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RESUMEN 

SOSA MACIAS MARTHA GUADALUPE; "Regulación transcripcional y traduccional 
del locus bfpTVW de Escherichia coli entero patógena (EPEC)". Tutor: Dr. José Luis 
Puente García. 

Escherichia coli enteropatógena (EPEC) es reconocida como una de las clases de E. 

coli que causan diarrea en humanos, la cual afecta principalmente a niños menores de seis 

meses de edad. En su primeta etapa de colonización, EPEC se adhiere a las células 

epiteliales produciendo el fenotipo conocido como adherencia localizada, el cual está 

mediado por los filamentos llamados BFP ("Bundle-forming pilus"). La subunidad 

formadora de estas estructuras es la proteína BfpA, cuya expresión varia en respuesta al 

medio de crecimiento, la temperatura y la concentración de amonio y requiere de BfpT, un 

miembro de la famili¡¡ de reguladores transcripcionales AraC, cuyo gen está localizado 18 

kb corriente abajo del gen bfpA, en el plásmido EAF ("EPEC Adherence factor"). bfpT, 

junto con los genes bfpVy bfpW, forman ellocus bfpTVW (llamado también perABC). 

Recientemente, en el la1;>oratorio, se vio que el gen b.fP V tiene un efecto modulador 

negativo sobre la expresión de b.fPA y de b.fPT; asimismo, otros grupos han sugerido que el 

producto de b.fPWactiva la expresión de los genes eae y esp, que son necesarios en etapas 

posteriores de colonización. 

De esta manera, con el propósito de entender mejor los mecanismos involucrados 

en la regulación de factores de virulencia de EPEC, C?n este trabajo. nos enfocamos a 

caracterizar en más detalle el Iocus bfp TVW. Para esto, analizamos construcciones 

conteniendo diferentes segmentos del locus fusionados al gen reportero cat, las cuales 

revelaron que sus genes forman un operón, ya que su expresión depende del promotor de 

b.fPT. A este respecto, mediante un experimento de RT-PCR, determinamos que los genes 

dellocus se transcriben en un RNA mensajero policistrónico, corroborando el resultado 

anterior. Asimismo, no se detectó ninguna señal de inicio de transcripción alrededor de las 

regiones intergénicas de este locus, sólo una señal identificada previamente en el promotor 

de bfp T. Por otro lado, utilizando diferentes sistemas de expresión; no se detectó la 

presencia de BfpT ni de BfpV; aun bajo el promotor T7 y marcando las proteínas 

radioactivamente, sólo se detectó la expresión de BfpW. Debido a lo anterior y al interés 

por saber si bfpT y b.fP V son genes que se traducen, analizamos la expresión del locus 

bfp TVW a niveltraduccional, mediante fusiones de cada uno de estos genes al gen 



reportero lacZ, lo cual ayudó a definir que tanto bfPT como bfPV codifican para una 

proteína. 

De esta manera, es interesante notar que a pesar de estar coordinadamente 

reguladas en un operón, las dos primeras proteínas BfpT y BfpV están presentes en muy 

bajas cantidades en la célula, mientras que la tercera proteína, BfpW, está presente en 

mayor cantidad . 

.. _---------_._--_._-_._-----~---------------- . " .. _----_. 



IN TRODU CCION 

Escherichia coli ent6"opatógena (EPEC) pertenece al grupo de cepas de E. coli que 

causan diarrea en humanos, las cuaJes se han clasificado en las siguientes categorias: E. coli 

ent6"otoxigénica (ETEC), E. coli ent6"ohemorrágica (EHEC), E. coli ent6"oagregativa 

(EAggEC), E. coli ent6"oinvasiva (EIEC) y EPEC (N amo y Kap6", 1998). EPEC se 

distingue por su habilidad para causar una histopatología carxteristica, conocida como lesión 

AlE ("attaching and effxing", pegado y destrucción), sobre la célula huésped y por su 

incapacidad de producir ent6"otoxinas o citotoxinas (Levine et al., 1978; Donnenberg et al., 

1997). 

EPEC fue la primera clase de E. coli reconocida como causa de diarrea infantil, la cual 

puede ser seV6"a, no tratable por rehilratación, prolongada y letal. Actualmente es una causa . 

muy común de diarrea en niños menores de seis meses de edad, sien::Jo una de las bacterias 

ent6"opatógenas que más se aislan en este grupo de edad y presentando una alta mortalidad 

en países en vías de desarrollo (Albert et al., 1995; Gomes et al., l 991). 

Las int6"acciones entre EPEC y la célula huésped, que dan como resultado la lesión 

AlE, pueden ser divilidas en tres· estados: adh6"encia inidal, transducción de señales y 

adh6"encia intima (Fig 1 )(Donnenb6"g y Kap6", 1992). 

Adherencia inicial 

EPEC puede iniciar la colonización al adh6"irse al intestino delgado proximal, donde 

produce densas micro colonias en la sup6"ficie de las células epiteliales, fenotipo conocido 

como adh6"encia localizada (AL)(Cravioto et al., 1979; Knutton et al., 1987; Vuopio-Varkila 

y Schoolnik, 1991). Este paIlÓn de adh6"encia es considerado una propiedad común de las 

cepas clásicas de EPEC, la cual es obs6"Vada también in vil70 al incubar esta bacteria con 

células epiteliales en cultivo (Cravito et al., 1979; Rothbaum et al., 1983; N ataro et al., 1987). 

El fenotipo de AL se asoda a la presencia de un plásmido de aproximadamente 80 kb, llamado 

EAF ("fPEC Adherence Eactor"). Cepas de EPEC curadas de este plásmido no gen6"an AL, 

ni causan diarrea en humanos (Levine y Edebnan, 1984; Nataro et al., 1985). 

El plásmido EAF contiene el operón bfp. cuyos genes codifican para las proteinas 

encargadas de producir la fimbria conocida como BFP ("Bundle-forming pilus"). Esta fimbria 

consiste de filamentos delgados y largos que se agrupan fonnando ranliIletes y se entrelazan 

dando lugar a una estructura seml'jante a una red que mantiene unidas a las bacterias, 

permitiendo así la formación de las microcolonias vis1as en la AL. Lasubunidad formadora de 

estas estructuras es una proteina llamada BfpA de 193 aminoácidos, cuyo gen bfpA enooeza 
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Fig_ 1 Modelo de la interacción de EPEC con la célula huésped y formación 

de la les ión AlE. (a) La adh¡renciainicial de EPEC a las células epiteliales es mediada por 

los BFP ("Bundle-fonning pilus") sintetizados por el operón ~rp, cuya expresión es 

deptndiente dellocus ~rpTVW, ambos grupos de genes estan localizados en el- plásmido 

_ EAF. (b) La transducción de señales está a cargo de las proteinas secretadas por EPEC, -

[EspA (circulos) y EspB (cualros)], codificadas en la región LEE del CfOlIDsoma de la 

bacteria, las cuales incluyen aumtnto de Ca'+ e inositol fosmto intracelular, la fosfurilación de 

algunas proteinas del huésped, entre otras señales, así como la inducción de' rearreglos de 

actina y otras proteínas del citoesqueldo y la destrución de los llÚcrovellosidades intestinales. 

(e) La adh¡rencia íntima es mediada por la intinúna, el producto del gen eae, cuyo receptor 

en la célula huésped es Tir, proteína de origen bacteriano que es translocada a la membrana -

ext=a de la célula huésped donde es fosfurilada Debl!io de esta unión; ocurre la acumulación 

de filamentos de actina los cuales forman una estructura semt:iante a una copa o pedestal. A 

toda esta serie de cambios que la bacteria produce sobre la célula huésped se le conoce como 

fenotipo AlE (Donnenberg et al., 1997; Kap¡r, 1998; N ataro y Kap¡r, 1998). 
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el openín bfp(Fig. 2A)(Girón et al., 1991; Sohel et al., 1993; 1996; Stone el al., 1996). 

La secuencia de BfpA presenta características tipicas de las proteinas que forrmn la 

familia de los pilis tipo IV (Sohel et al., 1993). Muchos de los miembros de esta familia son 

proteínas que, en diferentes bacterias patógenas, tienen un papel importante en la adherencia 

de la bacteria para la colonización de los tejidos. Los pilis tipo IV se han encontrado en 

diferentes bacterias Gram-negativas que causan enfermedades en humanos o animales, como 

VibJio cho1erae, N eisseria spp., Pseudomonas aeruginosa, Moraxella bovis y Dichelobacter 

nodasus, entre otras (Strom y Lory, 1993). 

Recientemente se han identificado13 genes localizados corriente abajo de bfpA, los 

cuales están involucrados en la biogénesis del BFP (Fig. 2A)(Sohel el al., 1996; Stone et al., 

1996). La mayoría de las proteinas deducidas de estos genes tienen homología con proteinas 

involucradas en la biogénesis de pilis' tipo IV en otras bacterias. El gen bfpB, localizado 

enseguida de bfpA, codifica para una lipoproteina de membrana externa que podria estar 

involucrada en el anclaje de los pilis en la superficie de la bacteria (Rarner et al., 1996); otro 

gen de este grupo, llamado bfpP, codifica para una peptidasa encargada del procesamiento de 

BfpA (Zhang et al., 1994). Además, para mantener a BfpA en una confurmación estable, se 

requiere de la enzima periplásrnica DsbA (Zhang and Donnenberg, 1996). 

Trans ducción de señales 

En la segunda etapa, proteínas que la bacteria secreta, codificadas por los genes espA, 

espB y espD (".E.PEC ~ecreted or signalling Ilrotein"), están involucradas en activar rutas de 

transducción de señales en la célula huésped (Foubister et al., I 994b; Kenny et al., 1996;Lai 

et al., 1997). Estos eventos se ven reflejados en el aummto en la concentración intracelular de 

calcio y de inositol 1, 4,5-trifosfato (lP 3) (Baldwin et al., 1991); la activación de fosfulipasa C-

y (Kenny and Finlay, 1997), proteina cinasa C (Crane and Oh, 1997) Y NF-kB (Sa\kovic et 

al., 1997); así como en la inducción de rearreglos del citoesqueleto y la destrucción de las 

rnicrovellosidades intestinales (Manjarrez et al., 1992; Rosmshine el al., 1992; Foubister et 

al., 1994a). Estudios recientes revelaron que EspA es un componente principal de un organelo 

filamentoso que contribuye a la adhesión de la bacteria y que es necesario para la translocación 

de EspB al citoplasma de la célula huésped (Knutton et al., 1998; Taybr el al., 1998; Wolff et 

al., 1998). La secreción de estas proteínas depmde de un sistema de secreción tipo I1I, 

codificado por los genes ese y sep (".E.PEC ~egetion" y ",S,ecretion of E,. eoli Ilroteins") 

(Jll1Vis el al., 1995; Elliot el al., 1998). 
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Fig. 2 Representación esquemática de los genes involucrados en la virulencia 

de EPEC. (a) El opeJÓn bfp, localizado en el plásrnido EAF, contiene e! gen bfpA que 

codifica para la subunidad estructural de los BFP, corriente abajo de este se encuentran los 

genes necesarios para la biogénesis de los pili BFP (Sohe! et al., 1996). (b) Regim LEE 

localizada en e! crOllDsoma de EPEC, que contiene los genes: eaeA (intimina), tir 

("Iranslocated intimin receptor"), espA, espB y espD("E.. eoli j¡ecrcted nrotein"), y los genes 

ese ("E.. eoli j¡egeoon") que son homólogos a los componentes del sistema de secreción tipo 

III de otras bacterias Granrnegativas (Elliot et al., 1998) (c) Locus bfpTVW llamado también 

perABC, localizado en el plásrnido EAF, a 6. 7 kb corriente abajo del opeJÓn bfp (Tobe et al., 

1996). 

5 
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Adherencia Intima 

El gen eae ("E. coli j!ttadring and ~ffacing") codifica para uña adhesina bacteriana 

11aJmda intimina, que interacciona con Tir, una proteína de origen bacteriano que es 

. translocada a la célula huésped donde se fosfurila, funcionando de esta fonm como receptor 

de la intimina (Rosenshine et al., 1996; Kenny et al., 1997). Deb~o de la bacteria adherida, 

Tir promueve la acumulación de fil¡mentos de actina y de otras proteínas del huésped, 

conduciendo la fonmción de proyecciones sem€jantes a copas o pedestales. Recientemente, 

se ha mostrado que la translocación de Tir requiere de las proteínas Esp y del sis1ema de 

secreción tipo III (Kenny et al., 1997). 

Los genes involucrados en la fonmción de la lesión A,E (ese, sep, esp, eae, y (ir), 

están codificados en una región del crollDsoma de la bac1eria de 35 kb, llamada LEE ("1ocus 

for ~terocyte ~ffacernent''), que constituye una isla de patogenicidad de EPEC (Fig. 2B) 

(Elliot et al., 1998). 

Regulación de hipA 

Estudios sobre la regulación de hipA, han req:l.ado que éste se expresa 

exclusivamente durante la fase exponencial de crecimiento, en mediJ de cultivo de células 

DME(Dulbecco's modified Eagle's medium), a una temperatura de incubación de 37°C.. La 

actividad de hipA se reprime fuertemente a bajas (21°C) y altas temperaturas (41°C), así como 

en presencia de amonio o durante el crecimiento en medio rico (Puente et al., 1996).· 

La activación de hipA es dependiente del activador transcripci.Jnal BfpT, el cual es 

suficiente para activar la expresión de hipA en cepas de E. eoli que no poseen el plásmido 

EAF (Tobe et al., 1996; Sánmez-SanMartin et al., datos no publicadosl. Estudios recientes 

sugieren que BfpT se une directamente a la región reguladora de ~rpA, sin embargo, la 

secuencia espe::ífica que reconoce BfpT no ha sido aún Nen definida (Tobe et al., 1996; 

Bus1amanteet al., 1998; Mar1ínez-Lagun~et al., en prensal999l, BfpT es unapro1eina de 274 

aminoácidos (31.7 kDa) que pertenece a la familia de activadores transcripcionales 

AraOXyIS, la cual incluye proteínas que regulan funciones rela:ionadas con patogénesis y 

con el meUbolismo de fuentes de carbono" entre otras funoones (Gallegos et al., 1997). La 

región más altamente conservada de esta familia está constituida por un tremo de 99 

aminoácidos, localizada en su extremo carboxilo terminal,· el cual constituye el dominio de 

unión a DNA. En su región amino teoninal no presentan hcmología entre ellas, y ésta les 

sirve para dete::tar señales químicas, como sucede con AraC, prO'ieina reguladora de los 
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_ .. operones de arabinosa en E. col~ la cual oontiene un dominio que deta:ta arabinosa y otro 

provee espa:ífica unión a DNA y activa la trarncripciln (Bustos y Scllif, 1993; Menon y 

Lee, 1990). Asimismo, existe otro gru¡x> de proteínas de esta familia que contienen sólo la 

regiín carbo~i1o terminal, como la pro1eÍIla SoxS,' cuyo gen, que fonm par1e del regulón 

.. soxRS,.es activado porSoxRen resplesta a estrés oxidativo, de·esta fonm se sobreproduce-· 

SoxS y activa la transcripción de promotores afines (Amooile-Cuevas y Demple, 1991). 

Varias proteínas que pertenecen a esta familia, se han involucrado como reguladores positivos 

de la expresión de difa-entes pilis en E. coli y V. cholerae. CfaD y Rns son proteinas 

oodificadas en un plásmido, las cuales regulan la expresión de los pilis CF Al I Y CF Al 11, 

respectivamente, de ETEC (Savel Koulet al., 1990; Caron et al., 1989); ToxTes una proteina 

codificada en el cromosoma que regula la expresión del pili tipo IV de Viblio cholerae 

(Ogierman y Manning, 1992). Entre lo miembros de esta familia, BfpT exhibe mayor 

homología con VirF de Shigella j1exneri, CfaD de E. coli uropatogénica, Rns y FapR de 

EmC y AggR de EAggEC (Tobe et al., 1996). Una carocterística que tienen en común los 

genes que codifican para estas proteinas es su bajo conlenido de G+C (27.6%-31. 7%), 

comparado con la cantidad de G+C del genoma de E. coli y Shigella, que es de alrtrledor de 

50% (Krieg and Hol~ 1984). Por lo antmor, se ha propuesto que estos genes reguladores se 

pudieron haba- originado de la misma fuente ancestral con bajo contenido de G+C (Tobe et 

al., 1996). 

bfpTforrm par1e dellocus bfpTVW (previamente identificado como locus per) el cual 

estáademás constituido por los genes bfpV(perB) y bfpW(pelC) (Fig. 2C). Recientemente 

se determinó su inicio de transcripciln, y al analizar su sec\rl1cia, se obsa-vó que contiene un 

promotor convencional dependiente de sigma 70 y un supuesto sitio de unión a ribosomas 

(Martínez-Lagunaet al., en prensa 1999) (fig. 3). La expresión de bfpTsigue el miSIID patrón 

de regulación que bfpA, en resplesta al medio de crerimiento, concentración de amonio y 

temperatura; pero a difa-encia de bfpA, este gen se expresa dunnte toda la curva de 

crecimiento, autorregulando su expresión (Martinez-Laguna et al., en prensa 1999). Las 

proteínas deducidas de bfp Vy bfp W son de 130 y 90 aminoácidos, con un peso molecular de 

14.5 y 10.5 kDa, respectiva:!reIlte. A la fecha, no se ha encontrado algún dominio particular 

en BfpVy BfpW que compartan con otra familia de proteínas . 

Los genc::s.de."este locus se encuentran en la misma orientación y están separados· por 

menos de 50 pares de bases (pb) (49pb separan a bfpT de bfpV y 47 separan a bfpV de 

bfpW), lo cual ha sugerido que estos genes se encuentran formando un operón (Tobe et al., 

1996). Asimismo, el análisis de la secuencia del locus revdó que corriente abaj:> de bfp W 

existe una región con el potencial de gena-ar una estructura secundaria, la cual podria 
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Fig. 3 Secuencia nucleotídica de la región promotora de bfpT. La G con una 

flema horizontal (bfpTrnRNA) indica el sitiJ de inicio de la transcripción, Las secuencias -

10 Y -35 del prol1l)tor propuesto para bfpTse encuentran subrayadas, y el sitiJ de unión a 

ribosomas está señalado en una caja Secuencias repáidas inve-tidas están indicadas por 

flemas horizontales abajo de la secuencia, La flema horizontal (USTI66) indica la región 

prol1l)tora mínima necesaria para la expresión de bfp T usada para la construcción del 

plásmido pUSTI66, el cual se utilizó como control positivo en el ensayo de actividad de CAT 

(Fig. 5). La barra mostrada abajo de la secuencia indica la región que presenta homología 

con la región prOIrotora de bfpA, 
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Estructura secundaria 

Fig. 4 Mapa del locus bfpTVW localizado en el plásmido EAF. Las flemas 

horizontales enema de cada caja indican la dirocción de la transcripción de bfp r, bfp V Y 

bfp W, y dentro de ést:f; se muestra la longitud de la región estructural de cada gen, entre las 

líneas pun1eadas se muestra la longitud de las regiones intergénicas. Corriente abajo de bfp W 

se señala una secuencia con el potencial de fonnar una estructura secundaria que puede 

funcionar como terminador de la transcripción. Además se muestra la región prormtora y el 

sitiJ de inicio de transcripción de bfpT. 

'. 
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Antecedentes 

En estudios realizados en nuestro laboratorio, se observó que la presencia de bfp V 

parece tener un efecto modulador negativo sobre la expresión de bfpT y bfpA (Sánchez­

SanMartín et al., datos no publicados; Bustamante, et al.,1998 ). Asimismo, el gen bfpW 

también conocido como perC, ha sido involucrado en la expresión de los genes eae, espB y 

otros que codifican para proteínas que se secretan; además de estar involucrado en regular 

la expresión de genes que codifican para proteínas de membrana externa de 50 y 33kDa 

(Gómez-Duarte and Kaper, 1995; Kenny and Finlay, 1995). También se ha reportado que 

el locus bfpTVW (per) puede reprimir la expresión de la intimina durante la fase 

estacionaria de crecimiento, mientras que activa su expresión durante el crecimiento 

exponencial (Knutton et al., 1997). 

De esta manera, el locus bfpTVW podria tener. un papel muy importante en 

coordinar la expresión de factores de virulencia de EPEC, en respuesta a diferentes 

condiciones ambientales, lo cua\1e permitiría colonizar el sitio adecuado en el intestino del 

huésped. Sin embargo, hasta el momento, no se sabe con certeza si el locus bfpTVW 

forma un operón y si los genes bfP V Y bfp W codifican para un producto. Por tal motivo, 

resulta de gran relevancia para nosotros caracterizar en detalle este lo cus, lo que ayudará a 

entender mejor .el mecanismo molecular por el cual se regula la expresión de genes de 

virulencia en EPEC. 

En el presente trabajo, se determinó que los genes del locus bfpTVTV forman un 

operón; además, se realizó un análisis de la expresión de este locus a nivel traduccional, 

con el propósito de definir si bfpT, bfpVy bfpW se traducen. 

12 
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OBJETIVO GENERAL 

- .... -

..,. 
, ....... . ," . 

. Estudiar el mecanismo molecular que regula la expresión' de factores de virulencia 

en EPEC. 

OBJETIVO PARTICULAR 

Estudiar la organización transcripcional y traduccional dellocus bfp TVW. 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

l.-Determinar si bfpT, bfpVy bfpWforman un operón. ! 

2.-Determinar si los genes bfpT, bfpVy bfpW se traducen. 
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Cepa/Plásmido· 
~ 

B171-8 

DHSa 

MC4100 

BL21 (DE3) 

P678-S4 

Plásmidos 

pEAF 

pWKSI30 

pBTA-BID 

pBTA-BHl-TVW 

pBTA-BID-VW 

pBTA-BHI-TW 

pBTA-BHI-TV 

pBTA-BHl-T 

Descripción . . . Referencia.· .'" ", 

EPEC OIIl:NM:con el plásmido EAF Puente et al 1996, 

F'/endAI hsdRI7 (r,m+) supE44 thi-I tecA1 gj1'A Raleigh y Brent, 1989, 
(Nal')relAIti(lacIZYA-argF) U169 deoR (<1>80 
dlac ti (lacZ) MIS), 

F araD 139 ti (arg F -1 ac) UI69 rpsLISO (Str') Silhavy et al., 1984, 
telA IflbB 5301 deoC l ptsF2StbsR, 

F' ompT (Ion) hsdS. (rime; una cepa de E. coli Srudier et al., 1990, 
B ) con DE3, un profago 'J.., que llava el gen re 
la RNA polimerasa T7,. 

F', t[¡r, leu, supE, lacY, tonA, gal, mal, x)'l, ara, Dougan y Kehoe, l 984, 
mIl, mino 

Plásmido de 80 kb que contienen las cepas re Knutton et al., 1987, 
EPEC, 

Vector de clonación de bajo número de copias Wang y Kushner, 1991. 
(Km'); contiene el origen de replicación re 
pSCIOI. 

Derivado de pWKSI30 que lleva un fragmento re Tobe et al., 1996, 
BamID de 3.9 kb obtenido del pEAF; el cual 
contiene el locus bJp TVW y las fases de lectura 
abierta 3 y 4, 

Derivado de pBTA-BHI que contiene el locus ' Sánchez-SanMartin et 
bfpTVW. al., datos no publicados, 

Derivado del pBTA-BID-TVW que lleva una Sánchez-SanMartin et 
remoción en fase de bfPT, al., datos no publicados. 

,Derivado del pBTA-BID-TVW que lleva una 
remoción en fase de bfP V, 

Sánchez-SanMartin et ... ; .".; ,,""., 
al., datos no publicados 

Derivado del pBTA-BID-TVW que lleva una Sánchez-SanMartin et 
remoción en fase de bfPW, al., datos no publicados, 

Derivado del pBTA-BHI-TVW que lleva una Sánchez-SanMartín et 
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. pBTA-T7-TVW 

pBTA-T7-VW 

pBTA-T7-1W 

pBTA-T7-TV 

pBTA-T7-T 

pRS414 

pbfjJT-I 

pbfjJl>T-VI 

pbfjJl>Tl>V-WI 

pKK232-8 

pUST166 

pbfjJl> T V -cat 

pbfjJl>T VW-cat 

pbfjJl>Tl>V W-cat 

remoción en fase de bfp Vy bfp W. ~ aÍ.~datos n~ public~os. 
-" •• -;l. . - "',;,;,',,, 

Derivado del pBTA-BID-VW que Ueva 
remoción en fase de bfPTy bfpV. 

una Este trabajo. 

Derivado del pBTA-BID-TVW que contiene el 
locus bfPTVWa favor del promotor n. 

Derivado del pBTA-BID-VW que contiene a bfp V 
Y bfpW a favor del promotor T7. 

Derivado del pBTA-BHI-1W que contiene a ~fpTy 
bfp W a favor del promotor T7. 

Derivado del pBTA-BHI-TV que contiene a bfpT y 
bfP V a favor del promotor T7 

Derivado del pBTA-BID-T que contiene a bfpT a 
favor del promotor T7. 

Vector que se utilizó para hacer fusiones 
traduccionales de la región reguladora de bfpT Y 
diferentes longitudes del locus bfp TVW al gen 
reportero lacZ. 

Derivado del pRS414 que contiene una fusión re 
bfPTa lacZ, incluye 99 codones de bfPT. 

Derivado del pRS414 que contiene una fusión re 
bfPV a lacZ, incluye 125 codones de bfPV. . 

Derivado del pRS414, que contiene una fusión re 
bfP W a lacZ, incluye 76 codones de bfp W. 

Vector derivado del pBR322 que se utilizó para 
hacer fusiones transcripcionales de diferentes 
longitudes de la región del locus bfp TVW al gen 
reportero cato 

Este trabajo. 

Este trabajo. 

Este trabajo. 

Este trabajo. 

Este trabajo 

Simons et al., 1987. 

Este trabajo. 

Este trabajo. 

Este trabajo. 

Brosius, 1984. 

Derivado del pK.K232-8 que contiene una fusión de Martínez-Laguna et al., 
bfPT a cat , incluye la región reguladera de bfpT en prensa 
y sus primeros 14 codones. 

Derivado del pKK232-8 que contiene una fusión de Este trabajo. 
bfp V a cal, incluye la región reguladora y la 
remoción en fase de bfpTy 21 codones de bfPV. 

Derivado del pKK232-8 que contiene una fusión Este trabajo. 
de bfP W a cat, incluye la región reguladora y la 
remoción en fase de bfp T, bfp V Y 12 codones re 
bfpW. 
Derivado del pK.K232-8 que contiene una fusión de Este tr:ibajo. 
bfPWa cal, incluye la.región reguladora de bfpT 
y la remoción en fase de bfPT y bfp V Y 12 

15 

'. : : ...•..•. '. ' ...•....•.•.... ," •. : ..••.... ' .••.....•..•..•• ::-..••....... ;' ." .; •.... ~ ~ :. ~:;;:~¡.:-~ ... : 



~~' ;. ::-•. :, . 

. pbfiN -cat 

pbfpVW-cat 

pbfpW-cat 

pMPM-K3 

pCS-TVW 

pCS-T 

pMCI871 

pR0266 

Medios de cultivo 

*LB (Luria-Ber1ani) 

Porlitro de agua: 

Bacto-triptona 

:-.--. -

rodones de bfp W_ 

. Derivado de pKK232-8 que contiene una fusión Este trabajo . 
de bfpVa cal, incluye la región intergénica entre 
bfp T Y bfp V, con 21 codones de bfp V. 

Derivado de pKK232-8 que contiene una fusión de Este trabajo. 
bfp W a cat, incluye la region intergénica entre re 
bfpT y bfpV, y entre bfpVy bfpW. 

Derivado de pKK232-8 que contiene una fusión re Este trabajo 
bfp W a cal, incluye la región intergénica entre 
bfpVy bfpWy 12 codones de bfpW. 

Vector de clonación (Km') que contiene el origen Mayer, 1995. 
de replicación del plásmido p 15 A. 

Derivado de pMPM-K3 que contiene el locus Sánchez-SanMartín et 
bfpTVW. al., datos no publicados. 

Derivado de pCS-TVW que lleva una remoción en Sánchez-SanMartin et 
fase de bfp V Y bfp W. al., datos no publicados. 

Vector que se utiliza para hacer fusiones Miller et al., 197:? 
traduccionales a lacZ. 

Derivado del pMCI871 que contiene una fusión Oropeza et a\., 1999. 
traduccional de ampS 1 al gen reportero lacZ. 

Extracto de bacto-levadura 

NaCI 

IOg 
5g 

IOg 
Ajustar pH a 7. S con N aOH 

*Dulbecco' s Modified EagJe Medium (DMEM) 

Medio para el cultivo de células eucariontes, para su preparación se siguieron las 

recomendaciones del proveedor (Gilm BRL), se añadió sulfuto de pimoxal a una 

concentraci5n de 4mgAt y 1 % de LB. 

16 
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. ... Por lilni de agua: 

N~HPO. 

KH2PO. 

NaCI 

NH.CI 

Ajustar pH a 7.4, filtrar y esttrilizirr. 

*Mefuionine assay medium (MAM) 

6g 

3g 

0.5 g 

1 g 

; 

Para su preparación se siguieron las recomendaciones del proveedor (DIFCO). 

Soluciones y amortiguadores 

*Bromuro de etidio 0.5rng/rn1 

Bromuro de etidio 50 mg 

Agua 100rnl 

Diluirlo 1: I 000 para tinción de DN A en ge1tS de agarosa o poliacrilarnida 

*Solución amortiguadora (SA) de lava:lo 

Tris-HCI pH 7.8 50rnM 

DTT30rnM 

*SA Z5X 

K 2HPO. 

KH2PO. 

NaCI 

MgSO. 

Aforar a 500ml con agua y ajustar el pH a 7.0 

*SA para incubación con DNAsaI 2X 

Tris pH 7.9 8mM 

MgSO.40rnM 

CaCI4rnM 

KCI 40rnM 

EDTA 2rnM 

·Cobrantede conida paraDNA IOX 

Fico11400 20% 

17 

40.21 g 

13.8 g 

1.9 g 

0.61 g. 
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. ,:".,:,.(~ Na,EDTAO.IM, pH 8 
. . :')" ::'.' SOS (Dodecil sulfuto d~ sodb) 1. 0% 

,. Azul de brOlmfenol O. 25"10 

Xilmo cyaml 0.25% 

*M~2[;l!i !le corrida para electrofores is de proteínas 

Glirerol20% 

2-MercaptottanoII0% 

SOS 4.6% 

Tris-HCI pH 6.8, O.I25M 

Azul de brOlmfenol 0.1 % 

*Me2Cla de dNTPs 

a l. 2SmM de cada nuc1eótido en agua 

*Me2Cla lítica 

NaOHO.2N 

SOS 2.0% 

*Me2Cla de reacción del ensayo de actividad de CAT (EAC) 

Agua 

ONTB lO¡.tM 

Acetil Co-enzima A 5mM 

Cloranfenicol 5mM 

*PBS lOX 

NaCI 

Na2HPO. 

KH2PO. 

KCl 

Aforar a lit con agua y ajustar el pH a 7.4 

. ; ,,;,-:j:T"~·-~~~:.J-i¡~~~.~ ~~':.:~:,:~\~~~ :~'. , .- ~ .. ' 

. ~ ;'<M:.- :~.r..;t¡".~~i,.Ú:i"' .. ,:"._,; ... ~: r' "',~. _~. ":,-,,:~v:>, .: .• 

':~'~:'.~\: . , 
. '::';_ ';~1~"('/i,,~;: ,-~ -' . 

22m1 

.2.5ml 

500 ¡¡.I 

500 ¡¡.I 

80.0 g 

6.1 g 

2.0 g 

2.0 g 

, ~:< 
",T' __ .;. ___ ,, __ . ,~_ • 

.- .:.,< . ,:' ",' "t: e,,· • 

*Preparación de geles de poliacrilamida all2.5%-SDS parae1ectroforesis. 

Capa inferior 

Agua destilada ' 

Acrilamida, Bis 30%/0.8% 

18 

10,5 mi 

12ml 
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, ,., ;,' TEMED ''N, N, N', N' -Tetrmrethylethylenediamine" 

Capa superior 

Agua destilada 

Acrilamida, Bis 30%/0.8% 

Tris-HCI-SDS 

PSA 10% 

TEMED 

*Prq:¡aración de geles para electroforesis de DNA 

Agarosa (Bio-Rad) al 1% en TAE IX 

*Prq:¡aración de geles de poliacrilarrñda para secuencia 

Solución de acrilamida 7%-urea 8M 

PSA 10% 

TEMED 

*SET20% 

Sacarosa 20% 

EDTA50mM 

Tris-HCI pH 7.6 50mM 

*Solución de acrilamida-bis 40% 

Acrilamida 

Bisacrilamida 

Aforar a 100 mi 

*Solución de acrilamida 7%-urea 8M 

Urea 

Solución de acrilamida-bis 40% 

TBE 10X pH 8.8 

Aforar a 400 mi 

19 
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75m!" 
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·loO~1 

20 III 

6mI 

1.5 mI 

2.5 mI 

50 III 

10 ¡.tI 

75 mI 

250 III 

50 ~l 

38 g 

2g 

192.25 g 

70ml 

40 mi 
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Agua 40% 

·Solución desteñidora 

Metanol40% 

Acido acético 7% 

Agua 53% 

*Solución de sacarosa a120% 

Tris-HCI pH 7.5 2M 

NaCI 

EDTA 

Sacarosa 

Morar a 500 rol con agua 

*Solución de transfonnación 

Caq 100mM 

Mgq5mM 

Tris-HCI pH 7.5 5mM 

*Solución de ténnino ("Smp mix') IOX 

Azul de brormfenol O. 25% 

Xilene cianol 0.25% 

o Ficoll (tipo 400) en agua25% 

*TAEIX 

Tris-acetalO 40mM 

EDTA2mM 

*TBEpH 8.810X 

TrÍ2ma base 130mM 

Acido bórico 40mM 

N~EDTA28mM 

Morar a 100QnJ 

*Tris glicina SDS 

-:-, .. 

20 

12.5 mi 

2.922 g 

0.0186 g 

100 g 
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"Y";: 'SDSO.l% 

, .' Soluciones para la cuantificación de proteínas del engvo de . ªcg'alactosidaSa 

·Solución A 

CuSo.,5HP 

Se aforo 50 m! con agua 

·Solución B 

Tartrato de Na y K 

Se aforo a 50 m! con agua 

·Solución C 

N~C03 

NaOH 

Se aforo a 1000 m! con agua 

·Solución D 

Solución A 

Solución B 

Solución C 

·Solución E 

Folin 

Agua 

0,845 g 

1.69g 

30,8 g 

6,16 g 

1m! 

1m! 

98 m! 

11.83 mi 

70 m! 

Soluciones para la rnicrodetenninación de la actividad ft-Galactosidasa 

*SAZ5X 

K2HPO. 

KH2PO. 

Nacl 

MgSO. 

·Solución A 

SAZ5X 

~Mercaptoetanol 

Se aforo a 95,6 m! con agua 

:,,-. :':= .. :" ; .. ;.;. ," ' .. ;," ;;..' 
- :'." : "::-_,, .'. 0-': .,. 
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40,21g 

l3,8g 

1.9g 

0,61g 

32,67 mi 

114m! 
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Tritón 1 00/0 

Lisozima 12 mglml 

·2,2 mI 

2.2 mI 

,_, '._ .o-Nitrofenil ~ -D-GaJactopirnnósido (ONPG) (Sigma) ,O.099g . 

Se aforo a 100 ml con agua 

Oligmuc1eótidos usados 

Nombre Secuencia S'a 3' Uso 

bfpT -PRSSO l-R TAACAAGAGGGATCCGATGATATTG PCR 

bfpV-PRSll16-R TTCATACATGGATCCAAAACTACTTC PCR 

bfpV-PRS1448-R GCTCTTTTTGGATCCGAAAGAA TA TC PCR 

bfpW-PRS1744-R TTCATTTACAGGATCCATTTTCTTA PCR 

BFPVCAT -HD3-R CCATCCTGAAGCTTATGACAAT PCR 

BFPWCA T -HD3-R CTATAAAACCCTTAAGCTTCC~~G PCR 

BFPV2-T7QE-F GAGCACTCGGGATCCAGAACGAATTCAGAGAAGAG PCR 

BFPV-l108-F GGATGTATGAATTCATTGTCATTAC RT-PCR 

H2F22S4 TCTGCTTGCAGATTATTAC RT-PCR 

BFPV-DEL3-4 GATATTCTTTCTAGATCAAAAAGAGC PCR 

UBfpT183F GGGCGGTGCCATATTACGAG SECI:E'iCIA 

UBfpT199SSF TATGTCGCGGCCTTTTGGAG PCR 

POE-TAFCO CCTCAATGGGATCCAATTGAATATAG PCR/RT-PCR 

CONTRA CGGATAACAATTTCACACAG PCR 

FAVOR GGGTTTTCCCAGTCACGACG PCRISECl'E'iCIA 

Endonuc1easas de restricción y otra; enzimas 

BamHI, HindIll (Boclu1nger Mannheim Biomerrricals)_ 

Otras enzimas: RNAsa, Transcriptasa reversa AMV, ~-Galactosidasa (Boffiringer 

Mannheim), T4 DNA liga;a (GIBCO BRL), DN AsaI (Pharmacia), Taq DN A polimerasa 

(delInstituto ). 

Antroióticos 

Ampicilina, Estreptomicina (Sigma); Kanamicina (Boclu1nger Mannheim Biomerrricals) 
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. ., i:~;;: :\Otros materiales - .. 
. ,<:~~':}::~':; 

.. .. ; -'i~Albúmina bovina (Sigma) 
. ~.,- ,,",,' ' 

.. ;\,:;Pla:as de ELISA (Costar) 

. :~Isótopo radioactivo y-deoxi-ATP¡J2 Fósforo ca. ISO mCilml (Du Pont) 

-IPTG (Isopropyl-I-thiol-~-D-galactosidasa) (GIBCO BRL) 

-Estuche de purificación de fragmentos de DNA (Kit de Geneclean, Bio 101) 

-Estuche de secuenciación (Kit de tennosecuenasa, Amersham) 

-Estuche para cuantificación de proteínas (Kit BeA Protein Assay Reagent, PIERCE) 

-Estuche para exposición de películas 35 X 43 cm (Du Pont) 

-Películas de rayos X (KODAK) 

METODOS 

Amplificación de fragmentos de DN A de plásmido por la reacción en cadena 

de la polimeras a (PCR). Las condiciones para la reacción son las siguientes: 

Agua 

SA de reacción 10X -IX 

Mezcla de dNTPs (1.25 mM) -16¡.t1 

Oligo I (25¡.tM) 

Oligo 2 (25¡.tM) 

DNA Templado 

-2¡.t1 

-2¡.t1 

-lOng 

Enzima Taq DNApolimerasa5U/¡.t1 . -O.~ 

Temperatura(°C) 

1) 95 

II) 94 

*45-65 

70 

IlI) 70 . 

100¡.t1 

Tiempo (min) 

5 Un ciclo 

. ~ l30 ciclos 

Iminlkb ( 

10 Un ciclo' ' .. ~. 

(*) La temperatura de alineamienlo es la temperatura media de desnaturalización de los 

oligonucleótidos usados para la reacción. La reacción se realizó en una máquina 

terrrocicladora (Thermal cycler 480 PERKIN ELMER). 
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7,~tK~~~ElectrOforesis en geles d~ agarosa. EStertléiorl6 eS utilizado para visualizar,sep!l"8r y 
',: ~~:' < "purificar DN A una vez que ha sido digerido o amplificado, para lo cual se utilizaron geles de 

'~\~:'agarosa al 1%. La electroforesis se realizó en solución amortiguadora TAE IX a lOO voltl. 
'o·, ' 

Los geles fueron teñilos con bromuro de etidio ' (O. 5mg/ml) y el DN A se visualizó con luz 

_,,_ .. -- ' ultmviole1a de onda cor1a en un transilwninador' (STRATAGENE):'Las fotografias fueron 

tomalas con una cámara tipo Eag\e EyeStoR Vidro Systern (STRATAGENE). 

Purificación de fragmentos de DN A a partir de geles de agaros a utilizando el 

estuche de Geneclean. Los fragmentos de DNA se separaron por elearoforesis en geles 

de agarosa al 1% en TAE IX, las bandas correspondientes al peso mola:ular se cor1arOn y se 

colocaron en tubos eppendorf de 1. 5m1 (Brinkmann Instruments IN C.). Los tubos se 

centrifugaron (Mi¡rofugaIECCentra-M) 15 sega 12000 rpm para cOmpletar la agarosa; y se 

les agregaron tres volúmenes de Na! y se incubaron 5 rnin a 55 oC. Después, se les añadieron 

5111 de "glassmilk" y se reposaron en hieb 5 mino Luego de centrifugar 15 seg se tiró el 

sobrenadan1e, se resuspendieron en 700111 de solución "New Wash" y se centrifugaron 15 

seg. Este último paso se repitió dos veces más; en la última centrifugación se resuspendieron 

en 30111 de agua tridestilada y se incubaron a 55°C por 5 mino Finalmente, se centrifugó 30 

seg y se recuperó el sobrenadan1e en otro tubo etiquetado. 

Digestión de DNA con endonucJeasas de restricción. Las condiciones que se 

usaron para las digestiones son las rec<JIlendadas por los proveedores de las enznnas, 

consistiendo básicamente de la reao::ión siguiente: 

Agua 

SA 10X 

DNA 

Enzima 

-Lo suficiente para un volmnen de 50111 

-IX 

. -1-lOl1g 

-Una unidad por I1g de DNA 

50J.!1 
La reao::ión se incuba a 37°C por tres hora;. 

Después la enzima fue removida siguiendo el protocob de purificación de 'fragmentos de DN A 

porGena:lean, iniciando con la adición de Na!. 

Reacción de ligación. El inserto y el vector fueron digeridos con una endonucJeasa de 

restricción que originó extremos compltibles entre ambos, luego la enzima fue removida por 

el método de "Geneclean"parasu liga::ión según la siguiente reao::ión: 
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. - LQ suficiente para ÚIi voÍüffic;¡'¡ de 10-20¡.U 

-* 
-* 

.•• _,o • 

SA T4 Ligasa 10X -IX 

T4 Ligasa luJ¡l1 =li!l 
10 - 20¡l1 

(*) La liga::ión de vector e inserto fue realizada en una reloción molar de 1 :5. 

Esta reacción se incubó a 4°C toda la noche. Con el producto de la reacción de ligoción se 

transformó a las células competentes desp.lés de que la enzima fue inacrivada a 65°C por 10 

mm. 

Transformación de E. coli con DNA de. plásmido. La transformación se realizó por 

el método de tra1amÍento con CaC~ (Maniatis el al., 1982). La cepa se inoUlló en 5ml de LB 

agregando el antibiótico correspondiente y se incubó toda la noche a 37°C con agi1ación a 

200 rpm. Del cultivo anterior, se tomaron 200¡l1 y se inorularon en 50ml de LB , se incubaron 

a 37.°C a la misma agi1ación que el anterior hasta una densidad óptica (D.06oo..J de 0.5. 

Después, el cultivo se centrifugó lO mina 6000 rpm a 4°C y se eliminó el sobrenadante. La 

pastilla se resuspendió en 15ml de solución de transformación fría, se mezcló y se centrifugó 

como se realizó anteriormente. Después de tirar el sobrenadante, se resuspendió otra vez en 

15ml de solución de transformación y se incubó 30 min en hielo. Se centrifugó nuevamente, 

se tiró el sobrenadante, y las células competentes se resuspendieron en 1 ml de solución de 

transformación fría (si no se utilizan en ese momento se guardan en 20% de glicerol a -70°C). 

Se tomaron 200¡l1 de células competentes y se mezclaron con O.I¡lg de DNAde plásmido (o 

con la reacción de ligoción). Después de que se incubaron 60 min en hielo, se les dió un 

choque de calor por 5 min a 37°C Y se colocaron en un tubo de vidrio que contenía 1 ml de 

LB donde se incubaron~30 min a 37°C en agitación. - .•• .":;..,i • ."¡¿ \ 1""- •• 

Finalmente, 100 Y 200¡l1 de la ¡'eacción de transformación anterior fueron distribuidos en cajas 

de LB con el antibiótico adewado e incubadas a 37°C toda la noche. 
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,,;'\¡¡fi:t' ,Purificación de DN A de plásmido. La purificaCióri de plásmidos se realizó por el 

,:\r~;inétodo de lisis alcalina (Maniatis et al., 1982). Las bacterias que llevan los plásmidos se 

, ',) '.:: inorularon en 5m1 de LB y se incubaron toda la noche en agi1ación a 37°C. La pastilla de 

. células se obtuvo concentrando los 5ml del cultivo en tubos eppendorf por cenlrifugación, a 

12000 rpmdurante I"min; Seresuspendióóllmlde SA SET 20% y se cenlrifugó I min, se' 

tiró el sobrenadan1e y se resuspendió ~n 150JlI de la misma SA Se agregaron 5JlI de RNAsa 

(10nWm1) y se incubó 5min a temperatura ambiente; luego se añadieron 400JlI de mezcla 

lítica, se mezcló suavemente y se incubó en hielo durante 10 mino Después de la incubación se 

agregaron 300JlI de ace1ato de amonio 7.5MpH 7.8, se mezcló suavemente y se incubó en 

hielo 30 mino Los tubos se cenlrifugaron 10 min a 12000 rpm y el sobrenadan1e se pasó a un 

tubo eppendorf limpio. El DNAse precipiro con 500JlI de isopropanol y se incubó 10 min a 

temperatura ambiente; luego se cenlrifugó 10 min a 12000 rpm, se tiró el sobrenadan1e y se le 

agregaron 800JlI de etanol al 70%, se centrifugó nuevamente y se repitió el lavalo con etanol 

al 70%. Después de la última cenlrifugación se tiró el sobrenadante y se metieron a secar con 

vacío (Savant SpetrlVac SCI 00). El DNAse resuspendió en 50111 de agua tridestilada. 

Minicélulas. Para la expresión de proteínas en minicélulas, se usaron los cultivos de las 

cepa; de P678-54 transformada con los plásmidos: pBTA-BHI-Tvw, pBTA-BHI-VW, 

pBTA-BHI-TW, pBTA-BHI-TV pBTA-BHI-Ty pWKS-130. Se puso un inórulo de los 

cultivos en 5m1 de LB~ adicionando 40mglml del antibiótico kanamicina; luego se incubó toda 

la noche en agi1ación a 37°C. Se tomó de ese cultivo para inorular 1:1000 un matrn.z con 

250m1 de M9, el cual se incubó a 37°C en agi1ación por más de 18 hora;. El gradiente de 

sacarosa se preparó de la siguiente manern: se llenaron tubos corex de 30ml con 25m1 de 

sacarosa al 20%, se taparon con papd aluninio y se guardaron en el congelador toda la noche. 

Los cultivos se centrifugan en botdlas de 250m!, 20 min a 2000rpm a 4°C. El sobrenadan1e 

se pasó a botdlas de 250m! limpias. Nuevamente se cenlrifugó 20 min a 5000rpm a 4°C y se 

, desa:hó el sobrenadante. La pastilla se resu;pendió en 1. 5m! de BSA frío (puale haCerse en el 

vor1ex). Se colocaron las células len1amente sobre' el gradiente de sacarosa, con una pipcta 

Pasteur por la pared del tubo (los tubos coro¡ con sacarosa se desoongelaron una hora antes a' 

temperatura ambiente para permitir la fonnación del gradiente). Se centrifugaron 15 min a 

5000rpm a 4 oC y con una pipcta Pas1eur se tomó la banda correspondiente a las minicélulas 
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. ,.;' (se debe ver arriba) y se colocaron en un tubo de transformación de SOmI (en este paso se 
. 'J~~~i\" 

"~:':;~' observa una pas1illa en el fonoo del tubo cortx que con1iene el gradiente, ésta correspoooe a 

. las células normales). LuelJl se les agregó 20m! de BSG frío y se centrifugaron durante lO 

mina 100OOrpma4°C. La pas1illa se resuspendió en I.Sm! de BSO con ayuda del vortex. 

_ ........... Las minicélulas se colocaron tres vece; en el gradiente hasla que la"banda'que'las'contenía~se . 

vió pura Se resuspendió la pastilla de minicélulas en 2m! de medio MAM (DIFCO) y se 

colocó en tubos estériles de vidrio donde se les agregó l mM de IPTO luego se incubaron 30 

mm en agilación a 37°C. Se lesagrególO¡¡Ci de Metionina 3'S y se incubaron en las mismas 

condiciones que el pasoanttrior. Por último, se centrifugó el cultivo en un tubo eppendorf de 

l. 5m!2 min a 12000rpm a temperatura ambi!nte. Las muestras se resuspendie:on en 100¡¡1 

de PBS IX, 5¡¡1 de cada muestra más 10¡¡1 de mezda de corrida para electroforesis de 

proteinas, se hirvieron por lOmin previamente a ser analizadas en gel de poliacrilamida. 

Expresión de proteínas bajo el promotor T7. Se usaron los cul1ivos de las cepa¡ de 

BL21(DE3) transformada con los plásmidos: pBTA-TI-3D, pBTA-TI-VW, pBTA-T7-TW, 

pBTA-TI-TVy pBTA-T7-Ty el pWKS-i30. Se puso un inórulo de cada cultivo en 5m! de 

LB adicionando 40¡¡g/m! del antibiótico kanamicina, luego se incubó toda la noche en 

agilación a 37°C. Al siguiente día, 50m! de LB más el antibiótico se inorularon con una 

dilución 1:40 de cada cepa y se incubaron en agilación a 37°C hasla una 0.°6000"" de 0.7. 

Posteriormente, se les agregó IPTO a una concentraci'm fmal de 1 mM Y se continuó la 

incubación por tres hora¡. Después de este tiempo, se tomaron 5ml de cada cultivo y se 

centrifugaron en tubos de transformación por 10min a 4500 rpm a 4°C. La pastilla se lavó 

con 5m! de medio MAM y se centrifugó en las mismas condiciones que en el paso anterior; 

después la pastilla se resuspendió en 5ml de este mismo medio y se colocó en tubos de vidrio 

estériles, donde se les agregó rifampicina a una concentración de 200¡¡g/m~ luego se incubó 

30'min en agilación a 37°C. Finalmente, se les adicionó 10¡¡Ci de metionina marcada con J5S 

y se incubó 30 min en agi1ación a 37°C. Cada muestra se centrifugó 5 min a 10000rpm a 4°C 

y la pastilla se resuspendió en 50¡¡1 de PBS 1 X, de los cuales se tomaron 5¡¡1'¡jhe'i[é hirvieron 

10 min, Y después se les agregó 1 O¡¡I de mezda de corrida para electroforesis de proteínas, y 

se analizaron en gel de poliacrilamida. 
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: :;;4j;i~;étl:o(oresis . en geles· de poliacriláinidli;SDS¡ Las prep1l"llciores de proteínas 
, ~,::~~\.7~~:}I~~''i'-;;'·· - , 
. ·-'J1q{fÍi~n· analizadas por electrofonsis en geles desnaturalizimtes de polácri1anñda al 12. SOIo-

.. ,(SOs; utilizando una solución amortiguadaa de Tris glicina-SDS y una corriente de 20mA 

. ;-:·:(200·volt». La tindón de los geles se reaizó con una solución de azul de CootmSsie; para 

_ .... _ .•... , .. esto se calmtó 2 min a 80°C y ·se.,destiñó··caImtándolo-a la-rnisrna-temparatura con una 

solución de metanol al 70% Y ácid:> acético al 7%~ El gel se secó una hora con vacÍJ en un 

secalor de geles (GEL DR YFR BIO-RAD) Y se colocó en un estuche con un intmsifica:lor y 

una película de rayos X. Los resultados se analizaron en el autorradiograma 

. Secuenciación de DN A de plásmido. La secuencia nucleotidica se determinó mediante 

el m6todo de Sanger (Sanger et al., 1977). Para esto se utilizó el estuche de Terrrosecuenasa 

como lo recomiendan los proveedores. El protocolo consta básicamente de las siguientes 

reaociones : 

I)Marcaje de oligo con fósfuro radio activo (cinación) 

Agua 

Oligo 25j.lM 

SA Kinasa 10X 

Enzima Cina;a 10Ujll 

-Lo necesario para un volumen final de 10JlI 

-1 ¡.ti 

-IX 

-1 ¡.ti 

-20l1Cilreacción 

Se incubó la reaoción 30 min a 37°C y se inactivó la enzima incubando 5 min a 55°C. 

2)Mezc\a de reaoción 

Agua· 

·DNAmolde 

SA de reacción 10X 

Termosecuenasa 4U1ml 

Oligo marcado 

-IOOng 

-IX 

-O.SJlI 

:2W 
17.5Jl1 

Se prepararon cuatro tubos de 0.5ml, cada uno· ·cOn 3111 de uno de los· cuatro 

didwxinucleótidos (tenninadores ddG1P, ddA1P, ddT1P Y ddC1P). A cada tubo se le 

agregó SJl1 de la mezda de reaoción y una gota de aceite mineral. La reaoción de secuencia se 

llevó a cabo mediante un PCR queconsislió de las siguientes condiciones: . 
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Temperatura(°C) Tiem¡:io 

I) 95 3min Un ciclo' 

JI) 95 30seg 

~O ciclos 50 30seg 

70 ' Imin 

Al [mal del PCR, se adicionaron 4111 de la solución de término ("SlOP mix" y los productos 

se desnaturalizaron a 95°C durante 5min Las reacciones se separaron por electroforesis en un 

gel de poliacrilamida 7%-Ílrea 8M en solución de TBE IX, a 40 watts. El tiempo de 

electroforesis varió según el número de nucleótidos que se querian analizar. El gel de 

poliacrilamida se secó una hora con vacD en un secalor de geles (GEL DRYER BlO-RAD) Y 

se colocó en un estuche con un intmsificalor y una película de rayos X. Se realizó· la lectura 

de la secuencia observada en el autorradio~ama. 

Ensayo de actividad de CAT 

l.-Las cep!S de EPEC que llevan las fusimes transcripckmales al gen reportero cal, se 

inocularon en 50ml de LB adicionando 100l1g/ml del antibiótico ampicilina y se incubaron a 

37°C toda la noche con una agi1ación de 110 rpm. Cuando los cultivos alcanzaron una 

D. 0600,.", de 1. O, se tomaron 10ml de cada cultivo y se centrifugaron 10 min a 6000rpm a 4°C. 

La pastilla de bacterias se lavó con IOmI de PBS I X frío y nuevamente se centrifugaron. La 

pastilla se resuspendió en PBS IX frío ajustando a una D. 0600run de 1.0. Con estos cultivos se 

inocularon 1:50 matraces con 50ml de DME, adicionando el antibiótico antfrior y 500111 de 

LB, los matraces se incubaron a 37°C conunaagi1ación de 200¡pm. Se tomaron muestras de 

1.5ml de cada cultivo cuando alcanzaron una D. 0600,.", de l. O Y \.4. 

2.-Preparación de extracto. Las muestras se centrifugaron \ min a 12000 rpma 4°C, se tiró el 

sobrenadan1e y la pastilla se resuspendió en I mi de SA de lavalo fría, se centrifugó en las 

miSIlliS condiciones, y se resuspendió en 500111 de la SA de lavalo con Tri1Ón al O. I %. Las 

muestras se incubaron 20 min a 37°C en agi1ación, en una gradilla que se colocó liger~énte' . 

inclinada. Se centrifugaron \ O min a \2000 rpm a 4°C y el sobrenadante se recuperó en un 

tubo limpio. Se guardaron a -20°C. 
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RESULTADOS 

Ellocus bfpTVW forma un operon 
0. 0 ' 

El fenotipo de adherencia localizada de EPEC:esmediado porlos pili BFP, cuya subunidad ,,,,e,_.-,_'" ,,-_ .... ',,'­

estructural es la proteína BfpA La expresión del gen bfpA es depffidiente del activador transcripcimal 

BfpTque, aderms, autorregula la expresión de su gen bfpT, el cual fonm parte dellocus bfpTVW 

(per). En estudios recientes, se implicó a bfp W (el tercer gen dellocus bfpTVW), como el principal 

activador de la expresión de los genes eae y esp; sin embargo, publicaciones posteriores han 

involucrado a bfpT(perA) en la regulación de los genes eae, esp y tiro Actualmente, los mecanismos 

moloculares pór los que se lleva a cabo esta regulación no son claros. Dada la importancia del locus 

bfpTVWen la regulación de genes de virulfficia, uno de nuestros objetivos fue saber si los genes de 

estelocus forman un operón. Para este propósito, seguimos las siguientes estrategias: 

A) Para evaluar si existen proI1Dtores para bfp V Y bfp W, o si forman una unidad transcripcimal 

común con bfp T, se construyeron fusiones traIEcripcionales de segmentos que contienen las regiones 

intergénicas dellocus bfpTVW al gen reportero cal. Los segmentosdellocus se obtuvieron por PCR 

a partir de! plásmido EAF y se clonaron en e! vector pKK232-8, que contiffie e! gen cal sin proI1Dtor. 

Los plásmidos obtffiidos fueron pbfpV-cat, pbfpVW-cat y pbfpW-cat (Fig 5). Por otra parte, 

fusKmes a los genes bJp V Y bfp W que contienen la regnn reguladora de bfpT se obtuvieron a partir 

delplásmido pBTA-BHI-VW,que contiene el locus bfpTVWal cual se le removió en fase el gen 

bfpT. Lo anterior, debilo a que la presencia de bfp T en un plásmido multicopia favorece la aparición 

de mutaciones en la región reguladora o estructural de bfpT, las cuales anulan su expresión (datos no 

mostrados). De esta manera, se construyeron los plásmidos pbfJlÓ T V-ca! y pbtp,l T VW-cat (Fig 

5). Para el ensayo se incluyó el plásmido pUSTl66, que contiene la regnn reguladora de bfp T Y sus 

primeros 14 codones (Fig 5) Y que fue construido previamente en e! laboratorio (Martinez-Lagunaet 

al., ,en prensa 1999). La actividad de CAT producida por estas fusiones se determinó en la cepa de 

EPEC B171-8 crecida en medio DME a 37°C, condiciones óptimas para la expresión de bfpT. La 

actividad de CAT se determinó a partir de muestras obtffiidas de cultivos de cada cepa creciendo por 

duplicado, cuando alcanzaron una D_ O 600"" de l. O. 

Los plásmidos pUSTl66 y pbfJlÓ T V-ca! quecóritienen fusiones a la regnn reguladora de 

bfp T, produjeron actividad de CAT, a diferencia del plásmido pbfpV-cat, que contiene únicamente la 

región intergénicaentre bfpTy bfpV, la cual no fue activa (Fig 5). Esto nos sugiere que para que se 
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Plásmidos Actividad específicadeCAT . 
(I'rriohdmln;mgj'" ' .. ' 

JST166 I catl 3576 +204 -

bfp~TV-cat 8017±,290· 
.. ' .. 

bfpV-cat 10 

)bfp~ lVW- e a t 814 t,177 

)bfpVW-cat 10 

pbfpW-cat 4 

-pbfp~T~VW -cat J 7810t, 535 

Figura 5. Fusiones transcripcionales. de los genes del locos bfp TVW al gen reportero cato Su 
expresión fue medida en la cepa de EPEC B 171·8 crecida en medio DME a 37°C. La actividad específica de CA T fue 
obtenida a una D.O ''''''m de 1.0. Los valores representan el promedio y la desviación estándar obtenidos de dos 
experimentos diferentes. 

36 

.,. ... ..:. 

. . ~" 

., 

:" . 



·~ .' 

: exprese bfp V se nece;ita de la regDn prollDtora de bfp T. Por otro lado, el plásmido pb~ T VW-r:at, 

: que también incluye la regDn reguladora de bfpT, igualmente produjo actividad de CAT; sin embargo, 

',el plásmido pbfpVW-cat que contiene la regiín intergénica entre bfpTy bfpV, el gen bfpVy la 

regDn intergénicaentre bfpV y bfpW, ya no fue activo, del miSIlD modo que el plásmido pbfpW-cat 

'quesólo contiene la región intergénicaeÍltre bfpVy bfpW'(Fig. S)', fudicándonos que también bfpW 

paraexpresarsenece;ita de la regiín reguladora de bfpT. Lo anterior nos indica que los genes de este 

locus se encuentran formando un openín, que se expresa a partir del prollDtor previamente 

carocteriza:lo para bfpT (Martinez-Laguna et al., en prensa 1999). Interesanternente, el plásmido 

pb~ T V-ca! produjo nueve veces más actividad de CAT que el plásmido pbf~ T VW-r:al A este 

respecto, decidimos investigar si esta diferencia de actividad se debía a la influencia negativa de bfpV 

(que en esta última fusión está completo) sobre la expresión de bfpW, como se observó para bfpT y 

bfpA en experimentos previos (Sánchez-SanMartín, datos no publicados). Porlo tanb, se construyó 

un plásmido con una fusión de bfp W-cat, 11amu:Io pbfpL\ T Ll V W -ca!, el, cual contiene la región 

reguladora de bfpT. una sustracción en fase de bfpTy bfpVy los primeros 14 codones de bfpW, a 

partir de un fra~ento obtenido del plásmido pBTA-BHI-W (Tabla 1). Este plásmido expresó los 

miSIlDS niveles de actividad de CAT que el plásmido pbf~ T V-ca!, lo cual nos sugiere que para el 

caso del plásmido pbfpL\TVW-cat, bfpV está influyendo negativamente en la expresión de bfpW; sin 

, embargo, a la fecha no conocemos el mecanismo por el cual ejerce este efecto. 

B) Otra estrategia que abordamos para defmir si los genes del locus bfp TVW se tránscriben formando 

parte de un RNA mensajero poocistrónico, fue desarrollar experimentOs de RT-PCR. Para esto, a 

. partir de RNA total de EPEC B 171-8 creáda en OME a 37°C, se sintetizó cONA por transcripción 

reversa con un oligonucleótido complementario a la cadena codificante del 'gen bfpW El cONA se 

usó corno templado para preparar diferentes reao:;iones de PCR con oligonuc1eétidos que permiten 

amplificar fragmentos que incluyen a bfpT y bfpV, a bfpV y bfpW y el locus completo, 

respectivamente (Fig. 6). Corno control negativo del ensayo, se hicieron las mismas reao:;iones de 

PCR utilizando corno molde RNA de una reao:;ión sin transcriptasa reversa como se observa en la 

Figura 6: de las tres reao:iones donde se usó corno templado el cDNA se obtuvieron productos de 

PCR (carriles con el signo +). Por el contrario, de las reaciones provenientes del control negativo, no 

,',"'... vimos señal de amplificación, lo que nos aseguraba que el'''RNA no estlba contaminado con DNA 

(Fig. 6, caiñles con el signo -). Al realizar los misllDs PCR's utilizando como templete DNA del 

plásmido EAF, se verificó que los fra~entos obtenidos correspondían a los genes dellocus (F ig. 6, 

caiñles señalados con G). Con este ensayo se corroboró que los genes dellocus bfp TVW forman un 
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Figura 6. RT-PCR de RNA aislado de la cepa de EPEC silvestre. Los productos de 

RT-PCR son mostrados en los carriles señalados con e! signo (+). No se detectaron productos de 

RT-PCR en los controles negativos de! ensayo, obtenidos a partir de una reacción sin transcriptasa 

reversa, cuyos carriles son señalados con el signo (-). El tamaño de los productos de RT-PCR se 

verificó al realizar las mismas reacciones de PCR utilizando como molde e! plásmido EAF, cuyos 

carriles son señalados con (G). TV, se amplificó con aligas complementarios a bfpT y bfp V; 

VW, se amplificó con oligos complementarios a bfpV y bfpW; TVW, se amplificó con aligas 

complementarios a bfPTy bfpW. El marcador de peso molecular es señalado como MW. 
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i''::~n, ya que se tramcriben como parte del miSlTD RNAinensajero. 

C) AdicionaImmte, en experimentos de "primer extmsion" no se obsavó ninguna señal que indicara 

-la presencia de un inicio de tramcripcDn aIr«iedor de las regDnes intergénicas dellocus bfpTVW. 

Mientras que en las mismas condiciones experimentales, corroboramos el inicio de transcripcDn 

previamente identificado para el prolTDtor localizado correinte arriJa del gen bfp T (datos no 

mos1rados; Martínez-Laguna et al., en prensa 1999). 

En su conjunto, estos resultados muestran que los gene; bfp T, bfp V Y bfp W están 

organizados como un operón y que su tramcripción depmde del prolTDtor de bfp T. 

Expresión de bfpT, bfpVy bfpW. 

Una vez definida la organización tramcripcional dellocus, nos enfocamos en determinar si 

los tres gene; que lo componen codifican para una proteína. Los sis1emas probados para tal pro¡:x'>sito 

fueron los siguientes: 

A) Minicélulas 

Con esta técnica podemos analizar de manera específica la expresión de proteínas codificadas 

porlos genes clonados en plásmioos recombinantes, y cuyos productos se marcan radio activamente, 

se separan electroforéticammte en un gel de poliacrilamida y se detectan por autcrradiografia. Así, los 

plásmioos pBTA-BHI-TVW (bfpT, bfpVy bfpW), pBTA-BHI-VW(~fPVy ~fPrV), pBTA-BHI-TW 

(bfpTy bfpW), pBTA-BHI-TV(bfpTy bfpV), pBTA-BHI-T(bfp1) Y el \-ecbr pWKS-130 (Tabla 1; 

Fig. 7), se transformaroo en la cepa productora de minicélulás E. colip678-54_ 

Como se muestra en la Figura 8, el vec10r mos1ró la presencia de una banda prominente de 30 

kDa, que corresponde al producto del gen que codifica para la resistencia a kananicina (Fig. 8, carril 

1). Para el caso del plásmioo que lleva los tres genes del operón, se observó además la presencia de 

una banda predominan1e con un peso molecular aparente que coincide con el esperado para Bfp W de 

10.5kDa(Fig. 8; carril 2). Consistentemente, esta banda se observó también en aquellos plásmioos 

que llevaban bfpW, como los que sólo llevan bfpVy bfpW, o bfpTy b(pW(Fig. 8, carriles 3 y 4), Y 

no así para aquellos queno contienen bfpW(Fig. 8, carriles 5 y 6). Mientras que estos datos indican 

que la banda de 10.5 kDa es el producto de bfp W; ninguna banda se rela::ionó con la presencia de 

BfpTy BfpV, las cuales migrarían aIrwedor de los 31. 7 kDay 14.5 kDa, respectivarrente. 

B) Experimento de expresióri con TI . 

Otra estrategia que seguirnos con el fm de poder obsavar el producto de los genes del operón 

bJpTVW, fue un exptrimento de expresión con los genes bajo el control del prolTDtor T7. En este 

caso, los diferentes fragJllentos del operón bJp1VW, contenidos en los plásmioos que usam:Js en el 
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Plásmidos que contienen uita remoción en fase de 
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bfpT, bfpV obfpW. 

Plásmidos 

bfpT bfpV bfpW 

pBTA-BH 1-TVW / pBT A-T7 -TVW 

pBTA-BH1-TV / pBTA-T7-TV 

pBTA-BH1-T / pBTA-T7-T 

pBTA-BH1-VW / pBTA-T7-VW 

pBTA-BH1-TW /pBTA-T7-TW 

Figura 7 Plásmidos usados en los experimentos de expresión de proteínas. Los 

" plásmidos usados en el experimento de mini células se obtuvieron al clonar los fragmentos 

mostrados arriba, en el vector pWKS-130, a favor del promotor tac y son nombrados como 

"pBTA-BHL Los plásmidos "usados en el experimento de expresioh<'cbn el promotor T7 se 

obtiuvieron al clonar dichos fragmentos en el mismo vector a favor del promotor T7 y son 

nombrados como pBTA-T7. 
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Figura 8 Expresion del locus bfp TVW mediante minicélulas. Autorradiograma de 

proteínas marcadas radioactivamente expresadas en la cepa E. coli p678-S4, transformada con los 

plásmidos: 1, pWKS-130 (vector); 2, pBTA-BHI-3D.(contiene bfpT, bfpVy bfpW); 3, pBTA- . 

BHI-VW (contiene bfpV y bfpW); 4, pHTA-BHI-TW (contiene ~fpTy bfpW); 5, pBTA-BHI­

TV (contiene bfpT y bfpV); 6, pBTA-BHl-T (contiene bfpT). 
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,c,explrimento de expresión con minicéluhs, se doilafOIÍ eli. ei plásmido pWKS-130 a favor del 

prOImtor 17, y se ·transfonnaron en la cepaE. coliBL21(DE-3) (Fi~ 7). En este sis1ema, únicamente 

" .Ios genes que están bajo el control de dicho prOImtor son expresados por la polimerasa 17, codificada 

en el crOImsoma de la cepa BL21(DE-3) y roya expresión se induce con IPTG. Por su parte, la 

';.' 

adición de rifampicina \lloquea.1a expresión de genes depmdientes de laRN A polimerasa de B. .. coh'- ~ - ...• -........ ,; 

permitiendo analizar de manera específica la expresión de proteinas controladas por el prormtor 17. 

De esta manera, las proteinas expresadas a partir de los diferentes plásmidos se marcaron 

radbactivamente, se corrieron en un gel de pofucrilamida y se analizaron en ún autorradiograma (Fi~ 

9). Nuevamente observamos la presencia de una banda que corresponde al peso de BfpW, para 

plásmidos que contienen todo el operón, solobfpVy bJpW, o bfpTy bJpW (Fi~ 9, carriles 2, 3 Y 

4); asimismo, esta banda no se observa en plásmidos que no contienen bJp W (Fi~ 9, carriles 5 y 6). 

Con este sis1ema de expresión tampoco se obtuvieron bandas específicas que pudieran corresponder a 

los productos de bJpTy bJp V. 

C) Expresión traduccional de bJpTy bJpV-

Con las estrategias anterionnente descritas no fue posible observar los productos de los genes 

bJp T Y bJp V. Con el propósito de determinar si ambos genes codifican para una proteina que es 

traducida a partir del transcrito de esteoperon, se generaron diferentes fusiones traduccionales al gen 

lacZ (Fig 10). Dichas fusbnes contienen fragmentos, obtmidos por PCR, que llevan la región 

reguladora de bJp Ty parte de la región estructural de bJp T. bJp V o bJp W fusionadas en fase al gen 

reportero lacZ, contenido en el plásmido pRS414. De esta manera, las fusiones' traduccionales 

reflejan no sólo la actividad transcripcional de la región 5 'reguladora, sino también el nivel de 

traducción del gen en estudio. 

Los plásmidos generados fueron los siguientes: pbfpT-I, cuyo fragmento se obtuvo del 

plásmido EAF e incluye la región reguladora y 99 codones de bJpT; pbfpó.T V-I, cuyo fragmento se 

obtuvo del plásmido pBTA-BHI-VWy contiene la región reguladora de bJpT, la remoción en fase de 

bJpTy 125 codones de bJpV; pb~T~ V W-I, cuyo fragmento se obtuvo del plásmido pBTA-BHI­

W y que contiene la región reguladora de bfp T, la remoción en fase de bJp Ty bJp V Y 76 codones de 

bJpW. Como control positivo de nuestro ensayo incluirnos una fusvn traduccional a lacZ del gen 

ompSI (que codifica para una proteina de'nlelnbrana externa de SaJnwne/la typhi), construida 

previamente en el laboratorio (Oropeza et al" 1999). La expresión de esta> fusiones se determinó en la 

cepaE. coliMC4100 complementa:la con el plásmido pCS-T, que lleva bJpT. La medición a partir de 
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Figura 9 Expresió"n del locus bfp TVW con el promotor T7. Autorradiograma de 

" proteínas marcadas'radioactivamenteexpresadas en la cepa de E. coli BL21(DE3):""rransfoimada 

con los plásmidos: 1, pWKS·130 (vector); 2, pBTA-T7-3D (contiene bfpT, bfpV y bfpW); 3, 

pBTA-T7-VW (contiene a b.fPVy b.fPW); 4, pBTA-T7-TW (contiene b.fPTy b.fPW); 5, pBTA-T7-

TV(contiene b.fPT y b.fPV); 6, pBTA-T7-T (contiene bfp1). 
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--Expresión traduccional de bfpT, bfpV y bfpW . 
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Fusiones traduccionales a lacZ 

Plásmidos Actividad específica de B·gal 

pbfpT -1 
____ h4 

2053 ± 251 

pbf~T-V1 3153 ± 257 

___ 111.--------. "'hW...,r---@r::":'c/."--" 2794± 49 

ompSI 
-pR0266 Vi p' lt1 kP' a 'acl 1142 :!: 203 

VI V IV III II I 

pRS414 IqcZ 

Figura lO. Fusiones traduccionales de los genes del locus bfpTVW al gen reportero lacZ . La 
actividad de las fusiones se determinó en la cepa MC4100/pK3-ó.VW crecida en medio LB a 37°C. Se 
muestra la actividad especifica de ~-galactosidasa-obtenida a una D.O 'OO,m de 1.0. Los valores que se - --
muestran son el promedio y la desviación estándar obtenidos de dos experimentos diferentes. 
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.... :"- . LaS fusiones de bfpTy bfpVfueron activas y se expresaron a nivdes sinli1ares que la fusiSn 

'.:' de bfpW (Fig. 10), lo que indi:ó que estos genes codifican para pro1einas que son traducidas. Por 

. otro lado, la fusiSn de ompSl se expresó dos veces menos que las fusi:mes antmores; sin embargo, a 

diftyenciade bfpTy bfpV, aún con estos nivdes de expresión la pro1eina OmpSI sí puede servis1a en 

un gel teñilo con CooImSsie (Oropeza et al., 1999). Estos resultados nos sugieren que bfp T Y bfp V 

son genes que se traducen, y que los nivdes celulares de sus productos se regulap fuertemente por 

mecanismos de control post-traduocional como, por ejemplo, los que regulan la estlbilidad de la 

pro1eína 
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DISCUSION y CONCLUSIONES 

Durante la primera estapa de colonización, EPEC produce el fenotipo de adherencia 

.~, ,; localizada, el cual está mediado por los pili BFP. La subunidad estructural de estos 

filamentos es la proteína BfpA, cuyo gen bfpA está codificado en el plásmido EAF. La 

:.._··"expresión·de bfpA es dependiente del activador'transcripcional BfpT"·cuyo .... geñ;· .. bfpT, . 

pertenece al locus bfp TVW (per), localizado también en el plásmido EAF. Este locus 

contiene además del gen bfpT, los genes bfpVy bfpW, orientados en la misma dirección 

. que bfpT y separados por espacios de aproximadamente 40 nuc\eótidos. Publicaciones 

recientes han sugerido que el locus bfpTVW (a través de bfpW) también está involucrado 

en la expresión de genes de EPEC que se requieren durante la generación de la lesión AlE 

(Gómez-Duarte y Kaper, 1995), tal es el caso de los genes seplesc, eae, tir y esp, los 

cuales están codificados en la región del cromosoma de la bacteria llamada LEE. Sin 

embargo, el estudio detallado de los mecanismos que regulan la expresión de estos genes 

. está aún en proceso. 

"El análisis de la secuencia del locus' b fp TVW, sugiere que los tres genes que lo 

componen constituyen un operón. Por ejemplo, la separación entre biP T Y bfp V, Y entre 

biP V Y bfp W, es menor de 50 pb; además, no existen secuencias con el potencial de formar 

. terminadores de la transcripción. Sin embargo, esta predicción no había sido probada 

experimentalmente. 

A través del uso de fusiones transcripcionales al gen reportero cat, determinamos 

que las regiones intergénicas entre bfpT-bfp V Y bfp V-bfp VI no presentan actividad 

transcripcional, indicando la ausencia de secuencias promotoras (Fig. 5). Más aún, 

experimentos de extensión del iniciador (''primer extension"), apoyaron estas 

observaciones, ya que ni para bfpV ni para bfpW, pudimos observar un posible inicio de. 

transcripción (datos no mostrados). 

Lo anterior contrasta con la actividad transcripcional de una fusión a la región 

reguladora de biPT, en la cual previamente identificamos la presencia de un promotor (Fig. 

3; Martínez-Laguna et al., en prensa 1999). En su conjunto, estos datos indicaron que la 

transcripción de los genes del locus depende del promotor localizado corriente arriba de 

biPT y que éstos se expresan como parte de un mensajero policistrónico. Lo anterior fue 

corroborado mediante experimentos de RT-PCR , los cuales permitieron la síntesis de un 

cDNA que se extiende hasta bfpW (Fig. 6). A su vez; estos datos también señalan que la 

expresión de biPV y bfpW está regulada por el producto de bfpT, dado que éste se 

autorregula (Martínez-Laguna et al., en prensa 1999). Dado que el producto de .bfp W 

parece estar involucrado en la regulación de genes contenidos en la región LEE, 10 anterior 

también indicaría que éstos están bajo el control indirecto de BfpT, el cual junto con BfpW 
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· . 

" ' 
, ': i~1'~t~ifonnaría parte de una cascada reguladora en EPEC. Sin emoargo, aún no existe evidencia 
: '~':''''~.-.~t,. _. . . ~ ;. ::. .. " . 

, '.'i.~" clara de la función del posible producto de bfpW(ver más abajo). 

", Por otro lado, el bajo nivel de actividad que produjo el plásmido pbfp~T VW-cat, el 

cual contiene la región reguladora de bfpT, bfpVy los primeros 14 codones de bfpW, en 

comparaciÓn con la actiVidad mostrada por los plásmidos pbfp~T V-cat y pbfp~T~V w­
cat, sugirió que la presencia de bfp V ejerce un efecto negativo sobre la expresión del 

operón. 

Otros datos de! grupo apoyan la noción de que bfp V modula negativamente la 

expresión de bfpA o bfpT, ya que la complementación de su expresión con bfpT o con una 

construcción de bfpTVW en donde se ha realizado una sustracción en fase de bfp V, permite 

niveles de expresión de 5 a 10 veces mayores que en presencia de bfp V (Bustamante, et al., 

1998; Sánchez-SanMartín, et al., datos no publicados). A la fecha, no es claro si bfp V 

actúa en cis influenciando la estabilidad del transcrito de bfpT reduciendo así los niveles de 

la proteína, o si su producto interactúa con BfpT modulandosu actividad o Compitiendo por 

las regiones promotoras de bfpA y bjjJ T. Actualmente, se están realizando los experimentos 

enfocados a definir la función de bjjJ V. 

Se han reportado otros sistemas que presentan hornología al operón bfpTVW a 

nivel de oganización, más no a nivel de secuencia, corno son el operón marRAB, que 

confiere resistencia a antibióticos y superóxidos en E. eoli, donde el producto de marA, el 

cual es miembro de la familia de activadores transcripcionales AraClXylS, activa la 

transcripción del operón, mientras que el producto de marR 10 regula negativamente 

actuando sobre su región promotora. Otro sistema similar a bfpTVW es el operó n bglCSB, 

involucrado en vías metabólicas en E. eoli, en e! que bglS ejerce su efecto negativo al 

interferir directamente con el eficiente funcionamiento del producto de bglC, que es el 

regulador positivo de la expresión del operón (Martin et al., 1996; Mahadevan and Wright, 

1987). 

Las evidencias señaladas anterionnente sugieren que los genes bfp V Y bfp W 

codifican para proteínas que juegan un papél diferente en la regulación de diferentes genes 

en EPEC. Con e! propósito de iniciar la caracterización de sus posibles productos y dado 

que la secuencia de aminoácidos deducida a partir de los genes no muestra clara homología 

Con proteínas reportadas a laJe,cha, nos enfocarnos en definir si estos genes se traducen en ,,,,,,-,,,,,"J.L, 
proteína una vez que han sido transcritos. 

Así, mediante experimentos en los que analizamos la síntesis de novo de proteínas 

codificadas por el operón, determinamos que bfp W oodifica para una proteína que 
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",' (corresponde al peso molecular esperado para BfpW (Figs, 8 y 9)., Sin embargo, esta 

',-' 

."metodología no permitió observar el producto de bfpTni de bfpV. 

Sin embargo, para BfpT hemos caracterizado una función bien definida y su 

homología con una familia de activadores transcripcionales son elementos que penniten 

suponer ql!e la célula mantiene cantidades de proteína que están por d.ebajo de los niveles de 

detección de los ensayos empleados. Sin embargo, para el posible producto de bfp V no 

contábamos con tales evidencias. 

,Con el propósito de determinar si los genes del operón se traducen, realizamos 

experimentos de minicélulas y de expresión con el promotor T7, en los que sólo fue posible 

observar el producto del gen bfp W. 

Debido a que no se detectó el producto de bfpT ni de bfpV por los sistemas 

anteriores, abordamos otra estrategía para determinar su expresión, mediante la 

construcción de fusiones traduccionales de bfp T Y bfp V al gen reportero JaeZ, las cuales 

incluían la región reguladora de bfpT y los primeros 99 y 125 codones de estos genes, 

respectivamente. El análisis de estas construcciones mostró que bfpTy bfpV son genes que 

se traducen, expresando niveles de actividad similares a un plásmido con una fusión de 

bfp W-IaeZ, e1.cual contiene la región reguladora de bfp T Y los primeros 79 codones de 

bfp W (Fig. 10). En este ensayo, se incluyó como control positivo un plásmido con una 

fusión ompSJ-JaeZ, la cual mostró cerca del 50% de la acti\'idad de las fusiones anteriores. 

Estos niveles de expresión penniten visualizar a ,la proteina aun por tinción con azul de 

Coomassie (Oropeza et al., 1999), a diferencia de lo que sucede con BfpT y BfpV que no 

son detectados ni por marcaje con aminoácidos radioactivos. Esto sugiere que los niveles 

tanto de BfpT como de BfpV, son fuertemente controlados a nivel post-traduccional, tal vez 

involucrando tasas muy altas de degradación. Por otro lado, se ha visto que varios 

miembros de la familia AraClXylS son altamente insolubles y muy dificiles de purificar, lo 

que podría deberse a su dominio de unión a DNA (Gallegos, et al., 1997). 

Un resumen de los resultados obtenidos en este trabajo se presenta en la figura 11, 

donde mostramos que los genes dellocus bfpTVW, descrito en forma independiente como 

locus perABC (Gómez-Duarte y Kaper, 1995), se encuentran formando un operón, ya que 

forman una unidad de regulación común, transcribiéndose en un solo mensajero. Los tres 

genes codifican para un producto. BfpT es una proteína que pertenece a la fainilia' de 

activadorl!~,!r!\l).~crípcionales AraC/XyIS, el cual se autorregula positivamente,;(Martínez­

Laguna et al., en prensa 1999). Esta caractenstica se ha descrito para otros genes que 

codifican para activadores transcripcionales de dicha familia de proteínas, como !l/pB 

(Genin et al., 1992), rns (Froehlich et al, 1994), toxT (Brown y Taylor, 1995; Champion 

et al., 1997), ureR (D'Orazio y Collins, 1995) y marA (Martin et al., 1996). 
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;~'ih~:¡.Y.' La expresión de bfpA se activa a nivel transcri¡x:ional mediada por BfpT, 
~~~-, ... , ',(.,,:::. :- ~ .. . 

";': :::.~. regulándose ambos por temperatura, concentración de amonio y medio de crecimiento 

.' .• (puente et al., 1996; Martínez-Laguna'et al en prensa 1999). Las secuencias nuc\eotídicas 

de bfpTy bfpA muestran 73% de identidad en una región rica en Afr, loca1izada arriba de 

sus prol1l0~qr.es,Ja¡;:}IalJuj:ll~~1Irta. para la regulación dependiente de BfpT ·en ambos .. <.' _ ...... -. ..' 

genes (Bustamante et al., 1998) (Fig. 3). A este respecto, no se encontró homologia entre 

la región reguladora de bfpA y eae, el gen que codifica para la intiminil de EPEC, y el cual 

se reportó que es regulado por el producto de bjjJWy no por BfpT (Gómez-Duarte y Kaper 

1995). Por otra parte, trechos ricos en /VI, localizados arriba de la región de -35, se han 

implicado en la regulación de genes controlados por otras proteínas de la familia AraC, 

como Rns (Froehlich et al., 1994; Murphree et al., 1997), efaD (Jordi et al., 1992), ToxT 

(Higgins y DiRita, 1994; Brown y Taylor, 1995) y VirF (Tobe et al., 1993). 

Por otro lado, BfpV parece modular negativamente la expresión de bfpA y de bfp T, 

ya que en su ausencia se incrementa la expresión de bfpA dependiente de BfpT, y el nivel 

de RNAm de bfpT (Sánchez-SanMatín, datos ano publicados). Así, el aumento en la 

expresión de bfpA, producido por la ausencia de bfp V, podría deberse a un incremento en 

la expresión de BfpT. 

A BfpW se le ha involucrado en la regulación de algunos genes de la región LEE 

como el eae y los genes esp (Gómez-Duarte y Kaper 1995; Kenny y Finlay, 1995). A este 

respecto, la activación de dichos genes podría llevarse a cabo a través de BfpT, activando la 

expresión de BfpW. De manera interesante, a diferencia de lo antes mencionado, 

recientemente en el laboratorio se enconcontró que el gen oifI, localizado en la región LEE, 

activa la expresión de algunos genes como tir/ eae, sepZ y ese V; asimismo, se vió que la 

expresión de tirleae no es dependiente de BfpW (Sánchez-SanMartín et al., datos no 

publicados; Bustamante et al., datos no publicados). A la fecha no se. conoce con detalle 

cómo se lleva a cabo esta regulación y el porqué de las diferencias entre lo reportado 

anteriormente y lo que se vió en el laboratorio, lo cual está por definirse. 
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