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RESUMEN 

La peplidll-tRNA hldrolasa (Pthf es una enzima esencial en E. coli 

que hidroliza peptidil-tRNAs regenerando tRNA libres. Las mutantes 

parcialmente afectadas en la hidrolasa son incapaces de propagar al 

bacteriófago A.. Los fagos capaces de eludir esta exclusión presentan 

mutaciones llamadas bar. Los sitios definidos por las mutaciones 

contienen secuencias características de genes. pero con sólo tres 

codones. En vectores multicopia. la expresión de estos minigenes bar 

inhibe la síntesis de proteínas en células defectuosas en Pth. Los 

transcritos de los sitios bar presentaron propiedades inherentes a los 

RNAs mensajeros auténticos; se asocian a los ribosomas de manera 

especifica e inducen la incorporación de metionina a la fracción 

ribosomaf. Sin embargo, provocan la inhibición general de la síntesis de 

protefnas dependiente de la ausencia de Pth. Se propone que Ja 

inhibición mediada por bar se basa en el secuestro de un tRNA 

especffico. 



1.0 INTRODUCCION 

El estudio de los mecanismos que utilizan las bacterias para la 

exclusión de Jos bacteriófagos ha sido de mucha utilidad para 

comprender la genética de procariontes y eucariontes. Algunos de estos 

modelos de exclusión han sido estudiados desde Jos años SO~s. sin 

embargo, sus bases moleculares son todavía poco claras. Dos modelos 

bacterianos de exclusión de fago como Lit y Prr (Snyder, 1995) tienen 

un mecanismo muy similar que involucra el control traduccional. Ambos 

emplean enzimas específicas para componentes celulares conservados 

evolutivamente, los cuales son activados por péptidos o determinantes 

protéicos codificados por el genoma del fago. Una vez activadas, estas 

enzimas inactivan a componentes del aparato traduccional. Es factible 

pensar que otros mecanismos de exclusión de fagos no definidos hasta 

hoy actúan de un modo similar, es decir, involucrarlan señales 

originadas durante fa traducción del genoma del fago, que 

interactuarían con enzimas o factores protéicos celulares causando un 

defecto en el sistema traduccional. Debido a su especificidad y a fa 

naturaleza de sus blancos de acción, estos modelos de exclusión 

representan una . fuente de enzimas que podrían tener aplicaciones 

terapéuticas. Estos hechos, que en apariencia sólo conciernen a Jos 

estudiosos de Ja bioquímica básica de los microorganismos, tienen 

impacto en biotecnología. En algunos casos para la producción en gran 

escala de proteinas recombinantes en E. coli, se ha modificado la 

secuencia de sus genes para reemplazar codones raros por codones de 

uso más frecuente en la bacteria y asi incrementar el rendimiento de 

sus fermentadores. Otra alternativa ha consistido en usar bacterias con 
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vectores que portan al gen o genes que codifican para los tRNAs 

limitantes. supliendo así la deficiencia en la poza celular de tRNA. 

1.1 LA INTERACCION ENTRE EL BACTERIOFAGO "-Y Escher/chla 

col/ 

El bacteriófago A. es un fago que infecta a la bacteria intestinal 

Escherichia coli. En su desarrollo, A. puede seguir dos vías. la lítica o Ja 

lisogénica (Herskowitz y Hagan, D .• 1980). Durante la ruta lítica, el 

cromosoma de A. es replicado y empaquetado dentro de la envoltura 

viral, los fagos se liberan, conduciendo al huésped a la lisis y muerte 

celular. Esto da origen a una progenia de aproximadamente 1 00 

partículas virales por célula infectada (Weisber ey co/ .. 1977). 

En la vía lisogénica, el DNA del fago se integra al cromosoma bacteriano 

y se replica como parte de él (Echols H., 1972). Para permitir esta 

opción, el DNA del fago inyectado dirige la síntesis de productos 

génicos que promueven la inserción del DNA del fago en el cromosoma 

de la célula huésped, y después expresa otros genes cuyos productos 

reprimen su replicación autónoma. Cuando estos procesos se llevan a 

cabo apropiadamente, el DNA del fago es insertado en el cromosoma de 

la bacteria en un sitio característico. Estudios de secuenciación han 

revelado que los sitios de la bacteria y el fago comparten una identidad 

de 15 pares de bases (pb) y que la unión y excisión del DNA toma lugar 

en esta región (Echols y Guarneros, 1983). El sitio de unión del fago es 

conocido como attP, mientras que el sitio de unión de la bacteria es 

definido como attB. A este evento se le denomina integración. 

3 



La integración requiere de la función del gene int, mientras que fa 

excisión requiere tanto de int como de xis. Ambos genes están 

contenidos en el genoma de A.. La proteína lnt es la enzima que cataliza 

fa Integración del ONA de lambda en el cromosoma del huésped. Al fago 

Integrado en el genoma se fe flama profago. Para que éste se mantenga 

en tal estado, es esencial la funcionalidad del represor Cf, codificado 

por el gen el. El represor previene la expresión de los genes de otros 

profagos y tambien sirve para mantener la fisogenia (Echols y 

Guarneros, 1983). 

Los mecanismos do control replicativo y transcripcional de A. se. 

conocen ampliamente. Sin embargo, poco se conoce acerca del control 

traduccional en el desarrollo del fago. El presente proyecto esta 

encaminado a esclarecer un aspecto relacionado con la regulación 

traduccional, el cual involucra la interacción de una secuencia del 

genoma de lambda, llamada bar, con elementos aun no totalmente 

Identificados de la maquinaria traduccional de la célula huésped, pero 

que de alguna forma están directa o indirectamente relacionados con la 

enzima peplldil-tRNA hidrofasa (Pth). 

1.2 LA INTERACCION bar-pth. 

Un enfoque para el estudio de las interacciones entre el fago y las 

funciones biológicas de fa bacteria durante el desarrollo del virus 

invasor, ha sido el aislamiento de mutantes bacterianas incapaces de 

permitir el crecimiento de fagos silvestres. La identificación de los 

sitios genéticos involucrados en la interacción huésped·parasita· ha 
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sido lograda mediante el aislamiento de mutantes complementarias 

mutuas en ambos simbiontes. 

En 1976, Hendcuson y Weil reportaron el aislamiento de una mutante de 

E. coli que impedía la propagación de A.. Esta mutante se denominó rap 

(r.estriction of .a_ttP + 12..hage) por su incapacidad de soportar el 

crecimiento de fagos con una región attP silvestre. Posteriormente. se 

definió que la mutación rap es deficiente en la actividad de la enzima 

peptidil-tRNA-hidrolasa (Pth)(Garcla-Villegas y col. 1991 ). La Pth es 

esencial para la célula y ha sido encontrada en todos los organismos 

donde se fe ha buscado excepto en Methanococcus jannaschii ( De la 

Vega, F. M. y col.1996; Bull, C. J. et al., 1996). La Pth hidroliza peptidil­

tRNAs para dar como productos péplidos y tRNAs libres (Cuzin y col. 

1967). Se ha propuesto que los sustratos especificas de Ja enzima Pth 

son los peptidil-tRNAs que se caen de los ribosomas prematuramente. 

en un evento de terminación abortiva. Esta terminación abortiva podría 

originarse por Ja incorporación de un aminoácido erróneo en fa cadena 

polipeptfdica naciente. La inactivación de la hidrolasa tiene como 

resultado una acumulación de peptidil-tRNAs en fa célula y el 

agotamiento de tRNAs disponibles para la traducción {Heurgué-Hamard, 

V. y col. 1996), lo cual bloquea la síntesis de proteínas (Atherly y 

Menninger, 1972). Se ha aislado una mutante termosensible localizada 

en el gen pth. A es excluido también en esta mutante. Con la finalidad de 

conocer qué regiones del genoma de lambda estaban involucradas en la 

interacción conrap • se aislaron mutantes de A que permitieron el 

crecimiento en fa cepa rap. La localización de las mutaciones en el 
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genoma de ;.., que se denominaron bar (por ti.lance de B.Cción de LBP). 

fueron ubicadas en tres lugares del genoma de lambda: bat1, en la región 

3' del gen que codifica para la integrasa. entre el sitio de integración 

attP y el terminador transcripcional t1: barll, hacia el extremo S' del 

gen clll-ssb: y barlll, que se encuentra muy cercano a la región de 

inmunidad del fago (Guzmán y Guarneros, 1989) (Fig 1). La 

secuenciación de las regiones barl y barll reveló una homología de 14 

(pb). La secuencia incluye repetidos invertidos de 6 pb (baria) y 5 pb 

(barll). Las tres mutaciones puntuales secuenciadas. que fueron 

llamadas bar101, bar103, y bar205, representan transiciones en una de 

estas posiciones. Estas tres mutaciones caen dentro de los invertidos 

repetidos (Guzmán y col. 1990) (Fig. 1 ). 

La transcripción de estas secuencias es esencial para la exclusión. Se 

emplearon fagos mutantes en promotores localizados río arriba de los 

sitios bar. La ausencia de expresión eliminaba la exclusión. Ello condujo 

a a clonación de las regiones bat1a y bartl en plásmidos multicopia, bajo 

el control del promotor pL, el cual es inducible por un incremento en la 

temperatura. La transcripción de las secuencias barl y barll inhibe el 

crecimiento de la cepa rap (Guzmán y col. 1990). La expresión de las 

secuencias bar mutantes no es tóxica. 

En un intento para proponer un mecanismo por el cual los plásmidos bar 

matan a la células rap se analizaron los efectos de la transcripción de 

bar sobre la replicación. transcripción y traducción en la célula. Este 

análisis reveló que la expresión de muchas proteínas de la célula 

huesped es inhibida en la cepa pth tras la inducción de los plásmidos 
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Figura 1. a) Regiones ban y banl del fago. b) Señales de traducción definidas en los 
minigenes bart y bani. 



bar (Pérez-Morga y Guameros, 1989; Garcla-Villegas, M. R. 1988) 

Hubo un Intento para definir la secuencia mínima requerida para la 

función Bar. La reconstrucción de la región bart con oligonucleótidos 

sintéticos de cadena sencilla. permitió situar a la región bar la entre 

los nucleótidos -24 y -44 en un fragmento de 21 pb (Rivera-Chavira, 

1989). 

Un análisis reciente de las secuencias bar. complementado con 

experimentos que se describirán más adelante. llevó a proponer que en 

el extremo 5" y 3' de la región batt existen señales importantes para el 

fenotipo de bar, que podrían ser alteradas mediante delaciones, 

inserciones e incluso mutaciones puntuales. 

1.3 LA SECUENCIA DEL ANA DE bar ES UN MINIGEN 

El ANA de barl interactúa con la maquinaria traduccional. 

Experimentos de fraccionamiento celular demostraron que el ANA de 

barl se asocia con ribosomas 70$. en una manera similar a como se 

asocian los mRNAs (Hernández, J. et al, 1996). El análisis de las 

secuencias de barl y bat11 reveló la presencia de señales de inicio de la 

traducción: una secuencia tipo Shine-Dalgarno, una región espaciadora y 

un marco abierto de lectura mínimo. Este está constituido por un codón 

de inicio, un codón que especifica para isoleucina. seguido de un codón 

de paro (Figs. 2a y 2b). Curiosamente, el codón de isoleuC::ina de este 

minigen (AUA) corresponde a una de las isospecies de tRNA con menor 

contenido relativo en E. co/i {lnokuchi y Yamao, 1995). El pequeño marco 
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de lectura o gen mlnimo detectado esta presente dentro del repetido 

invertido de las secuencias bar (Fig. 2a). Es probable que el ANA de bar 

fuese traducido. De hecho, se ha evaluado la capacidad de este ANA para 

formar complejos ternarios de iniciación de Ja traducción por la técnica 

de toe-printing (Hernández, J. y col., 1996). El que las señales 

traduccionales identificadas en bar tengan un papel en su función es 

apoyado por el hecho de que mutaciones en la región. aisladas en fagos 

capaces de aboler la exclusión en cepas pth, o en plásmidos que ya no 

ejercen un efecto letal en dichas células, presentan mutaciones en 

dichas señales traduccionales (Figura 2a y Tabla 1 ). (Guzmán y col. 

1990; Garcia-Villegas, 1988). Existen otras mutaciones localizadas 

fuera de la región barl que también afectan la función Bar. Estas 

mutaciones fueron aisladas en fagos deficientes en el proceso de 

retrorregulación negativa (Guarneros et al, 1982). Dichas mutaciones. 

denominadas sib. afectan la funcionalidad del terminador ti. así como la 

estabilidad del ANA de barl (Montañez et al, 1986; Velázquez, 1992). Se 

ha establecido una relación directa entre la estabilidad del ANA de barf 

y su efecto tóxico, lo que ha apoyado la idea de que es el ANA de barl per 

.se. y no su transcripción, quien posee la capacidad inhibitoria (Méndez­

Canseco. 1994). Otras mutaciones localizadas en la región bart tan1bién 

tienen efectos negativos sobre la estabilidad del ANA. Es probable que 

dichas mutaciones afecten la capacidad de interacción del RNA con la 

maquinaria traduccional. y que por lo tanto. sean más susceptibles a 

degradación. Se ha demostrado que el ANA de bar es más estable en 
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células pth que en las tipo silvestre (Pérez-Morga y Guarneros, 1 991; 

Méndez-Canseco, 1994). Esto sugiere que el efecto protector de la 

maquinaria traduccional sobre el RNA de bar se favorece en condiciones 

donde proteínas Pth defectuosas son incapaces de aliviar la interacción. 

Más adelante se discutirá sobre este hecho. 

¿Qué elementos secuenciales de barl son esenciales para el efecto 

tóxico? Se han obtenido una serie de mutaciones dirigidas que 

involucran cambios puntuales on la secuencia del minigen. asi como en 

el contexto 3º del codón de paro. Se ha propuesto que tas mutaciones bar 

U693, G692, C692 y C685 (Figura 2b y Tabla 1) astan relacionadas con 

un efecto negativo sobre la Interacción del rRNA 16S con un posible 

activador traduccional. downstream box • presente en el minigen. El 

fenotipo bar que han mostrado estas mutaciones han permitido generar 

hipótesis sobre la composición nucleotídica de la secuencia del minigen 

que correlacionan con su toxicidad (Tabla 1 ). Una de estas mutaciones 

(barA702) cambió al codón de isoleucina (AUA) por el codón AAA, que 

corresponde a lisina, y que es reconocido por un isoaceptor muy 

abundante en E. coli. Esta mutación presenta un fenotipo tóxico 

intermedio (Tabla 1 ), que puede revertirse in vivo e in vitro, con la 

suplementación del isoaceptor. La suplementación con el tRNA de 

isoleucina especificado por barl silvestre, tambien revierte la 

traduccion, pero tiene un efecto parcial in vivo (Hernández, J. et al, 

1996; Méndez-Canseco y Guarneros, 1996). 
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1.4 EL MECANISMO DE INHIBICION MEDIADO POR b•r. 

¿Es el ANA de bar traducido? Existe evidencia obtenida por 

experimentos en un sistema acoplado de transcripción·traducción (TT) 

in vitro que ha aportado información valiosa en este respecto. Se ha 

mimetizado in vitro la inhibición de la síntesis de una proteína 

reportera, B-lactamasa (Bla). Este electo es revertido por la adición de 

una preparación de Pth silvestre purificada y. en menor grado. por la 

adición de un lavado ribosomal silvestre. el cual contiene factores de 

inicio, elongación y terminación, además de tRNAs. Se ha tratado de 

evaluar la traducción del minigen de barl a partir de la incorporación de 

(35S)-metionina. Un análisis de fracciones en gradiente de sacarosa 

reveló la presencia de productos no identificados que contenían al 

radioactivo en las fracciones solubles y correspondientes a ribosomas 

705. Dichos productos, por la naturaleza del ensayo, podrían ser lormil­

metionit-isoleucil-tRNA o formil-metionil-tANA. La concentración 

relativa de dichos productos disminuye si la mezcla de reacción es 

incubada con Pth silvestre (Hernández, J. et al, 1996). 

1.5 MODELO DE INHIBICION POR LOS MINIGENES bar. 

El modelo propuesto para explicar la inhibición de la síntesis de 

proteinas por la traducción del minigen bar implica el agotamiento de 

los tRNAs especificados por bar y la intoxicación de los eventos 

traduccionales por peptidii-tRNAs generados por bar. Esto es: el RNA de 

bar es reconocido por los componentes traduccionales. que se avocarían 

a traducir el minigen. Por un mecanismo no claro aún. la terminación no 

ocurre y el dipeptidil-tRNA generado se cae del ribosoma. En una célula 
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silvestre, dicho dipaptldil es hidrolizado por la Pth, liberando al tRNA. 

En las células pth, el dipeptldil·tRNA se acumula, secuestrando en su 

molécula a tRNA qua ya no está disponible para nuevos eventos de 

traducción. El mismo dipeptidll-tRNA serla tóxico, al competir con 

tRNAs iniciadores en la formación de nuevos complejos de iniciación. 

Después de que el tRNA especificado por bar se agota, se formarían 

complejos traducclonales atascados sobre el mRNA bar, los que 

secuestrarlan al tRNA iniciador y protegerlan al ANA de la degradación 

por RNAsas. En el caso de los mRNAs celulares, los ribosomas se 

detendrían en los codones hambrientos. es decir, aquellos en que el 

isoaceptor no está disponible ya que fue titulado por el efecto de bar. En 

este caso. también los ribosomas detenidos protegertan a los mRNAs de 

la degradación (Fig. 3). El modelo os aplicable para los alelos bar 

silvestre y barA702. 

Este modelo es apoyado por las evidencias descritas anteriormente. y 

soportado por la siguiente información: i) El mRNA de pth carece de 

codones AUA, y sin embargo. su traducción es inhibida por bar 

silvestre.Esto se explicaría por intoxicación de fa traducción causada 

por la acumulación de los dipeptidil-tANAs derivados de bar ; ii) la 

expresión de bar induce un cambio en el patrón de degradación del mRNA 

de b/a in vivo. Experimentos de northern-b/ot muestran intermediarios 

de degradación estables. La suplementación de tRNAlfeAuA revierte el 

disturbio generado por bar. iii) el ANA de bar es más estable en células 

pth. La suplementación de tRNAlleAuA desestabiliza al ANA bar a niveles 

semejantes al detectado en células silvestres (Méndez-Canseco y 

Guarneros, 1996). 

15 



Modelo de 11 inhibición de la traducción por los mRNAs blr del blcttrióf1go i. 

l. Disponibilidad del tRNAile 

O> 

Caída 

1 

% 

11. Limitación del tRNAlle 

RNAdebar 

Paro de los ribosomas e 
inhibición de la traducción 

Figura 3. La inhibición de la traducción por el minigen barl de lambda. 



1.9 HIPOTESIS DE TRABAJO 

El modelo anterior nos lleva a plantear la siguiente interrogante: 

¿Las caractarlsticas secuenciales del minigen de barJ son 

Indispensables para su efecto tóxico? 

Oe alguna manera contribuyen: a) el tamatlo del minigen. b)la naturaleza 

de los codones codlficantes contenidos en el minigen. c) el tipo de 

codón de paro, e) la constitución de la secuencia Shlne-Oalgarno y la 

región espaciadora en el efecto tóxico de bar/. 

¿Es posible la existencia de otros minigenes en el genoma de lambda 

que tengan un efecto similar a barl en cepas pth-? 

17 



2.0 OBJETIVOS Gl!NERALl!S 

1. Comprobar si si afecto tóxico del ANA de bar reside en las 

caracterlsticas secuenciales qua lo definen como un minigen. 

2.· Determinar si en el genoma del bacteriófago lambda existen otros 

mlnlgenes con caracterlsticas similares a bart y barll. 

2.1 OBJETIVOS l!SPECIFICOS 

1a) Validar un sistema qua permita la expresión regulada del 

mlnlgen bal1 in vivo. 

1b) Analizar al efecto de mutaciones en la secuencia de barl, que 

modifiquen la naturaleza del minlgen bar en cuanto a su tamaño y 

contenido de codones, señalas de traducción (secuencia Shine"Dalgarno, 

región espaciadora y codones de inicio y de paro), con la finalidad de 

analizar su impacto sobre la Inhibición de la traducción en las células 

pth. 

2) Clonación da segmentos del cromosoma de "- bajo un promotor 

lnduclble, para la búsqueda in vivo de secuencias que tengan un efecto 

análogo al de los minlgenes bar en células pth. 
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3.0 MATERIALES Y METODOS 

1. Cepas y plásmidos 

Las cepas de E. co/i que serán utilizadas, su genotipo relevante y su 

procedencia se presenta en la Tabla 2. Las clonaciones se harán en a: 

vector pKOV4 (Strauch. M.A. et al, 1989), que se esquematiza en la Fig. 

5. 

2. Procedimientos generales 

La extracción de DNA plasmidico. transformación, electroforesis da 

ONA. reacciones de restrición y procedimientos de clonación serán 

realizados por- métodos convencionales (Sambrook y col.. 1989). El 

cultivo celular se realizará utilizando medio Luria broth (LB). L-agar 

suplementados con Ampicilina (SO ug/ml) 

3. Oligonucleótidos. 

Los oligonucleótidos que se sintetizarán estarán basados en la 

secuencia del RNA de bar que se presenta en la Figura 2. Se diseñarán 

aligas de cadena sencilla en dirección 5·.3·y su complementario, 3·-s·. 

los cuales se hibridarán in vitro. Cada una de las cadenas sencillas 

llevarán en sus extremos las secuencias que complementen y regeneren 

los sitios de restricción E e o R 1 y Hin d 111 (Figura 6). Los 

oligonucléotidos serán sintetizados en un sintetizador Applied 

Biosystems. El manejo de los oligonucleótidos se hará por técnicas 

convencionales (Sambrook et al. 1989) 

Una vez que los oligonucleót1dos sean hibridados, se clonarán en los 

sitios EcoR 1 y Hind 111 del polilinker del vector pKOV4 (Fig. 7). La 

terminación de la transcripción a partir de pTac ocurre en los 

terminadores del operón rrnB (Fig. 5). 
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Extracción de DNA 
plasmCdico(pKQV4) a 

gran escala. 

+ 
Doble restricción del vector pKOV4 

con las enzimas..El:Q.81 y l::::ündlll 

Defosforilación de los extremos s· 
del vector pKOV4. 

+ 
Clonación 

Carac1erizac10n de las 
construcc1ones plasmid1cas. 

Sintesfs de oligonucleótidos de 
cadena sencilla, con sitios que 
regeneren y complementen los 

sitios de restncc16n Ekafll y t::::U..a.dlll. 

+ 
H1bndac1ón de los oligos de cadena 

sencilla para formar ohgos de 
cadena doble capaces de ser 
clonados en el vector pKOV4. 

Foslorilac1ón de los extremos S' de 
los ohgos de doble cadena. 

Inducción de las construcc1ones 

""" 

Determ1nac1on del fenotipo bar. a 
partir de un ensayo de incorpor.::tció 

de [3551 met 

Figura 4. Estrategia Metodológica. 
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Nombntdela 
cepa 

DH5a 

N5960 

GG5960 

PC90 
FM95 

TABLA2 
Capas de E. co.fK12 

rae A1 mid A1 hsd R17(yoc-, yo<+) 

rel A1..lilmR (/acZYA-algF)U169 

SASOO his Hv /ac:ZxA21 (Acl857VSam 
Nam7 Nan63 H1) CysH:: Tn5 l'Dl/A+ 

N5960(pth)..r1112-a 

~lac pro 
PC90 IilQ-b 

Procedencia 

Comercial 

Comercial 

Guameros et al 1987 

Ficlel M. 

a obtenida por cotransducción de rap con Tn10 usando un lisado crecido en la cepa CGOO rap 
fad:: Tn10. 
b obtenida por transducción por P1 vir 
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...., •• dt.CWATTCCCOOGOATCCGTCGACCTClCAGCCr•acrr 1 

HlndMI 

5' lacfQ 

Figura 5. Esquema lineal del vector pKOV4. 
El vector de expresión pKOV4 es usado para la sobreexpresión de genes. Contiene 
al promotor Tac el cual, es regulado por el producto del gen /ac/ qe inducido por la 
adición de isopropoll-ll-D-tiogalactosido (IPTG) al medio. Inmediatamente rlo abajo 
del promotor esta el sitio de clonación multiple (MCS) y el tenninador ribosomal rmB. 
Loa genes que contengan un sitio de unión a ribosomas y un codón de inicio ATG 
pueden ser expresados si se insertan en los sitios Pst 1 o Hind 111. El sitio de unión a 
ribosomaa del pláamido puede ser utilizado para expresar insertos clonados entre 
los sitios EcoR 1 y Sma 1 cuando el codón de inicio del gen se encuentra entre 1 O a 
15 pares de bases del sttio de unión a ribosomas. 
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ollgoA oligo A complementario 

s·-:~.a-s_a_T_4--~-----~· :::,';;',:;a 
30 

~/~-----c-in_a_s_a_T_4_-~f--- s• 
~ temp.amb. 

EcoAI Hindlll 

S'P .. AATT~ 1 reglón complementaria bat1 A 
TTCGA .. PS" 

Figura 6. Los oligonucleótidos de doble cadena necesarios para la 
clonac¡ón, se pueden obt'ener hibridando dos oligonucleótidos de 
cadena sencilla que se han sintetizado quimicamente. Generalmente 
tales oligos son fosforilados con la cinasa T4 antes do la reacción de 
hibridación. Los ollgonucleótldos contienen scuencias específicas 
que regeneran los sitios de restricción Eco A 1 y Hind 111 en el DNA de 
doble cadena, como se indica en la figura. 
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pTac E 

5' .. .AATT~ 1 miniqen batl 

l EoaR 1 + Hind 111 1 
c:::;L~~~p;...K_a_v_4~1-in_e_a_1~~~~--'r:='1 

f~cGA .. s· 

minigen 
bat1 

Figura 7. Clonación de los oligodeoxinucleótidos sintéticos con cambios en las señales 
de traducción del minigen bat1. El plásmido vector fue digerido con las enzimas EcoR J 
y Hind 111. El fragmento mayor el cual lleva la región promotora inducible. será ligado al 
oligonucleótido sintético de cadena doble previamente fosforilado y flanqueado por las 
regiones que complementan los sitios de restricción. Se indican en negrillas los 
nucleótidos que complementan y regenaran los sitios de reconocimiento por enzimas 
de restricción. 
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4. Caracterización de las construcciones. 

Las construcciones producidas serán secuenciadas por el método de 

terminación de la cadena (Sanger et al, 1977), empleando como primer 

un aligo sobre la secuencia del vector. Un método alterno es la 

hibridación de DNA de las construcciones en un ensayo tipo dot-blot. 

con el mismo aligo empleado para· su clonación (Méndez-Canseco. 1994). 

5. Análisis del fenotipo de las construcciones. 

El efecto de las mutaciones en bar será analizado tras la inducción con 

el inductor gratuito IPTG. La primera aproximación al análisis de los 

fenotipos será sobre el crecimiento celular. En base a los resultados 

que se obtengan. se eligirán los ensayos más convenientes para obtener 

información más específica. El fenotipo puede determinarse a partir de 

los siguientes ensayos: 

a) Cinética de viabilidad, 

b) Incorporación do (35$) metionina, 

3.1 ESTRATEGIA METODOLOGICA 

Para realizar el proyecto propuesto. se diseñarán oligonucleótidos 

basados en la secuencia del minigen barl. y se clonarán bajo el control 

del promotor inducible pTac, en el vector pKOV4 (Strauch y col.1989). 

Una vez que se evalúe la capacidad de esta construcción para inhibir la 

viabilidad de células pth, se diseñarán construcciones análogas que 

introduzcan las modificaciones en barl descritas en la Tabla 3. 

Los cambios propuestos comp,lementarán el análisis de mutaciones ya 

estudiadas. Por ejemplo. la Tabla 1 muestra que existen dos mutaciones 

en la secuencia S-0 que disminuyen la eficiencia de éste. y afectan 
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Tabla 3. Mutaciones propuestas para analizar los elementos de la secuencia del minigen barl que están 
involucrados en con su efecto tóxico. Las letras en negritas .dentro de la secuencia indican los cambios 
propuestos 

SectJencia Tcaracterislicas/electo Nombre 

S'·AAG CTG AAC GAG AAA CGT AAA ATG ATA TAAºATA TCA ATA. J' 
1 WT 

5".AG GAA ACA GAA TIC ATG ATA TAA ATA .. J' Conliene IOS s~os de re11ricc;ón EcoR 1 1 f·HNNIT 
y Hmd 111. uiiu como S.D la SfCUenOa 
del vector. · 

S".AG GAA ACA GAA TTC ATA ATA TAA ATA .. 3' Contiene los ailios de restrictión EcoR 1 f·HNnOI 
y Hind 111. Utiliza como S.D la secuencia 
del ve<:lor. Contiene un eodón de inicio 
de muy baja eficiencia. 

S'·AAG CTG AAG GAG GAA CGT AAA ATG ATA TAA ATA TCA ATA .. 3' Contiene el consenso S·D. SuperbtJG719, 
0715 

S".AAG CTG TTC ere eAe CGT AAA ATG ATA TAA ATA TCA ATA..3' Se llaefrminldoolconsenso S·Dysella 1 bsr-on!S·D 
adicionado f.lfl secutncla que no funciona 
comoS-0. 

S'·AAG eTG AAe GAG AAA eGT AAA GTG ATA TAA ATA TCA ATA .. 3' Conliene un coctón dt Inicio que beG706 
luncionaconunaef1clenci1inte1med1a 
enue los codones AUG y AUA. 

S'·AAG CTG AAC GAG AAA CGT AAA ATG NNN TAA ATA TCA ATA..3' C.mbil ~ Codón que 9'pecif<I para lle 011701-703 
por algun otro ain conttnldo rico en G, 
C,o U y GUI Han reconocidos por 
isoespeciesescasosenlacéluta. 

S".AAG CTG AAC GAG AAA CGT AAA ATG (ATA), TAA ATA TCA ATA .3' Aumenta el tamano del ORF con codones ba11atendido 
ATA o AAA. 

S.AAG CTO AACGAGAAA CGT AAAATGATA TAG ATATCAATA .. 3' Sustitución del codón da lerminación -silvestre por el codón UAG que lambien 
es seftal de lenninación, pero se ha 
reportado es eficiente en el conle>lo 
apropiado. 



negativamente a la función Bar; la mutante G719 y G715 propuesta en 

la Tabla ·2 originaría una secuencia S-0 propiamente consenso, que 

estimularía la formación de complejos de iniciación, y por lo tanto 

aumentaría el efecto Bar. El efecto contrario se lograría si se 

modifican las señales S-0 y la región espaciadora por la secuencia del 

rRNA16S (5'-CACCUCCUU-3'). Si la secuencia S-0 y la región 

espaciadora debe ser reconocida por el rRNA 16S como parte de una 

señal traduccional(Steitz, J.A. 1977., Schneider, T. O. y col., 1966), una 

secuencia similar a la del rRNA 165 tendría pocas probabilidades de ser 

reconocida como tal. pues presentaría una homología que le impediría 

interaccionar (mutación anti-S-0, Tabla 3). 

Se ha propuesto que el codón AUA también puede funcionar como un 

codón de inicio. pero con una eficiencia muy baja (Buckingham. K. y col .. 

1987). La mutación barA704 (bar101; Guzmán y co/., 1989) c'.'mbia el 

codón AUG por un codón AUA. Esta mutante inactiva a la función Bar. Sin 

embargo, experimentos de fraccionamiento celular demuestran que el 

ANA con esta mutación aún tiene capacidad de unirse a los ribosomas 

705 (Ontiveros, C. y Valadez, G., en publicación). La mutación G706 

generaría el codón de inicio GUG. cuya eficiencia para promover el 

inicio de la traducción es intermedio entre el codón AUA y el codón AUG 

(Buckingham, K. et al, 1987; Hartz et al, 1991). La mutación barG703 

cambia el codón raro de isoleucina por un codón que especifica valina . 

Esta mutación abole el efecto Bar completamente (Valadez, G. en 

publicación). Esto da lugar a la pregunta ¿Es la naturaleza de las bases 

que contituyen a los codones importantes para el fenómeno tóxico? Las 
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mutaciones en el codón codlflcantes que son tóxicas, corresponden a 

baaaa qua mantienen Interacciones codón-anllcodón que podrlan ser 

d"bllea, p.a. AUA con UAU, en el codón silvestre, o AAA con UUU, en la 

mutación barA702. Ea raro que la mutación barG703, que genera al 

codón GUA, no aaa tóxica. Esto sugerirla que la calda del dipeplidil­

tRNA propuesta en el modelo descrito arriba, podrla estar acentuada en 

Interaccionas codón-anllcodón ricas en A. Si en el codón GUA la 

Interacción ea ml6a fuerte, se reducirla la calda del dipeptidil-tRNA y 

probablemente la terminación ocurriría de forma normal. Para evaluar 

esta poaibllldad, se propone generar mutaciones que den lugar a codones 

ricos en G o C, o rico• en U, p. ej. UUU (Phe) y UUC (Phe) (ver Tabla 2). 

Se ha propuesto en el modelo de inhibición mediado por bar, que uno de 

los factoras Importantes a este respecto es la titulación del isoaceptor 

tRNAll•AuA. Es necesario entonces medir la toxicidad relativa de bar 

cuando ae aumente el mlni-ORF con más de un codón del tipos AUA y 

AAA (ver el mlnlgen extendido en la Tabla 3). Se propone también 

generar mutaciones que especifiquen para isoleucina. pero en codones 

abundantes. Por último.se propone una mutación que cambie al codón de 

paro natural del mlnigen por el codón UAG que tambien funciona como 

sef\al da paro paro con una eficiencia diferente, dependiente del 

contexto (BjOrnaaon, A. y Mottagul, s. 1996; Major, L. y Poole, E. 1996). 
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GLOSARIO 

A : Base purica adenina. 

AUA : Codón que especifica para isoleucina. 

AAA : Codón que especifica para lisina. 

attB Sitio de unión de la bacteria 

attP : Sitio de unión del fago. 

ESTA 
SALIR 

TESIS 
DE LA 

HO OEIE 
Bltlt16HCA 

Bla : Proteina Bla; confiere resistencia al antibiotico ampicilina. 

barl : Blanco de acción de rap I; sitio en el genoma de lambda que 

contrarrestra la mutación rap. 

barll : Blanco de acción de rap 11; sitio en el genoma de lambda que 

contrarrestra la mutación rap. 

CI : Protefna represora que manteniene la lisogenia del bacteriófago 

lambda. 

el ; Gen que codifica para la proteína represora CI. 

DNA : Acido deoxiribonucleico. 

E. coli : Escherichia coli. 

EcoRI : Enzima de restricción ECoRJ. 

Hindlll : Enzima de restricción Hindlll. 

int : Gen de la integrasa del bacteriófago lambda. 

IPTG : fsopropil-P-D-tiogalactosido. 

L-agar : Medio do cultivo luria-agar. 

LB : Medio de cultivo Luria-Broth. 

Lit : Proteína Lit. proteasa especifica para el factor de elongación -Tu 

(EF-Tu). Involucrada en el mecanismo de exclusión tras la infección con 

el fago T4. 

mRNA : ANA mensajero. 
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pb : Pares de bases. 

pL : Promotor de Llambda. 

pKQY4 : Vector de sobre-expresión de proteínas (ver figura 5). 

Prr : El elemento prr contiene al gen prrC, que codifica para una 

rlbonucleasa especifica para el tRNA de lisina del huesped. Involucrada 

en el mecanismo de exclusión tras la infección con el fago T4. 

pT•c : Promotor del gen Tac. 

Pth : Peptidil tANA hidrolasa: proteína que hidroliza peptldil-tANAs 

para dar peptidos y tANAs libres. 

rap : Mutante de E. coli que no permite la propagación del bacteriófago 

lambda co un sitio attP silvestre. 

ANA : Acido ribonucleico. 

rRNA : ANA ribosomal. 

rrnB : Terminador del operón ribosomal. 

S-D : Secuencia Shine and Oatgarno; señal de inicio de la traducción. 

•lb : Mutación en el extremo 3• del gen de la integrasa del bacteriófago 

lambda que afecta la estabilidad del mRNA de bar. 

ti : Terminador de la transcripción del gen int. 

tRNA : ANA de transferencia. 

xls : Gen de excisión del bacteriófago lambda. 
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