Las cepas MC4100 (wt), ECL2006 (rnc::Tn10) y SK2538 (rng::cat) 

se cultivaron aeróbicamente a 37°C, hasta llegar a una DO600 de 0.6. Las células de N2020 (rnpts) se cultivaron 

aeróbicamente a 30°C, al llegar a una DO600 de 0.4 las células se cambiaron a temperatura de 43°C, se tomaron 

alícuotas a los tiempos indicados para la extracción de RNA total. Se utilizaron sondas específicas de lldP (A) y lldD 

(B). Las posiciones del marcador de peso molecular se muestran a la izquierda. Las flechas indican las posicione de 

los transcritos de lldP y lldD. Adaptado de Protein Dosage of the lldPRD Operon Is Correlated with RNase E-

Dependent mRNA Processing  por Angel-Lerma et al., 2021. Journal of Bacteriology. 

 

Con estos resultados pudimos concluir que RNasa E es responsable del procesamiento del mRNA 

de lldPRD, dejando intacto los mensajeros de lldP y lldD¸ pero cortando de manera 

endorribonucleolítica al mensajero de lldR, de esta manera la cantidad del mRNA de lldR 

disminuye drásticamente, por lo tanto, solo cantidades pequeñas de LldR se producen. 

 

 

 

 

 



7.5       Mapeo de los sitios de procesamiento de RNasa E en el operón lldPRD 

 

Con la finalidad de conocer los posibles sitios de corte en el mRNA de lldR, se realizó un mapeo 

de los extremos 5’ de los mRNA mediante la técnica de primer extension. Se utilizó RNA aislado 

de la cepa silvestre y de la termosensible de RNasa E con un cebador complementario a las 

posiciones 528 a 549 del transcrito de lldR¸ con respecto al sitio de inicio de la traducción de lldR. 

Se encontraron dos productos de transcripción reversa, cuya intensidad se observa disminuida en 

la mutante en RNasa E a temperatura no permisiva (43°C) en comparación a la cepa silvestre o la 

mutante RNasa E a 30°C. El extremo 5’ de estos productos se ubica dentro de la región codificante 

del mRNA de lldR, en las posiciones +381 y +389 con respecto al sitio de inicio de la traducción 

de lldR (Figura 11 A). Notablemente, las secuencias de estos sitios concuerdan con los sitios de 

reconocimiento/escisión de la RNasa E propuestos, que comprende regiones ricas en AU 

monocatenarias (Figura 11 B) (Chao et al., 2017; Del Campo et al., 2015; Ehretsmann et al., 1992; 

Lin-Chao et al., 1994; Mackie, 1991; McDowall et al., 1994). Adicionalmente, se detectó un 

producto de primer extension en la mutante RNasa E a temperatura no permisiva, en la posición 

+341 con respecto al codón de inicio de lldR (Figura 11 A). Sin embargo, no pudimos discernir si 

este producto es sitio para la escisión de una RNasa diferente de la RNasa E o si se debe a un 

producto de transcriptasa reversa incompleto. No obstante, se puede concluir que RNasa E es 

responsable de procesar el mRNA de lldPRD dentro del marco de lectura abierto de lldR, 

obstaculizando la traducción de LldR. 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Análisis primer extension para conocer los de sitios de corte de RNasa E en el transcrito de lldR. (A) 

RNA total de las cepas CH1827 (rne+) y CH1828 [rne(Ts)], cultivadas aeróbicamente en presencia de L-lactato 20 

mM a 30 °C y 15 min después de un cambio a una temperatura no permisiva (43 °C), se prepararon y utilizaron para 

el análisis de primer extension. Un cebador marcado en el extremo 5´ específico para el transcrito de lldR se hibridó 

con el RNA total y se extendió mediante transcriptasa reversa. El cDNA resultante se resolvió en un gel de 

poliacrilamida al 8 % junto a una reacción de secuenciación de DNA que se utilizó como referencia. Las posiciones 

de los productos de extensión están marcados a la derecha. La porción de la secuencia de mRNA (que corresponde a 

la secuencia complementaria de la escalera de secuenciación de DNA) se presenta a la izquierda, y los extremos 5´ 

identificados se muestran en negrita. (B) Representación esquemática del operón lldPRD y los sitios de corte de RNase 

E identificados por el análisis de extensión del cebador. Se muestran los sitios de escisión en el transcrito de lldR en 

las posiciones +381 y +389 con respecto al codón de inicio de lldR (▲), y las secuencias de reconocimiento de RNasa 

E predichas, que cumplen con el sitio de RNasa E propuesto RN↓WUU (donde R significa G o A, W significa A o U, 



y N significa cualquier nucleótido) (30), están marcados en negrita. También se indica (Δ) el extremo 5´ 

correspondiente al producto de extensión más grande detectado en la mutante de RNasa E, en la posición +341 con 

respecto al codón de inicio lldR. Tomado de Protein Dosage of the lldPRD Operon Is Correlated with RNase E-

Dependent mRNA Processing  por Angel-Lerma et al., 2021. Journal of Bacteriology. 

 

 

7.6 Estabilidad diferencial de los mRNA de lldP y lldD 

Como se mencionó anteriormente, el corte endorribonucleolítico en el mRNA de lldR, disminuye 

drásticamente la cantidad de mRNA intacto, por lo que solo una pequeña cantidad se puede traducir 

a la proteína LldR. Por otra parte, los productos resultantes del corte que contienen lldP y lldD, se 

esperarían encontrar en cantidades similares de proteínas LldP y LldD. Sin embargo, análisis 

proteómicos reportados, indican que la cantidad de LldD es aproximadamente 13 a 15 veces más 

abundante que LldP (Lippolis et al., 2009; Masuda et al., 2009), esta diferencia no se puede 

explicar totalmente por la eficiencia de los sitios de inicio de la traducción (RBS) (Figura 7) ni por 

el uso preferencial de codones.  

Supusimos que la estabilidad diferencial de los dos mRNA pudiera estar contribuyendo a modular 

la dosis de las proteínas LldP y LldD. Para probarlo, determinamos la longevidad de los mRNA 

de lldP y lldD. Se realizó un cultivo de MC4100 en medio mínimo M9 adicionado con 

casaminoácidos y L-lactato como inductor. A mitad de la fase de crecimiento exponencial, la 

transcripción se bloqueó con rifampicina, antibiótico que inhibe la actividad de la RNA 

polimerasa, se tomaron alícuotas a diferentes intervalos de tiempo para su análisis.  

Se realizó la extracción de RNA total y se analizó la vida media de los mRNA mediante Northern 

blot y una sonda específica para lldP y otra para lldD. Se detectó que la vida media del mRNA de 

lldP es de 2.5 min, mientras que la vida media de lldD fue de aproximadamente 7 min (Figura 12). 



Llegando a la conclusión de que la estabilidad diferencial de los transcritos también contribuye a 

la modulación de las concentraciones de las proteínas LldP y LldD. 

 

 

Figura 12. Análisis de la estabilidad del mRNA de lldP y lldD evaluada por Northern blot. Se realizó un cultivo 

de MC4100 en medio mínimo M9 adicionado con L-lactato 20 mM a 37 °C, al llegar a fase exponencial de crecimiento 

se adicionó rifampicina. A continuación, se tomaron alícuotas a los tiempos indicados y se extrajo el RNA total. 

(Izquierda) Autorradiogramas usando la sonda específica lldP (arriba) o lldD (abajo). Los paneles inferiores muestran 

las bandas de rRNA teñidas con bromuro de etidio de las membranas correspondientes. (Derecha) Gráfico 

semilogarítmico de la descomposición del mRNA de lldP y lldD. Las vidas medias calculadas fueron 6.8 min para 

lldD y 2.5 min para lldP. Adaptado de Protein Dosage of the lldPRD Operon Is Correlated with RNase E-Dependent 

mRNA Processing  por Angel-Lerma et al., 2021. Journal of Bacteriology. 

 

 

 

 

 

 



VIII. DISCUSIÓN 

La tasa de síntesis de una proteína depende de la cantidad de su mRNA, el cual, a su vez depende 

de su propia tasa de síntesis y degradación. En las bacterias una gran cantidad de genes se 

encuentran organizados en operones policistrónicos, por lo que se espera que esta organización 

facilite la expresión coordinada de los diferentes genes del operón. No obstante, los productos 

proteicos de diferentes genes de un operón pueden producirse en distitnas cantidades molares. En 

estos casos, se necesitan pasos adicionales de regulación para ajustar la expresión de genes 

específicos dentro de un operón. Por ejemplo, la presencia de promotores internos permite niveles 

diferenciales de transcripción de los genes de un operón (Conway et al., 2014; Güell et al., 2011). 

En otros casos, las eficiencias de traducción de los cistrones individuales en un transcrito 

policistrónico pueden determinar diferencias en la cantidad de proteínas (G.-W. Li et al., 2014; 

Quax et al., 2013). Alternativamente, la producción diferencial de proteínas a partir de los genes 

de un mRNA policistrónico puede ocurrir en consecuencia del procesamiento del transcrito 

primario debido a RNasas que actúan dentro de regiones intergénicas dando lugar a moléculas de 

mRNA con diferentes estabilidades segmentarias (Båga et al., 1988; Belasco et al., 1985; Chen et 

al., 1988; Desnoyers et al., 2009; Jordi et al., 1993; Y. Li & Altman, 2004; Papenfort et al., 2013; 

Yajnik & Godson, 1993).  

Un mecanismo diferente de regulación de la expresión génica surgió del estudio del operón 

lldPRD. El modelo propuesto de los eventos que controlan las cantidades molares de las proteínas 

codificadas en el operón lldPRD se puede describir de la siguiente manera. 

La RNasa E genera rápidamente un corte en el transcrito primario de lldPRD, en uno o varios sitios 

ubicados dentro del cistrón de lldR. Este evento da como resultado una disminución drástica en la 



cantidad de mRNA intacto de lldR y, por lo tanto, solo se producen pequeñas cantidades de la 

proteína LldR funcional. 

Los cortes endoribonucleolíticos dentro de lldR dan como resultado dos especies de mRNA con 

estabilidades diferentes, por un lado, el mRNA que contiene el cistrón lldP (con vida media [t1/2], 

≈2,5 min) y por otro lado el mRNA con el cistrón de lldD (t1/2, ≈7 min). 

La diferencia en la longevidad entre las especies de mRNA de lldP y lldD se refleja en las 

cantidades en estado estacionario de los dos mensajeros. 

Finalmente, otra cuestión importante que puede incluirse en este modelo es la accesibilidad de los 

sitios de corte del mRNA de lldR a la RNasa E. Es bien sabido que mientras se traduce un mRNA, 

está cubierto por ribosomas y, por lo tanto, está protegido de las escisiones endorribonucleolíticas 

por diferentes RNasas (Dar & Sorek, 2018; Edri & Tuller, 2014). En el caso del operón lldPRD, 

los resultados de los experimentos de inicio de la traducción no mostraron que la eficiencia de 

inicio de la traducción de lldR estuviera afectada en relación con la del gen lldP o lldD. No 

obstante, existe diferencia en el uso preferencial de codones de los tres cistrones, determinados por 

el índice de adaptación de codones (CAI) (Sharp & Li, 1987), se observó que la tasa de elongación 

de traducción de lldR pudiera ser menor que la de lldP y lldD. Y aún más importante, se encontró 

que el primer tercio de la secuencia de codificación de lldR tiene un valor de CAI más bajo que el 

resto del operón. Esto daría como resultado una baja tasa de elongación de la traducción y 

contribuiría al hacinamiento de ribosomas en esta región de mRNA. De hecho, la correlación entre 

las bajas eficiencias de elongación de la traducción, deducidas de valores de CAI más bajos, y las 

densidades de ribosomas elevadas se ha demostrado previamente (Quax et al., 2013; Tuller et al., 

2010). Como consecuencia, se puede especular que el fragmento correspondiente al segundo tercio 



de lldR en la unidad policistrónica debería tener una menor densidad de ribosomas y, por lo tanto, 

permanecer accesible a la RNasa E. 

De esta manera, se propone un nuevo modelo que es capaz de modular eficientemente las 

cantidades molares de las tres proteínas codificadas en el operón lldPRD. Este modelo implica 

como primer punto, la tasa de traducción intrínsecamente más baja y el hacinamiento de ribosomas 

del primer tercio de lldR debido a un menor uso preferencial de codones en comparación con el 

resto del operón (este paso está respaldado por los valores de CAI pero queda por demostrar 

experimentalmente),  en un segundo punto, la exposición concomitante a la RNasa E del segmento 

de mRNA correspondiente al segundo tercio del cistrón lldR, este evento que conduce a una 

inactivación casi inmediata del mRNA de lldR, como tercer punto, estabilidades diferenciales de 

los dos productos de escisión generados, que llevan, respectivamente, el mRNA de lldP y lldD, y 

en un por último como cuarto punto, menor eficiencia de traducción de lldP que de lldD, debido a 

tasas más bajas de iniciación y elongación de la traducción. 

 

 

 

 

 

 

 

 



IX. CONCLUSIONES 

La regulación de la expresión genética es fundamental para el correcto funcionamiento celular. El 

operón lldPRD de Escherichia coli presenta la paradoja de tener el gen que codifica la proteína 

reguladora entre los genes que codifican una permeasa y una enzima.  

 

Las conclusiones obtenidas de este trabajo fueron las siguientes: 

• La diferencia en la dosificación de proteínas no es debido a regulación transcripcional, los 

tres genes del operón lldPRD se transcriben bajo un único promotor. 

• Al analizar las fusiones traduccionales con lacZ se encontró diferencia entre las 

construcciones que contienen el RBS de lldP y lldD, pero no se encontraron diferencias 

significativas entre las construcciones que contienen el RBS de lldR y lldD, por lo que no 

podemos atribuir a una regulación traduccional la diferencia observada en la expresión de 

las proteínas LldR y LldD.  

• El mRNA del operón lldPRD sufre procesamiento por la RNasa E, este evento tiene lugar 

dentro del cistrón de lldR, permitiendo que solamente pocas moléculas de lldR logren 

traducirse. Esto pudiera explicar la diferencia entre la cantidad de proteínas LldR y LldD 

etiquetadas. 

• Se mapearon los sitios de procesamiento de RNasa E en el gen lldR,  las secuencias 

encontradas corresponden a la secuencia consenso reportada para la enzima. 

• La estabilidad diferencial de los productos resultantes del corte que contienen lldP y lldD 

contribuye a la modulación de las concentraciones de las proteínas LldP y LldD. 



• El cistrón de lldR tiene un menor uso preferencial de codones en comparación al resto del 

operón, por lo que tendría una tasa de traducción más baja y como resultado es susceptible 

a cortes endorribonucleolíticos.  

• Con los resultados encontrados, se propuso un nuevo modelo de regulación genética 

(descrito en el apartado de discusión).  

 

X. PERSPECTIVAS 

 

• Etiquetar la proteína LldP para tener una comparación de las tres proteínas del operón 

lldPRD. 

• Demostrar experimentalmente que existe menor tasa de traducción de lldR debido a un 

menor uso preferencial de codones. 

 

• Conocer los factores involucrados en la regulación de la proteína LldR para saber cómo se 

regula su actividad sobre el operón lldPRD. 

 

• Realizar estudios estructurales con el cistrón de lldR y la RNasa E purificada para 

corroborar los sitios de corte sin posibles procesamientos adicionales. 
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XII. ANEXOS  

 

Tabla 1. Secuencias de oligonucleótidos utilizados en este trabajo. 

Nombre Secuencia (5’-3’) Uso 

lldR- 

3FLAG-Fw 

GCCCGGTGAGCATAATGAGCATTCGAGGGAGAAA

AACGCAGACTACAAAGACCATGACGGTG 

Utilizado para la 

etiqueta cromosomal del 

gen lldR con el epítope 

3xFLAG 

lldR- 

3FLAG-Rv 

GTTGCGCTGCGGCGCGATAATCGCTGGCTGCGGA

AATAATCATATGAATATCCTCCTTAGTTCC 

Utilizado para la 

etiqueta cromosomal del 

gen lldR con el epítope 

3xFLAG 

lldD- 

3FLAG-Fw 

GCCTGCGGCACTGGCTCCCATGGCGAAAGGGAAT

GCGGCAGACTACAAAGACCATGACGGTG 

Utilizado para la 

etiqueta cromosomal del 

gen lldD con el epítope 

3xFLAG 

lldD- 

3FLAG-Rv 

CTCCCTGAGGGAGAGGGTTAGGGTGAGGGGGCGC

AAACGAATGAATATCCTCCTTAGTTCCT 

Utilizado para la 

etiqueta cromosomal del 

gen lldD con el epítope 

3xFLAG 

LacZPDfw CGGAATTCTCCCGCCGGGAATATCTGGC Utilizado para generar la 

fusión transcripcional 

lacZ de la cepa IFC5028 

LacZDrev CGGGATCCAACAGGAACGGCGGCAGAATGC Utilizado para generar la 

fusión transcripcional 

lacZ de la cepa IFC5028 

lld-Prom- 

Fw 

AACTGCAGGAGATGACTGGG Utilizado para generar la 

fusiones 

transcripcionales lacZ de 

la cepas IFC5029, 

IFC5030, IFC5031 e 

IFC5032 

LLDPTRAD 

REV 

CCCGGATCCCAGAGATTCATTGCAGG Utilizado para generar la 

fusión traduccional lldP-

lacZ de la cepa IFC5029 

LLDRTRA 

DREV 

CCCGGATCCAATCATTAAGGAATC Utilizado para generar la 

fusión traduccional lldP-

lacZ de la cepa IFC5030 

LLDDTRA 

DREV 

CCCGGATCCAATAATCATGCGTTTTTC Utilizado para generar la 

fusión traduccional 

lldD-lacZ de la cepa 

IFC5031 

FuslldRlacZ- 

Rv 

CCGGATCCGAATGCTCATTATGCTCACC Utilizado para generar la 

fusión traduccional lldR-

lacZ de la cepa IFC5032 



IIdP1 GTGAAAACCGGGCAG Utilizado para 

amplificar la sonda 

específica de lldP 

IIdP2 ACAGTCCGGAATAGTTC Utilizado para 

amplificar la sonda 

específica de lldP 

IIdD1 AGCCAGCGATTATCG Utilizado para 

amplificar la sonda 

específica de lldD 

IIdD2 CATACGCACGACATC Utilizado para 

amplificar la sonda 

específica de lldD 

PE2- 

lldPRD 

CTGACGGCTATGCTTCACTGAG Utilizado para el análisis 

de primer extension 

 

 

Tabla 2. Composición del medio de cultivo mínimo M9 5x. 

Medio mínimo M9 5x 

64 g Na2HPO4.7H2O 

15 g KH2PO4 

2.5 g NaCl 

5 g NH4Cl 

Se disuelven en 1 L de agua destilada 

 

 

Tabla 3. Composición del medio de cultivo mínimo M9 1x. 

Medio mínimo M9 1x 

1 x sales M9 

2mM MgSO4 

0.1mM CaCl2 

0.4% casaminoácidos 

20mM de L-lactato* 

En agua estéril 

* Se adicionó L-lactato cuando fue necesario 
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