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RESUMEN

En  los  últimos  años,  distintos  grupos  apoyan  la  tesis  de  una  regulación  traduccional  bajo  algunas

condiciones de estrés, tanto a nivel de la iniciación como de la elongación. Sin embargo, existe controversia en

algunos de los mecanismos propuestos. Una de las principales condiciones adversas a las que se enfrentan las

bacterias es el estrés oxidativo. Frecuentemente las bacterias están expuestas a diversos factores ambientales y

antropogénicos capaces de promover la formación de moléculas oxidantes, que en ciertas condiciones pueden

inducir estrés oxidativo. En consecuencia, tales microorganismos han desarrollado mecanismos que les permiten

sobrevivir en ambientes muy hostiles, como el interior de macrófagos humanos u otros animales. Por años, el

estudio del control de estos mecanismos se ha centrado en los cambios transcripcionales que ocurren producto de

dicha  condición  de  estrés.  Sin  embargo,  los  componentes  de  RNA que  participan  en  la  traducción  no  son

estáticos, y también responden a los cambios ocurridos en el entorno celular. En efecto, existen ejemplos de

alteraciones inducidas bajo algunas condiciones de estrés, que afectan a los tres RNA centrales de la traducción:

mRNA, tRNA y rRNA.

Este trabajo intenta contribuir a esta discusión, determinando cambios en componentes de la maquinaria

traduccional de Escherichia coli bajo estrés oxidativo, centrando el análisis en las moléculas de RNA y cómo

estos cambios inciden en la traducción del mensaje genético.

 Nuestros análisis muestran que el estrés oxidativo inhibe el inicio canónico de la traducción de mRNA y al

mismo tiempo activa el  inicio traduccional  de mRNA carentes de líder  (lmRNA).  El  inicio canónico de la

traducción parece ser inhibido producto de la acumulación de (p)ppGpp. Distinto a los que ha sido propuesto en

la literatura, la traducción de lmRNA no dependería de la endoribonucleasa MazF. Sin embargo, ésta participaría

en la generación de algunos lmRNA a través de la digestión de mRNA canónicos. Alternativamente, proponemos

que  la  traducción  de  lmRNA puede  ser  activada  producto  de  la  generación  de  partículas  ribosomales  más

pequeñas, observadas en perfiles de sedimentación. 

Finalmente, generamos un método que nos permitió estimar la eficiencia traduccional de cada codón durante

la elongación. Esta consiste en una genoteca de variantes de GFP, que nos permitió observar la síntesis  de

proteínas en el tiempo, en distintas condiciones de cultivo. Haciendo uso de ésta, comparamos la eficiencia

traduccional de todos los codones en medio mínimo y bajo estrés oxidativo. De este análisis observamos que

bajo estrés oxidativo algunos codones (TCC, GGA, CTC, CCT y CCC) conservan o incrementan su eficiencia

traduccional respecto al resto de codones, a pesar de la inhibición antes mencionada para mRNA canónicos.

Basado en estos y otros resultados proponemos que la inhibición del inicio canónico de la traducción es mayor

que la inhibición de la elongación.
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SUMMARY

“Characterization of RNA alterations in Escherichia coli under oxidative stress and their effects over

translation of the genetic message”

In recent years, different researchers have proposed that translational regulation is central to the response to

some stress conditions, during either its initiation and/or elongation steps. However, there is controversy over

some of proposed mechanisms.  One of  the  important  hostile conditions  confronted by bacteria is  oxidative

stress. Bacteria are often exposed to various environments and anthropogenic factors that favor the production of

oxidative  molecules,  which  in  some  conditions  can  produce  oxidative  stress.  Consequently,  these

microorganisms have developed mechanisms to overcome this stress at diverse environments, such as inside of

macrophages from humans or other animals. For many years, the study of these mechanisms has focused on

transcriptional changes triggered by the stress. However, the RNA components involved in translation are not

static and also respond to changes in the cellular environment. In fact, there are examples of alterations induced

by oxidative stress conditions to the main three types of RNA key to translation: mRNA, tRNA, and rRNA.

This work tries to contribute to that discussion, determining changes in the components of the Escherichia

coli translation  machinery  under  oxidative  stress,  focusing  our  analysis  on  RNA molecules  and how these

changes affect the translation of the genetic message.

Our analyzes show that oxidative stress inhibit initiation of translation from canonical mRNA and, at the

same time, activates translation initiation from leaderless mRNA (lmRNA). Canonical translation seems to be

inhibited by the accumulation of (p) ppGpp. Contrary to what other have been proposed, translation of lmRNA

does not depend on MazF endoribonuclease, which may, nevertheless, promote the generation of some of the

lmRNA through digestion of canonical mRNA. As an alternative mechanism, we propose that translation of

lmRNA may  be  activated  by  the  production  of  lighter  ribosomal  particles  which  we  have  observed  on

sedimentation profiles.

Finally, we used a library of GFP variants to estimate the efficiency of translation for each codon during

elongation. This allows us to study protein synthesis over time, comparing the efficiency of translation of all

codons  between minimal  media  and oxidative  stress  conditions.  From this  analysis  we  observe  that  under

oxidative  stress,  some codons  (TCC,  GGA,  CTC,  CCT and CCC)  maintain  or  increase  their  efficiency of

translation, despite the general inhibition of the canonical mRNAs mentioned above. Based on these and other

results we propose that inhibition of canonical translation initiation is stronger than inhibition of elongation.

vii



Introducción

1. INTRODUCCIÓN

En la naturaleza, podemos encontrar bacterias prácticamente en todos los ambientes, muchos de los cuales

pueden ser  adversos,  e  inhibir  el  crecimiento  y  la  supervivencia  bacteriana  (Rothschild  et  al.,  2001).  Esto

último, es producto del daño celular causado tanto por agentes de origen biótico (como el originado por otros

microorganismos o el sistema inmune de animales) como abiótico (como metales pesados, alta salinidad, acidez

del medio, temperatura y radiación ionizante) (Kataria et al., 2014).

Cuando observamos con mayor detención a microorganismos que habitan ambientes hostiles, denominados

extremófilos, podemos percatarnos que han desarrollado enzimas con una mayor estabilidad térmica, robustos

sistemas de reparación del DNA, bombas de protones que regulan el pH intracelular, capas mucoidales para

envolver las colonias, y diversos mecanismos que les permiten mantener una homeostasis en ambientes en que

otras células normalmente sufrirían estrés celular (Babu et al., 2015). Por otra parte, bacterias como Escherichia

coli (E. coli) no están adaptadas para sobrevivir en ambientes extremos. Sin embargo, cuentan con mecanismos

para  sobrevivir  en  ambientes  dinámicos,  donde  la  temperatura,  la  concentración  de  nutrientes  y  agentes

causantes de daño celular pueden variar abruptamente. Para enfrentar estas situaciones de estrés, las bacterias

deben iniciar programas de respuesta específica según el tipo de estrés que las afecte, usualmente promoviendo

la síntesis de novo de macromoléculas que ayudan a restaurar la homeostasis, y evitando la síntesis de moléculas

prescindibles para dicha condición (Ron et al., 2013).

1.1. Estrés oxidativo y sus consecuencias

Dado que parte del ciclo infectivo de enterobacterias como E. coli ocurre en ambientes aeróbicos, muchos de

los  desbalances  generados  por  las  condiciones  de  estrés  favorecen  la  producción  de  moléculas  oxidantes.

Además, parte del sistema inmune de los animales involucra la síntesis y liberación de moléculas oxidantes para

combatir el ataque de patógenos. Esto lleva a que el estrés oxidativo sea un tipo de estrés muy recurrente en

enterobacterias (Imlay, 2019). 

Brevemente, el estrés oxidativo corresponde a un desbalance entre la formación de especies reactivas de

oxígeno (ROS), y la capacidad celular para degradarlas o reparar el daño causado por éstas (Lushchak et al.,

2014). Esto lleva a la acumulación de moléculas como radical hidroxilo (HO●), peróxido (H2O2), y superóxido

(O2
-), generadas como consecuencia del metabolismo aeróbico de la bacteria, y la reacción de Fenton cuando se

ven alteradas las concentraciones intracelulares de Fe+2 libre (Korshunov et al., 2010; Messner et al., 1999).

Debido a la alta reactividad de algunas ROS, como el HO●, todas las macromoléculas son susceptibles a ser

oxidadas.  En  el  caso  de  las  proteínas,  su  oxidación  puede  modificar  su  estructura  y/o  función,  alterando

múltiples procesos celulares (Steiner et al., 2019). Algunas de las modificaciones observadas en proteínas, son:

1



Introducción

• Oxidación de grupos prostéticos, siendo los centros de hierro-azufre uno de los más estudiados, dada la

facilidad con que se oxidan y sus implicancias en la respuesta a estrés oxidativo. Por ejemplo se ha

descrito que al verse incrementados los niveles de ROS, el O2
- destruye el centro [4Fe-4S] del sitio

catalítico de la Dihidroxi-ácido deshidratasa (DHAD), una de las enzimas de la vía de biosíntesis de

aminoácidos  ramificados  (alanina,  isoleucina  y  leucina).  Esto  lleva  a  una  auxotrofía  por  tales

aminoácidos en una condición de estrés oxidativo (Kuo et al., 1987). Adicionalmente a la inactivación de

enzimas con centros de hierro-azufre, se suma la liberación de Fe2+, lo que puede catalizar la producción

de HO● a partir de peróxido de hidrógeno mediante la reacción de Fenton, exacerbando la oxidación de

otras macromoléculas (Stadtman et al., 1993).

• Oxidación  de  cadenas  laterales  de  aminoácidos,  como  por  ejemplo  los  grupos  sulfhidrilos  de  las

cisteínas. En un ambiente citosólico éstas permanecen preferentemente reducidas, y su oxidación lleva a

errores en el plegamiento y consecuente agregación de proteínas. Además de la oxidación de cisteína, es

frecuente la oxidación de histidina, arginina, lisina, prolina y metionina, más aún cuando se encuentran

en la vecindad de un catión metálico que pueda catalizar su oxidación, generando una serie de productos

(Suzuki et al., 2010; Stadtman et al., 1993; Stadtman et al., 2006).

Otra macromolécula que ha recibido especial atención es el DNA, pues nucleótidos modificados pueden

promover la mutagénesis, al facilitar interacciones no Watson-Crick durante la replicación. Además, las ROS son

capaces de oxidar tanto a las ribosas como a las bases de los ácidos nucleicos, generando una gran variedad de

modificaciones que alteran la estructura de la doble hebra. Ejemplo de esto son los dímeros de nucleótidos y

aductos en el DNA (Cooke et al., 2003; Farr et al., 1991). Sin embargo, uno de los productos más frecuentes de

la oxidación del DNA es la 8-hidroxidesoxiguanosina (8-OH-dG), posiblemente debido a que la guanosina posee

el menor potencial de oxidación entre los nucleótidos, actuando como un sumidero de electrones (Jovanovic et

al., 1986; Park et al., 1990). Todo el daño oxidativo que incide sobre el DNA, puede tener efectos nocivos en la

expresión génica y síntesis de proteínas tanto durante la situación de estrés, como una vez que se restablezca la

“normalidad”. Debido a la importancia de preservar la información codificada en el DNA, es que encontramos

distintos  mecanismos para  atenuar  o reparar  el  daño.  Algunos de estos  mecanismos son las  proteínas  DPS

(DNA-binding protein from starved cells) que se unen de manera inespecífica al DNA para protegerlo, y los

sistemas  NER  (Nucleotide  Excision  Repair),  BER  (Base  Excision  Repair),  y  SOS  que  actúan  de  manera

jerárquica para reparar el daño causado por agentes oxidantes (Chiancone et al., 2008; Rastogi et al., 2010;

Imlay et al., 1987).

En contraste con el DNA, el análisis del RNA bajo estrés oxidativo no ha tenido la misma atención, a pesar

que el RNA es una molécula mucho más abundante que el DNA (~10 veces), y crucial en la producción de

proteínas. Respecto a la oxidación de guanosinas, reportes indican que al estresar  E. coli con H2O2 también
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habría un rápido aumento en la concentración de 8-hidroxiguanosina (8-OH-G) en RNA, aunque mucho mayor

al observado para 8-OH-dG en DNA (Liu et al., 2012; Neidhardt et al., 1996; Nunomura et al., 2017). Aún no

está bien establecido el papel de  8-OH-G en la traducción, pero en modelos eucariontes se ha visto que la

acumulación de 8-OH-G gatillada por estrés oxidativo, es concomitante con el retardo en la traducción o la

terminación  prematura  de  transcritos  oxidados  y  formación  de  polipéptidos  cortos  (Tanaka  et  al.,  2007;

Calabretta et al., 2015). Resultados similares se han obtenido en experimentos en bacterias, los cuales muestran

una ralentización en la formación del enlace peptídico durante la traducción de mRNA que contienen 8-OH-G

(Simms et al., 2014; Nunomura et al., 2017). Efectos inhibitorios similares se han observado en oxidaciones

ocurridas en el rRNA 23S (Willi et al., 2018). Esto toma gran relevancia, ya que algunos investigadores indican

que las oxidaciones 8-OH-G ocurren principalmente en rRNA (particularmente en el rRNA 23S). Aunque se

desconoce cuales son los factores preponderantes que promueven este sesgo en la oxidación del rRNA (Willi et

al., 2018).

1.2. Respuesta transcripcional a estrés oxidativo

Dado el amplio daño que puede generar el estrés oxidativo, bacterias como E. coli responden induciendo la

síntesis de proteínas de los sistemas de detoxificación y reparación, como superoxido dismutasa dependiente de

Mn (MnSOD), catalasa o glutatión reductasa (Pomposiello et al., 2001; Farr et al., 1991). La coordinación de

esta  respuesta  génica  se  ha  estudiado  ampliamente,  y  ha  posicionado  a  los  factores  OxyR y  SoxR como

reguladores  transcripcionales  clave  en  la  respuesta  al  estrés  oxidativo.  Estos  factores  transcripcionales  se

encuentran constitutivamente  inactivos,  pero el  acceso de H2O2 a  OxyR y O2
- a  SoxR,  genera  los  cambios

conformacionales necesarios para su activación producto de la oxidación de cisteínas y formación de cistinas y la

oxidación de centros Fe-S, respectivamente (Åslund et al., 1999; Choi et al., 2001; Jo et al., 2015; Ding et al.,

1996; Watanabe et  al.,  2008).  Si  bien estos dos sensores comandan la transcripción de varios de los genes

involucrados  en  la  respuesta  a  estrés  oxidativo  (regulones  OxyR y  SoxRS),  solo  son  parte  de  una  red  de

reguladores transcripcionales que continuamente monitorean el balance redox, necesarios para la tolerancia al

estrés, así como para la adaptación al crecimiento con distintos niveles de oxígeno (Green et al., 2004).

1.3. Regulación de la traducción: Iniciación

Toda respuesta transcripcional que involucre RNA codificante, requiere de una maquinaria traduccional que

permita  la  decodificación  del  mensaje  genético.  Sin  embargo,  varios  autores  han  descrito  la  ocurrencia  de

cambios en el proceso traduccional, como consecuencia del estrés oxidativo (Nishiyama et al., 2004; Kojima et

al., 2007; Shenton et al., 2006; Zhu et a., 2019). En el modelo canónico de traducción podemos reconocer tres

etapas: iniciación, elongación y terminación. Brevemente, la primera de éstas requiere del posicionamiento del
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RNA de transferencia (tRNA) iniciador (fMet-tRNA) en el codón de inicio del mRNA, en el sitio del peptidil-

tRNA (sitio P) de la subunidad menor del ribosoma (30S), junto con los factores de iniciación 1 (IF1), 2 (IF2) y

3 (IF3). Se postula que inicialmente se uniría IF3 a la subunidad 30S, liberando el mRNA y el tRNA desacilado

de la traducción anterior y posteriormente se uniría IF1, IF2 y fMet-tRNA, generando el complejo de iniciación

30S. Posterior a la unión de la subunidad 50S, ocurre la hidrólisis de GTP catalizada por IF2, y la disociación de

IF1 e IF3. Solo tras la salida de IF2 el sitio del aminoacil-tRNA (sitio A) queda disponible para el ingreso del

factor  de  elongación  Tu  (EF-Tu)  con  el  tRNA aminoacidado  (AA-tRNA)  para  comenzar  la  síntesis  del

polipéptido (Figura 1) (Schmeing et al., 2009; Gualerzi et al., 2015).

Figura 1. Representación esquemática de las etapas de iniciación y elongación de la traducción.  En fondo celeste se

describe la formación del complejo de iniciación 30S, para luego dar paso al monosoma 70S, tras la integración de la

subunidad 50S. En fondo anaranjado se observa de manera secuencial los pasos clave ocurridos durante la elongación. Esta

inicia  con  la  salida  de  los  factores  de  iniciación  e  ingreso  de  EF-Tu y  el  aminoacil-tRNA (AA-tRNA).  Luego de  la

formación del enlace peptídico, ocurre la salida del tRNA desacilado e ingresa EF-G, para catalizar la traslocación del

ribosoma. Figura modificada de Schmeing et al., 2009.  

Cambios en la eficiencia de cualquiera de las etapas de la traducción pueden impactar en la velocidad del

ribosoma y consecuentemente en la cantidad de proteína sintetizada (Hersh et al., 2014). Sin embargo, durante el

crecimiento exponencial la iniciación es la etapa limitante para la mayoría de los genes y consecuentemente

muchos de los mecanismos regulatorios que se han descrito, actúan a nivel de la iniciación (Kennell et al., 1977).

Un ejemplo de esto en E. coli es la regulación a estrés por frío dependiente de la proteína Y (pY), la cual se une a

los sitios A y P del ribosoma (complejo 70S), bloqueando la iniciación de la traducción (Vila-Sanjurjo et al.,

2004). Otro ejemplo es la alarmona (p)ppGpp, cuya síntesis se induce tras la deprivación de aminoácidos. Si

bien tiene un papel preponderante en la regulación de la transcripción, ésta podría reprimir la traducción a través

de la unión a factores de iniciación o elongación dependientes de GTP, como IF2 (Gualerzi et al., 2015; Katz et

al., 2012). Esto coincide con un reporte donde observaron que en periodos de carencia de nutrientes, la tasa de
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elongación no se ve afectada, pero que los cambios en la tasa traduccional dependen mayormente de regulación

de la iniciación (Dai et al., 2016).

La regulación de la iniciación también puede ser llevada a cabo por RNA, como por ejemplo aquella ejercida

por sRNA, cuya interacción por complementariedad de bases con el mRNA activa o reprime la traducción al

inducir cambios en la estructura de la región 5' del mRNA o bloqueando sitios de unión al ribosoma (RBS), entre

otras funciones (Bossi et al., 2016). Ejemplo de esto es OxyS, un RNA no codificante de 109 nts, inducido bajo

estrés  oxidativo,  que  evita  la  traducción  de  genes  como  rpoS y  fhlA a  través  de  su  unión  al  RBS de  sus

transcritos (Altuvia et al., 1998).

1.4. mRNA carentes de secuencia líder y estrés 

En la traducción canónica, el posicionamiento del mRNA en la subunidad 30S se explica por la interacción

entre la secuencia Shine-Dalgarno (SD) del mRNA y la secuencia anti Shine-Dalgarno (aSD) en el extremo 3'

del  rRNA 16S (Schmeing et  al.,  2009).  Sin embargo,  algunos autores  han descrito  la existencia de mRNA

carentes de secuencia líder (Leaderless mRNAs o lmRNAs), zona donde se localiza la secuencia SD, dejando al

codón de inicio sobre o muy próximo al extremo 5' del mRNA (Ptashne et al., 1976; Vesper et al., 2011; Sauert

et al., 2016). Si bien se desconoce el mecanismo que permite el inicio de la traducción de estos transcritos,

algunos investigadores han logrado determinar que los lmRNA forman complejos de iniciación preferentemente

con monosomas 70S, en lugar de la subunidad 30S (Udagawa et al., 2004; Moll et al., 2004; Vesper et al., 2011).

En E. coli el transcrito generado por el gen cI del bacteriófago Lambda fue utilizado por muchos años como

modelo de estudio de los lmRNA, y solo en los últimos años han sido identificados nuevos transcritos que

cumplen estas características (Ptashne et al.,  1976, Sauert et al.,  2016).  Por otra parte, algunos autores han

realizado búsquedas de los inicios de transcripción en otros microorganismos y han determinando que el número

de lmRNA generados por la RNA polimerasa dista mucho de ser marginal. Por ejemplo, en  Mycobacterium

tuberculosis se detectó que un 26% de los genes genera lmRNA, mientras que en Deinococcus deserti un 47% de

los inicio de transcripción coincide con el inicio de traducción (Cortes et al., 2013; Groot et al., 2014).

Recientemente,  se  ha  generado  una  controversia  respecto  al  papel  que  cumpliría  un  sistema

Toxina-Antitoxina (TA) MazEF en la regulación de la traducción,  producto del  procesamiento de mRNA y

ribosomas (Vesper et al., 2011). Este sistema se encuentra codificado en el operón  mazEF de  E. coli, el cual

codifica una  endoribonucleasa selectiva por la secuencia ACA en RNA monohebra (MazF) y una proteína que

inhibe su actividad (MazE) (Zhang et al.,  2003).  Producto de la rápida degradación de MazE por la serina

proteasa ClpPA, MazE funciona como sensor de la síntesis de RNA y/o proteínas. En consecuencia, cualquier

evento que disminuya su transcripción y/o traducción, gatilla una activación de MazF (Aizenman et al., 1996). 

Inicialmente,  a  este  sistema  se  le  atribuyó  la  función  de  detener  la  síntesis  proteica,  producto  de  la
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degradación generalizada de mRNA, bajo distintas condiciones de estrés (Zhang et al.,  2003; Hazan et al.,

2004). Sin embargo, posteriormente se observó que dicha inhibición no es completa, persistiendo la síntesis

selectiva de proteínas requeridas tanto para muerte celular de una población bacteriana bajo estrés, como para la

supervivencia de pequeñas subpoblaciones de la misma (Amitai et al., 2009). Al analizar aquellos mRNA cuya

traducción continúa bajo estrés, se documentó que correspondían a lmRNA que habían sido generados por el

procesamiento de MazF (Vesper et al., 2011). Este mismo grupo de investigadores indicó que la sobreexpresión

de MazF en E. coli genera un subgrupo de ribosomas, cuyo rRNA 16S carece de 43 nucleótidos del extremo 3'

(Ribosomas de estrés, o 70SΔ43), región que contiene la secuencia  anti-Shine Dalgarno (Vesper et al., 2011).

Como consecuencia de este procesamiento los ribosomas de estrés (70SΔ43) no reconocerían mRNA canónicos, y

únicamente permitirían la traducción de lmRNA (Udagawa et al., 2004; Moll I et al., 2004; Vesper et al., 2011;

Sauert et al., 2016). Sin embargo, posterior a la publicación de estos artículos, otros equipos de investigadores

obtuvieron  resultados  contradictorios  que  cuestionan  seriamente  el  papel  de  MazF  en  la  formación  de

poblaciones heterogéneas de ribosomas y de lmRNA (Luidalepp et al, 2016; Culviner et al., 2018). 

1.5. Regulación de la traducción: Elongación

Muchos investigadores sostienen que la etapa limitante de la traducción es la iniciación, pero otros afirman

que eventos ocurridos durante la elongación también pueden incidir en la cantidad de proteína sintetizada (Dai et

al., 2016; Hersh et al., 2014). Para contextualizar, la elongación inicia con un peptidil-tRNA en el sitio P y el

sitio  A vacío.  El  complejo  ternario  formado  por  EF-Tu,  GTP y  el  aminoacil-tRNA ingresa  al  sitio  A del

ribosoma, donde luego del reconocimiento codón-anticodón del mRNA y tRNA, se cataliza la hidrólisis de GTP.

Posteriormente a la salida de EF-Tu y GDP del ribosoma, se induce la formación del nuevo enlace peptídico,

elongando el polipéptido en un aminoácido. Finalmente, hace ingreso el factor de elongación G (EF-G) unido a

GTP para catalizar la traslocación del tRNA desacilado, el peptidil-tRNA y el siguiente codón del mRNA a los

sitios E, P y A del la subunidad 30S, respectivamente (Figura 1) (Schmeing et al., 2009; Rodnina et al., 2016). 

La eficiencia de traducción durante la elongación puede depender de distintos factores, como la estructura

del mRNA, la velocidad de formación del enlace peptídico de algunos aminoácidos, y modificaciones en los

tRNA que afectan la interacción codón-anticodón, entre otros factores (Rodnina et al.,  2016; Starzyk et al.,

1984). Como se mencionó, la traducción puede responder a la producción de la alarmona (p)ppGpp, ya que

ensayos  in vitro muestran que factores que unen GTP, como EF-Tu y EF-G, pueden ser inhibidos según las

condiciones  de  la  reacción  (Rojas  et  al.,  1984).  Es  de  interés  destacar  que  algunos  autores  han  logrado

cuantificar el  impacto que tienen determinados codones en la traducción de proteínas (probablemente en la

elongación)  según  la  disponibilidad  de  aminoácidos  en  el  medio  de  cultivo  y  la  concentración  de  tRNA

observando cambios a niveles de proteínas y de fenotipos (Subramaniam et al., 2013a; Subramaniam et al.,
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2013b). Esto hace cuestionarnos cuál será el real impacto de las concentraciones intracelulares de aminocil-

tRNA en la tasa de elongación.

1.6. Dinámica de los tRNA frente a estrés

Un  importante  factor  a  considerar  en  el  proceso  de  traducción  es  la  abundancia  de  los  tRNA.  Se  ha

determinado que ésta cambia para  E. coli según la tasa de crecimiento (Dong et al., 1996), y también puede

cambiar frente a condiciones de estrés inducidas por agentes oxidantes (Zhong et al., 2015; Zhu et al., 2019).

Dada la estructura y alto contenido de bases modificadas, los tRNA son mucho menos susceptibles a la

degradación en comparación a  los  mRNA. Sin embargo,  se  ha descrito  que bajo algunas condiciones,  hay

ribonucleasas especializadas en la degradación de algunos de éstos, como Rny1 y angiogenina en eucariontes o

EcoPrrC y VapC en bacterias  (Winther et  al.,  2011; Nawrot  et  al.,  2011).  Algunos reportes  indican que en

eucariontes la modulación de los niveles de tRNA mediante fragmentación estaría ampliamente difundida, y

además esta generaría fragmentos de RNA con papeles regulatorios (Thompson et al., 2008; Nawrot et al., 2011;

Ivanov et al., 2011).

Una característica que destaca a los tRNA es el elevado número de nucleótidos modificados, que estabilizan

y modulan su  funcionalidad y  especificidad  (Phizicky  et  al.,  2010).  Un ejemplo de  esto es  la  tiolación  de

N6-isopentenyladenosina  (I6A)  para  formar  2-metiltio-N6-isopentenyladenosina  (ms2I6A). Esta  es  una

modificación  presente  en  E. coli,  que  depende  de  los  niveles  intracelulares  de  hierro.  La  ausencia  de  esta

modificación  afecta  a  una  serie  de  tRNA (tRNATyr,  tRNATrp,  tRNAPhe,  tRNALeu y  tRNASer),  reduciendo  la

eficiencia de la traducción de algunos de los codones decodificados por éstos. Sin embargo, la ralentización en la

traducción de codones de aminoácidos aromáticos induce la síntesis de sideróforos, que ayuda a restaurar los

niveles de hierro y ms2I6A en los tRNA (Starzyk et al., 1984; Katz et al., 2016). Otro ejemplo de regulación es la

ocurrida en  Saccharomyces cerevisiae,  la cual  incrementa la metilación en el anticodón del tRNALeu
GAA bajo

estrés oxidativo, incidiendo en la interacción codón-anticodón y elevando la eficiencia traduccional de mRNA

enriquecidos en codones UUG (Chan et al., 2012). Este tipo de regulación por modificaciones químicas ha sido

reportada para otros tRNA en levadura, donde la modulación de la respuesta a estrés estaría dada por cambios en

la eficiencia traduccional sin alterar los niveles de tRNA total (Fernández-Vázquez et al., 2013). 

Trabajo  in  vitro desarrollado  con  tRNA de  E. coli,  sugiere  que  parte  de  los  cambios  en  el  patrón  de

modificación de los tRNA también puede deberse al daño causado por agentes oxidantes. Modificaciones como

4-tiouridina (s4U), 5-metilaminometil-2-tiouridina (mnm5s2U), 2-tiocitidina (s2C) y ms2i6A, son susceptibles a la

destiolización, disminuyendo la capacidad de tRNAGlu, tRNAGln y tRNALys para ser aminoacilados  (Rao et al.,

1974; Katz et al, 2012). Sin embargo, se desconoce si esto ocurre  in vivo y si  tendría efectos en la fisiología

bacteriana.
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Un caso distinto de modificación sufrido por tRNA es la acetilación y consecuente inactivación de tRNA

aminoacilados, por parte de la toxina TacT en Salmonella Typhimurium. Esta modificación difiere a las referidas

anteriormente dado que ocurre en el aminoácido y no en el tRNA, pudiendo ser revertida por peptidil tRNA

hidrolasas (Pth), encargadas del reciclaje de peptidil-tRNA generados por traducciones abortivas en ribosomas

estancados (Cheverton et al., 2016; Sharma et al., 2014).

Trabajo  no  publicado  desarrollado  en  nuestro  laboratorio,  muestra  que  bajo  dos  distintas  condiciones

inductoras de estrés oxidativo (20 minutos con 2,5mM de H2O2 o 30 min con 1mM de paraquat en LB), ocurre

una disminución del 35-40% en el nivel de tRNA aminoacilable aceptor de glicina (tRNAGly), mientras que la

aminoacilación de otros 9 tRNA no muestran diferencias frente al mismo tratamiento (Figura 2). Glicina cuenta

con tres  isoaceptores:  tRNAGly
GCC,  que  decodifica  GGT y  GGC;  tRNAGly

UCC,  que  decodifica  GGA y GGG;

tRNAGly
CCC, que decodifica GGG. Mediante  Northern blot quisimos determinar si la disminución de tRNAGly

aminoacilable observada bajo estrés oxidativo, era producto de la disminución de alguno de sus isoaceptores.

Para sorpresa nuestra, los niveles totales de tRNAGly permanecieron constantes luego de la inducción de estrés

oxidativo (Figura 3A). Esto nos sugiere que una población de los tRNAGly sería inactivada producto del estrés

oxidativo,  ya  sea por  cambios  en su patrón de modificaciones químicas  o por oxidaciones  causadas  por la

acumulación  de  moléculas  oxidantes.  Para  determinar  cuál  de  los  tRNAGly es  más  efectado  por  el  estrés

oxidativo, nuestro grupo determinó la fracción aminoacilada in vivo para cada uno de los isoaceptores de glicina

en bacterias estresadas con 1mM de paraquat, y determinó que ésta disminuye para todos los tRNA Gly, pero en

distinta medida según qué tRNAGly se analiza (Figura 3B). Dada esta diferencia, cabe preguntarse si el efecto

sobre la traducción de los codones de glicina se verá afectado de igual medida.

Figura 2. tRNA aminoacilable de  E. coli disminuye bajo estrés oxidativo. tRNA fueron purificados de  E. coli K12

MG1655 cultivadas bajo condiciones control (LB) o bajo estrés oxidativo (LB + 1 mM paraquat o 2,5 mM H 2O2). El total

de  isoaceptores  se  calculó  del  plateau de  la  reacción  de  aminoacilación  usando  extracto  S100  y  el  correspondiente

aminoácido radioactivo. ** P ≤ 0,01,ANOVA de una vía y posterior test de Dunnett versus control para cada aminoácido.
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Figura 3. Conservación del total de tRNAGly y cambios en su fracción aminoacilada  in vivo en  E. coli bajo estrés

oxidativo. E. coli K12 MG1655 fue cultivada bajo condiciones control (LB) o bajo estrés oxidativo (LB + 1 mM paraquat).

(A) Extractos de RNA total fueron sometidos a experimentos de Northern blot utilizando sondas específicas para cada tRNA

isoaceptor, se evaluó el cambio en la concentración producto del estrés oxidativo. (B) Se efectuó una extracción ácida de

tRNA, con la cual se determinó la fracción aminoacilada de cada isoaceptor de glicina. Para ello se eliminó la adenosina

terminal de los tRNA desacilados, mediante el método del periodato y luego se realizaron ensayos de Northern blot. Prueba

t-student para determinación de cambios en la concentración de tRNA (A) y Prueba  t-student pareado para análisis de

fracción aminoacilada in vivo (B). ** P ≤ 0,01.

Las diferencias observadas en la disminución de los niveles de tRNA aminoacilados  in vivo para los tres

aceptores de glicina, nos sugieren que algunos de ellos son más susceptibles a los efectos del estrés oxidativo.

Esto puede deberse tanto a diferencias en su secuencia, como a diferencias en sus modificaciones. Dado que en

todos los grupos de tRNA isoaceptores se observan este tipo diferencias en secuencia y modificaciones, podemos

suponer que ellos también tienen distinta sensibilidad a los efectos del estrés oxidativo. Considerando que el

estrés oxidativo es un tipo de estrés tan recurrente, ¿existirá algún grado de adaptación de los tRNA, que asegure

la traducción de los genes que se inducen en respuesta a esta condición de estrés?

Una medida que ha sido utilizada para medir el grado de adaptación del uso de codones a los requerimientos

traduccionales de los genes, es el cálculo de Indice de Adaptación Codogénica (CAI). Éste busca comparar la

frecuencia de uso de cada codón de un gen en cuestión, con el de las proteínas más abundantes de la especie,

bajo la premisa que estas cuentan un mayor grado de adaptación del uso de sus codones (Sharp et al., 1987). Al

comparar el CAI de un grupo de genes inducidos en respuesta a estrés oxidativo, regulado por los factores

transcripcionales  OxyR,  SoxR y  SoxS,  y  el  genoma completo  de  E. coli,  no  observamos  diferencias  en  la

distribución de CAI de ambos grupos (Figura 4). Una de las debilidades de este análisis es que considera que
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Introducción

permanecen  estáticos  todos  los  factores  necesarios  para  la  traducción  de  los  genes  analizados,

independientemente que éstos sean sintetizados en una condición de estrés. Como se mostró para el caso de

glicina, los tRNA son factores dinámicos bajo estrés oxidativo, pudiendo variar los niveles de tRNA activo, así

como su nivel de aminoacilación. Por esta razón consideramos que una aproximación experimental para obtener

valores  de  eficiencia  traduccional  (término  utilizado  para  expresar  la  cantidad  de  proteína  producida  por

molécula de mRNA en el tiempo) sería lo más apropiado para comparar grupos de genes que se traducen en

diferentes condiciones (Schwanhäusser et al., 2011).

Figura 4. Histograma de los valores de CAI para genes inducidos bajo estrés oxidativo y todos los genes de

E. coli. Se efectuó el calculo de CAI para los genes codificantes de E. coli K12 MG1655 y para 52 genes (de la misma cepa)

cuya transcripción se induce bajo estrés oxidativo, regulados por los factores transcripcionales OxyR, SoxR y/o SoxS (Seo

et al., 2015).

Muchos autores han intentado correlacionar los valores de CAI con la velocidad de traducción (cantidad de

proteína producida en el tiempo) y eficiencia traduccional, sin obtener buenos resultados hasta la fecha. Algunos

han  logrado observar  correlaciones  entre  velocidades  locales  durante  la  elongación  y  la  frecuencia  de  uso

codogénico, que a su vez estaría vinculado con el plegamiento de la proteína naciente (Yu et al., 2015). Sin

embargo, estos hallazgos se remiten a ciertos modelos biológicos o determinados grupos de genes. Además,

pocos estudios consideran los posibles cambios en la estabilidad de las proteínas producto de alteraciones en su

plegamiento  o  disminución  en  la  fidelidad  de  la  traducción  (decodificación  errónea  del  código  genético)

producto de los cambios en las velocidad de traducción (Prabhakar et al., 2017; Xie et al., 2019).  
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Hipótesis y objetivos

2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS

Como se mencionó, es poco lo que se sabe respecto del efecto del estrés oxidativo sobre los componentes de

la  maquinaria  traduccional,  particularmente  sobre  los  RNA.  Existe  una  controversia  sobre  el  papel  de  los

sistemas  Toxina-Antitoxina  para  la  generación  de  lmRNA  y  ribosomas  70SΔ43.  Independiente  de  esta

controversia y del mecanismo que permite la traducción de lmRNA, nos propusimos determinar si este tipo de

traducción se activa bajo estrés oxidativo, ya que permitiría la traducción de mRNA específicos en condiciones

donde la traducción de la mayoría de los mRNA se inhibe.

Por otra parte, cuando comenzó esta tesis se desconocía qué ocurre con los tRNA de  E. coli bajo estrés

oxidativo.  Considerando que no todos lo tRNA son igualmente susceptibles a la degradación y/o modificación

frente a estrés oxidativo, es posible que esté ocurriendo una respuesta diferencial para cada tRNA, donde algunos

de  ellos  sean  blanco de modificaciones  químicas  (pudiendo afectar  su  interacción con las  aminoacil-tRNA

sintetasas, la interacción codón-anticodón, entre otras), mientras que otros cambien su concentración (producto

de cambios en su síntesis o degradación). Datos experimentales de nuestro laboratorio avalan esta respuesta

diferencial  de  los  tRNA,  donde  al  menos  los  niveles  de  tRNAGly aminoacilable  disminuyen,  aunque

desconocemos qué lo provoca y cuáles son sus consecuencias fisiológicas. 

Finalmente, resulta importante determinar cómo se relacionan todos estos fenómenos: la disponibilidad y

modificaciones de los tRNA bajo estrés oxidativo, la aparición de mecanismos alternativos de iniciación de la

traducción, y la adaptación del uso codogénico de transcritos traducidos preferentemente en esta condición.

Por lo tanto, de acuerdo a los antecedentes descritos, en este trabajo se propone la siguiente Hipótesis:

"La velocidad de traducción del  mensaje  genético de  Escherichia  coli  es  alterada producto del  estrés

oxidativo inducido por paraquat: (1) A nivel de la iniciación, debido a una traducción preferencial de lmRNA

por sobre mRNA canónicos,  por parte de ribosomas de estrés y (2) a nivel  de la elongación,  producto de

cambios en la eficiencia traduccional de los codones."

En esta tesis se planteó como  Objetivo General “Determinar el efecto del estrés oxidativo inducido por

paraquat sobre la velocidad de traducción del mensaje genético de Escherichia coli , producto del aumento en la

traducción de lmRNA mediante mecanismos alternativos a la iniciación canónica, así como por cambios en la

eficiencia traduccional durante la elongación".
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Los Objetivos Específicos fueron:

1. Determinar cambios en la eficiencia traduccional de codones en E. coli bajo estrés oxidativo.

2. Analizar la eficiencia de traducción de lmRNA y presencia de ribosomas de estrés (70SΔ43) en  E. coli

bajo estrés oxidativo.

3. Comparar  patrones  de  uso  de  codones  del  total  de  genes  de  E.  coli con  el  de  genes  transcritos

preferentemente bajo estrés oxidativo utilizando datos experimentales de eficiencia traduccional.
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3. MATERIALES Y MÉTODOS

3.1. Reactivos

De  Sigma  se  obtuvo: Leucina,  isoleucina,  valina,  glicina,  histidina,  arginina,  prolina,

N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina (TEMED), persulfato de amonio (PSA), polivinilpirrolidona, BSA

fracción V,  DNA de salmón,  caseína,  ácido  maleico,  tween  20,  xilen  cianol,  azul  de  bromofenol,

β-mercaptoetanol,  fosfodiesterasa I de Crotalus atrox (PSV).

De Merck se obtuvo: Todas las sales, tampones y solventes grado pro análisis, peróxido de hidrógeno (H 2O2),

uréa, acrilamida, bisacrilamida, filtros de nitrocelulosa de 0,025 µm (Millipore).

De Becton Dickinson se obtuvo: Extracto de levadura, triptona, Bacto agar.

De  Thermo  Scientific  se  obtuvo:  Estreptavidina-HRP,  dNTPs,  inhibidor  de  RNasa  Ribolock,  transcriptasa

inversa,  estándares  de  peso  molecular  1kb  y  100bp,  enzimas  de  restricción  EcoRI,  XhoI  y  SpeI  con  sus

respectivos tampones, glicógeno, TRIzol, fenol ácido pH 4,5.

De Agilent se obtuvo: DNA polimerasa Paq 5000,  Herculase II Fusion

De  New  England  Biolabs  se  obtuvo:  DNA ligasa  T4,  polinucleótido  quinasa  T4  (PNK  T4),  enzimas  de

restricción NotI, PacI con sus respectivos tampones.

De  US  Biological  se  obtuvo:  Dodecil  sulfato  de  sodio  (SDS),  ampicilina,  kanamicina,  cloranfenicol,

isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG), etilendiamino-tetraacético (EDTA). 

De Biotium se obtuvo: GelRed®.

De Promega se obtuvo:  Wizard® Genomic DNA Purification Kit,  fosfatasa alcalina de intestino de ternero

(CIAP), CellTiter-Glo ® Reagent.

De GEHealthcare se obtuvo:  Ficoll type 400, membrana de Nylon Amersham HybondTM-N+.

De Lafken se obtuvo: agarosa grado analítico.
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De Genesee Scientific se obtuvo: cubetas de electroporación con anchura de ranura de 1 mm.  

De Integrated DNA Technologies: Todos los oligonucleótidos utilizados en esta tesis.

De Qiagen se obtuvo: QIAprep Spin Miniprep Kit.

De Favorgen se obtuvo: FavorPrep™ Plasmid DNA Extraction Mini Kit,  FavorPrep™ GEL/PCR Purification

Kit.

3.2. Cepas bacterianas

Tabla 1. Cepas bacterianas utilizadas en la presente tesis.

Cepa Genotipo/fenotipo relevante Fuente o referencia

E. coli DH5α F– endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR
nupG purB20 φ80dlacZΔM15  Δ(lacZYA-
argF)U169, hsdR17(rK

–mK
+), λ– 

Laboratorio Dr. Assaf Katz

E. coli DH5α λ pir endA1  hsdR17  glnV44  (=  supE44)  thi-1  recA1
gyrA96  relA1  φ80dlacΔ(lacZ)M15  Δ(lacZYA-
argF)U169 zdg-232::Tn10 uidA::pir+

Laboratorio Dr. Carlos Santiviago

E. coli XL1 Blue endA1 gyrA96(nalR) thi-1 recA1 relA1 lac glnV44
F'[ ::Tn10 proAB+ lacIq Δ(lacZ)M15] hsdR17(rK

-

mK
+) 

Laboratorio Dr. Michael Ibba

E. coli K12 MG1655 K-12 F– λ– ilvG– rfb-50 rph-1 Laboratorio Dr. Assaf Katz

insG-gfp E. coli K12 MG1655 insG-gfp-mCherry::FRT Este trabajo

ΔglyVX K12 MG1655 ΔglyVX::FRT Este trabajo

ΔmazEF K12 MG1655 ΔmazEF::FRT Este trabajo

Δefp K12 MG1655 Δefp::FRT Laboratorio Dr. Michael Ibba

ΔrelA K12 MG1655 ΔrelA::FRT Laboratorio Dr. Michael Ibba

Δlon K12 MG1655 Δlon::FRT Laboratorio Dr. Michael Ibba
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3.3. Plasmidios

Tabla 2. Plasmidios utilizados en la presente tesis.

Plasmidio Características Fuente o Referencia

pBAD30 Vector inducible por arabinosa, AmpR Laboratorio Dr. Assaf Katz

pS1 psfGFP-mCherry, AmpR Laboratorio Dr. Michael Ibba

pC1 psfGFP-mCherry, AmpR,

inserto: AAC-TAC-CAC-CAG 

Laboratorio Dr. Assaf Katz

pC2 psfGFP-mCherry, AmpR,

inserto: TGG-GAA-TTC-AAT 

Laboratorio Dr. Assaf Katz

Genoteca de variantes de gfp psfGFP-mCherry, AmpR,

inserto: Cuatro sucesiones de cada codón

Laboratorio Dr. Assaf Katz

narJ(GGA)-gfp psfGFP-mCherry, AmpR, narJ(GGA)-gfp Este trabajo

narJ(GGC)-gfp psfGFP-mCherry, AmpR, narJ(GGC)-gfp Este trabajo

narJ(GGA)-gfp modicado psfGFP-mCherry, AmpR, 

narJ(GGA)-gfp-horquilla-mCherry

Este trabajo

narJ(GGC)-gfp modificado psfGFP-mCherry, AmpR, 

narJ(GGC)-gfp-horquilla-mCherry

Este trabajo

pKK223-3 Vector inducible por IPTG, AmpR Laboratorio Dr. Assaf Katz

pGlyV pKK223-3::glyV, AmpR Este trabajo

pGlyT pKK223-3::glyT, AmpR Este trabajo

pGlyU pKK223-3::glyU, AmpR Este trabajo

pTyrV pKK223-3::TyrV, AmpR Este trabajo

pS1ModNot24 psfGFP-mCherry, AmpR, sitio NotI en PBAD Este trabajo

pSD GFP pS1ModNot24, AmpR, PBAD- SD RNA gfp Este trabajo

plmRNA GFP pS1ModNot24, AmpR, PBAD- lmRNA gfp Este trabajo

cI PRM pS1ModNot24, AmpR, PBAD- lmRNA cI-gfp Este trabajo

katG ACA pS1ModNot24, AmpR,

PBAD- 5'UTR(ACA)-katG-gfp

Este trabajo

katG AGA pS1ModNot24, AmpR,

PBAD- 5'UTR(AGA)-katG-gfp

Este trabajo
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3.4. Oligonucleótidos

Tabla 3. Oligonucleótidos utilizados para la generación de la genoteca de variantes de GFP.

Nombre de la construcción Oligonulcleótido directo Oligonucleótido complementario

pBAD30SFIT/01>Met|ATG| 5'-tcgagATGATGATGATGa 5'-ctagtCATCATCATCATc

pBAD30SFIT/02>Trp|TGG| 5'-tcgagTGGTGGTGGTGGa 5'-ctagtCCACCACCACCAc

pBAD30SFIT/03>Phe|TTT| 5'-tcgagTTTTTTTTTTTTa 5'-ctagtAAAAAAAAAAAAc

pBAD30SFIT/04>Phe|TTC| 5'-tcgagTTCTTCTTCTTCa 5'-ctagtGAAGAAGAAGAAc

pBAD30SFIT/05>Tyr|TAT| 5'-tcgagTATTATTATTATa 5'-ctagtATAATAATAATAc

pBAD30SFIT/06>Tyr|TAC| 5'-tcgagTACTACTACTACa 5'-ctagtGTAGTAGTAGTAc

pBAD30SFIT/07>Cys|TGT| 5'-tcgagTGTTGTTGTTGTa 5'-ctagtACAACAACAACAc

pBAD30SFIT/08>Cys|TGC| 5'-tcgagTGCTGCTGCTGCa 5'-ctagtGCAGCAGCAGCAc

pBAD30SFIT/09>His|CAT| 5'-tcgagCATCATCATCATa 5'-ctagtATGATGATGATGc

pBAD30SFIT/10>His|CAC| 5'-tcgagCACCACCACCACa 5'-ctagtGTGGTGGTGGTGc

pBAD30SFIT/11>Gln|CAA| 5'-tcgagCAACAACAACAAa 5'-ctagtTTGTTGTTGTTGc

pBAD30SFIT/12>Gln|CAG| 5'-tcgagCAGCAGCAGCAGa 5'-ctagtCTGCTGCTGCTGc

pBAD30SFIT/13>Asn|AAT| 5'-tcgagAATAATAATAATa 5'-ctagtATTATTATTATTc

pBAD30SFIT/14>Asn|AAC| 5'-tcgagAACAACAACAACa 5'-ctagtGTTGTTGTTGTTc

pBAD30SFIT/15>Lys|AAA| 5'-tcgagAAAAAAAAAAAAa 5'-ctagtTTTTTTTTTTTTc

pBAD30SFIT/16>Lys|AAG| 5'-tcgagAAGAAGAAGAAGa 5'-ctagtCTTCTTCTTCTTc

pBAD30SFIT/17>Asp|GAT| 5'-tcgagGATGATGATGATa 5'-ctagtATCATCATCATCc

pBAD30SFIT/18>Asp|GAC| 5'-tcgagGACGACGACGACa 5'-ctagtGTCGTCGTCGTCc

pBAD30SFIT/19>Glu|GAA| 5'-tcgagGAAGAAGAAGAAa 5'-ctagtTTCTTCTTCTTCc

pBAD30SFIT/20>Glu|GAG| 5'-tcgagGAGGAGGAGGAGa 5'-ctagtCTCCTCCTCCTCc

pBAD30SFIT/21>Ile|ATT| 5'-tcgagATTATTATTATTa 5'-ctagtAATAATAATAATc

pBAD30SFIT/22>Ile|ATC| 5'-tcgagATCATCATCATCa 5'-ctagtGATGATGATGATc

pBAD30SFIT/23>Ile|ATA| 5'-tcgagATAATAATAATAa 5'-ctagtTATTATTATTATc

pBAD30SFIT/24>Pro|CCT| 5'-tcgagCCTCCTCCTCCTa 5'-ctagtAGGAGGAGGAGGc

pBAD30SFIT/25>Pro|CCC| 5'-tcgagCCCCCCCCCCCCa 5'-ctagtGGGGGGGGGGGGc

pBAD30SFIT/26>Pro|CCA| 5'-tcgagCCACCACCACCAa 5'-ctagtTGGTGGTGGTGGc

pBAD30SFIT/27>Pro|CCG| 5'-tcgagCCGCCGCCGCCGa 5'-ctagtCGGCGGCGGCGGc

pBAD30SFIT/28>Thr|ACT| 5'-tcgagACTACTACTACTa 5'-ctagtAGTAGTAGTAGTc

pBAD30SFIT/29>Thr|ACC| 5'-tcgagACCACCACCACCa 5'-ctagtGGTGGTGGTGGTc

pBAD30SFIT/30>Thr|ACA| 5'-tcgagACAACAACAACAa 5'-ctagtTGTTGTTGTTGTc
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pBAD30SFIT/31>Thr|ACG| 5'-tcgagACGACGACGACGa 5'-ctagtCGTCGTCGTCGTc

pBAD30SFIT/32>Ala|GCT| 5'-tcgagGCTGCTGCTGCTa 5'-ctagtAGCAGCAGCAGCc

pBAD30SFIT/33>Ala|GCC| 5'-tcgagGCCGCCGCCGCCa 5'-ctagtGGCGGCGGCGGCc

pBAD30SFIT/34>Ala|GCA| 5'-tcgagGCAGCAGCAGCAa 5'-ctagtTGCTGCTGCTGCc

pBAD30SFIT/35>Ala|GCG| 5'-tcgagGCGGCGGCGGCGa 5'-ctagtCGCCGCCGCCGCc

pBAD30SFIT/36>Val|GTT| 5'-tcgagGTTGTTGTTGTTa 5'-ctagtAACAACAACAACc

pBAD30SFIT/37>Val|GTC| 5'-tcgagGTCGTCGTCGTCa 5'-ctagtGACGACGACGACc

pBAD30SFIT/38>Val|GTA| 5'-tcgagGTAGTAGTAGTAa 5'-ctagtTACTACTACTACc

pBAD30SFIT/39>Val|GTG| 5'-tcgagGTGGTGGTGGTGa 5'-ctagtCACCACCACCACc

pBAD30SFIT/40>Gly|GGT| 5'-tcgagGGTGGTGGTGGTa 5'-ctagtACCACCACCACCc

pBAD30SFIT/41>Gly|GGC| 5'-tcgagGGCGGCGGCGGCa 5'-ctagtGCCGCCGCCGCCc

pBAD30SFIT/42>Gly|GGA| 5'-tcgagGGAGGAGGAGGAa 5'-ctagtTCCTCCTCCTCCc

pBAD30SFIT/43>Gly|GGG| 5'-tcgagGGGGGGGGGGGGa 5'-ctagtCCCCCCCCCCCCc

pBAD30SFIT/44>Ser|AGT| 5'-tcgagAGTAGTAGTAGTa 5'-ctagtACTACTACTACTc

pBAD30SFIT/45>Ser|AGC| 5'-tcgagAGCAGCAGCAGCa 5'-ctagtGCTGCTGCTGCTc

pBAD30SFIT/46>Ser|TCT| 5'-tcgagTCTTCTTCTTCTa 5'-ctagtAGAAGAAGAAGAc

pBAD30SFIT/47>Ser|TCC| 5'-tcgagTCCTCCTCCTCCa 5'-ctagtGGAGGAGGAGGAc

pBAD30SFIT/48>Ser|TCA| 5'-tcgagTCATCATCATCAa 5'-ctagtTGATGATGATGAc

pBAD30SFIT/49>Ser|TCG| 5'-tcgagTCGTCGTCGTCGa 5'-ctagtCGACGACGACGAc

pBAD30SFIT/50>Arg|AGA| 5'-tcgagAGAAGAAGAAGAa 5'-ctagtTCTTCTTCTTCTc

pBAD30SFIT/51>Arg|AGG| 5'-tcgagAGGAGGAGGAGGa 5'-ctagtCCTCCTCCTCCTc

pBAD30SFIT/52>Arg|CGT| 5'-tcgagCGTCGTCGTCGTa 5'-ctagtACGACGACGACGc

pBAD30SFIT/53>Arg|CGC| 5'-tcgagCGCCGCCGCCGCa 5'-ctagtGCGGCGGCGGCGc

pBAD30SFIT/54>Arg|CGA| 5'-tcgagCGACGACGACGAa 5'-ctagtTCGTCGTCGTCGc

pBAD30SFIT/55>Arg|CGG| 5'-tcgagCGGCGGCGGCGGa 5'-ctagtCCGCCGCCGCCGc

pBAD30SFIT/56>Leu|TTA| 5'-tcgagTTATTATTATTAa 5'-ctagtTAATAATAATAAc

pBAD30SFIT/57>Leu|TTG| 5'-tcgagTTGTTGTTGTTGa 5'-ctagtCAACAACAACAAc

pBAD30SFIT/58>Leu|CTT| 5'-tcgagCTTCTTCTTCTTa 5'-ctagtAAGAAGAAGAAGc

pBAD30SFIT/59>Leu|CTC| 5'-tcgagCTCCTCCTCCTCa 5'-ctagtGAGGAGGAGGAGc

pBAD30SFIT/60>Leu|CTA| 5'-tcgagCTACTACTACTAa 5'-ctagtTAGTAGTAGTAGc

pBAD30SFIT/61>Leu|CTG| 5'-tcgagCTGCTGCTGCTGa 5'-ctagtCAGCAGCAGCAGc

pBAD30SFIT/C1 5'-tcgagAACTACCACCAGa 5'-ctagtCTGGTGGTAGTTc

pBAD30SFIT/C2 5'-tcgagTGGGAATTCAATa 5'-ctagtATTGAATTCCCAc

*En itálica y minúscula se indican los extremos cohesivos generados por las enzimas XhoI y SpeI.
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Tabla 4. Oligonucleótidos utilizados para el clonamiento de los tRNAGly y tRNATyr.

Nombre del oligonucleótido Secuencia

tRNAglyU5 5'-aattcatctcgaagcgggcgtagttcaatggtagaacgagagcttccc

tRNAglyU5c 5'-gagcttgggaagctctcgttctaccattgaactacgcccgcttcgagatg

tRNAglyU3 5'-aagctctatacgagggttcgattcccttcgcccgctccaatttatcta

tRNAglyU3c 5'-agctttgataaattggagcgggcgaagggaatcgaaccctcgtata

tRNAglyT5 5'-aattctccaggatgcgggcatcgtataatggctattacctcagccttc 

tRNAglyT5c 5'-agcttggaaggctgaggtaatagccattatacgatgcccgcatcctggag

tRNAglyT3 5'-caagctgatgatgcgggttcgattcccgctgcccgctccaagatgtgca 

tRNAglyT3c 5'-agcttgcacatcttggagcgggcagcgggaatcgaacccgcatcatc

tRNAglyV5 5'-aattcagtagtacgcgggaatagctcagttggtagagcacgaccttgc

tRNAglyV5c 5'-accttggcaaggtcgtgctctaccaactgagctattcccgcgtactactg

tRNAglyV3 5'-caaggtcggggtcgcgagttcgagtctcgtttcccgctccaaaatttga 

tRNAglyVc 5'-agcttcaaattttggagcgggaaacgagactcgaactcgcgaccccg 

tRNAtyrV5 5'-aattcttacccctggtggggttcccgagcggccaaagggagcagactgtaaat

tRNAtyrV5c 5'-cggcagatttacagtctgctccctttggccgctcgggaaccccaccaggggtaag

tRNAtyrV3 5'-ctgccgtcatcgacttcgaaggttcgaatccttcccccaccaccatcactttca

tRNAtyrVc 5'-agcttgaaagtgatggtggtgggggaaggattcgaaccttcgaagtcgatga

*En itálica y subrayado se indican los extremos cohesivos generados por las enzimas EcoRI y HindIII.

Tabla 5. Oligonucleótidos utilizados en la presente tesis.

Nombre del oligonucleótido Secuencia

insG_gfp_Fw 5'-gaaataccccacagccccgaaaaagagccagtcagttgctatgagcaaactcgagggcaa

P2_mCherry_Rv 5'-tattcatatgttatttgtagagctcatcca

mcherry_P2_Fw 5'-ctacaaataacatatgaatatcctccttag

insG_p1_Rv 5'-tgaaacgaaataggcatcttggttctgtaatgccagtcaggtgtaggctggagctgcttc

insG_upstream_Fw 5'-acaccagaaccaagattaatgccg

S1sfGFP_3'XhoI_Rv 5'-tgcccattaacatcaccatc

pKK223dir 5'-ctgttttatcagaccgcttc

pKK223inv 5'-atcggctcgtataatgtgtg
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NarJ_EcoRI_5'_Fw 5'-ccggaattc aggaggaatttacc atgatcgaactcgtgatt

NarJ_XhoI_3'_GGC_Rv 5'-ccgctcgag gtgctggccgccggtggtgatattca

NarJ_XhoI_3'_GGA_Rv 5'-ccgctcgag gtgctgtcctccggtggtgatattca

Str_Yam_Fw 5'-gatctgatccaaacaaaacaaaacggggaccccttgcggggtccccaaaaca

Str_Yam_Rv 5'-catgtgttttggggaccccgcaaggggtccccgttttgttttgtttggatca

 glyV_(H1+P1) 5'-gcagaaatgc gaaaattacg aaagcaaaat taagtagtac  gtgcaggctggagctgcttc

 glyX_(H2+P2)  5'-cccgcttggg tggtctgtgc cttacagcac tttcaaattt  catatgaatatcctccttag

glyVXY_upstream 5'-gcatcaggcgatggatgatatc

glyVXY_downstream 5'-cctgaggctgtggataactctg

C3 5'-cagctgaacggtctggttatagg

B-SONglyV 5'-gac tcg aac tcg cga ccc cga cct tgg c

B-SONglyU 5'-gaatcgaaccctcgtatagagcttggg

B-SONglyT 5'-gaatcgaacccgcatcatcagcttgg

SONglyU 5'-gcgggcgaagggaatcgaa

SONglyT 5'-gcgggcagcgggaatcgaa

V7-K12 5'-gtgatccaaccgcaggttcccctac

V43-K12 5'-ccacatgctccaccgc

X15_rRNA 5'-tacgacttcaccccagt

Y12_rRNA 5'-taaggaggtgatccaaccgc

S7_rRNA 5'-agaatgccacggtgaatacg

pre16S_rv 5'-atcagacaatctgtgtgagcac

3.5. Medios y condiciones de cultivo bacteriano 

Todas las cepas utilizadas en este estudio fueron crecidas en los medios de cultivo líquido LB (1 % triptona,

0,5 % extracto de levadura, 0,5 % NaCl),  M9 (47,7 mM Na2HPO4,  22,0 mM KH2PO4,  8,6 mM NaCl,

18,7 mM NH4Cl,  2  mM MgSO4,  0,1  mM CaCl2,  0,4 % glicerol),  M9r  (medio M9 suplementado con

50 µg/mL isoleucina, 50 µg/mL leucina, 50 µg/mL valina), M9-Triptona (M9 suplementado con 0,1 % triptona),

o bajo en fosfato suplementado con aminoácidos (40 mM MOPS, 4 mM Tricina, 50 mM KCl, 10 mM NH 4Cl,

0,2 mM KH2PO4,  0,5  mM MgSO4,  10 µM FeCl3,  0,4  % glucosa,  50 µg/mL histidina,  50 µg/mL arginina,

50 µg/mL prolina, 50 µg/mL leucina, 50 µg/mL treonina, 50 µg/mL isoleucina y 50 µg/mL valina) (Bochner et

al., 1982).
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Luego de la transformación de plasmidios o productos de PCR algunas cepas fueron recuperadas en LB o

SOC (2 % triptona, 0,5 % extracto de levadura, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4 y

20 mM glucosa).

Los cultivos rutinarios en medio sólido se realizaron en medio LB suplementado con 15 g/L agar-agar. Todos

los  cultivos  fueron realizados en  condición  aeróbica a  37  °C,  a  excepción  de las  cepas  transformadas  con

plasmidios de replicación termosensible (pKD46 y pCP20), que fueron crecidos a 30 °C. Cuando fue necesario

eliminar estos plasmidios, las cepas se cultivaron sin antibiótico a una temperatura no permisiva (42 °C). 

Según  se  indica  en  los  experimentos,  a  los  medios  de  cultivo  se  les  agregó  IPTG (100  µM),  glicina

(50 µg/mL), arabinosa (0,4 %) y/o paraquat (250 µM, 700 µM, o 1 mM). En los casos que fue necesario se

agregaron  antibióticos  a  las  siguientes  concentraciones:  ampicilina  100  μg/mL,  kanamicina  50  μg/mL,

cloranfenicol 20 μg/mL.

3.6. Técnicas básicas de biología molecular 

3.6.1. Extracción de DNA cromosomal 

Las cepas se cultivaron en 5 mL de caldo LB (con el antibiótico correspondiente, en caso de contar con

genes de resistencia para su selección) durante toda la noche con agitación a 37 °C. Luego se extrajo DNA

cromosomal  utilizando el  sistema comercial  Wizard® Genomic  DNA Purification Kit (Promega),  según las

indicaciones del fabricante. Brevemente, 1 mL de cultivo saturado fue sedimentado, resuspendido en 600 µL  de

solución de lisis (Nuclei Lysis Solution) e incubado a 80 °C durante 5 minutos. Posteriormente, se incubó a 37 °C

durante  1  hora,  en  presencia  de  20  µg/mL de  RNAsa  A.  Luego,  se  adicionaron  200  µL de  solución  de

precipitación de proteínas (Protein Precipitation Solution), se incubó en hielo durante 5 minutos, y se sedimentó

por centrifugación durante 3 minutos a máxima velocidad. El sobrenadante fue trasladado a un tubo limpio, y se

agregó igual volumen de isopropanol, para la precipitación del DNA. Luego de sedimentar por centrifugación, el

DNA fue lavado con etanol 70 %, secado, resuspendido en 100 µL de solución de rehidratación (Rehydration

Solution), e incubado a 65 °C durante 1 hora. El material extraído se mantuvo a -20 °C.

3.6.2. Extracción de DNA plasmidial 

Las cepas se cultivaron en 5 mL de caldo LB con el antibiótico correspondiente durante toda la noche con

agitación a 30 °C o 37 °C, según corresponda. El total del cultivo fue sedimentado, y se realizó la extracción de

DNA plasmidial utilizando los sistemas comerciales FavorPrep™ Plasmid DNA Extraction Mini Kit (Favorgen)

o  QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen), según las indicaciones del fabricante. Ambos métodos se basan en el

protocolo de extracción de DNA plasmidial mediante lisis alcalina (Birnboim et al., 1979; Ish-Horowicz et al.,
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1981), e incluyen un paso de limpieza en columnas de silicagel. Para mejorar la eficiencia de elución de este

último paso, las columnas fueron incubadas a 50 °C con agua nanopura durante 5 minutos, y luego centrifugadas

a temperatura ambiente, a 14000 x g durante 5 minutos. El material extraído se mantuvo a -20 °C. 

3.6.3. Extracción de RNA total

A partir de un preinóculo en caldo LB o M9-Triptona, las bacterias se cultivaron en 5 mL de caldo LB o

M9r,  respectivamente,  hasta  una  fase  de  crecimiento  exponencial  temprana  (DO600  ~  0,6),  a  37  °C  con

agitación. Una vez alcanzada la DO600 requerida, se tomó 1,5 mL de cultivo bacteriano, se centrifugó durante

1 minuto a 12000 x g a 4 °C, y se descartó el sobrenadante. Las bacterias sedimentadas fueron resuspendidas en

50  µL de  tampón  de  lisis  (80,65  mM Tris  HCl  pH 8,0,  3,23  mM EDTA pH 8,0,  1,61  % SDS,  3,59  %

β-mercaptoetanol) e incubadas a 37 °C por 3 minutos. Se agregó 1,125 mL de TRIzol, y luego se siguieron las

indicaciones del fabricante. Brevemente, se incubó durante 5 minutos a temperatura ambiente, y se agregaron

150 µL de cloroformo. Luego de agitar vigorosamente, la mezcla se incubó a temperatura ambiente durante

2 minutos, para luego ser centrifugada durante 15 minutos a 12000 x g a 4 °C. Luego de trasladar la fase acuosa

de la mezcla a un tubo limpio, se agregó igual volumen de isopropanol, y se incubó por 30 minutos a -20 °C

antes de centrifugar durante 30 minutos a 12000 x g a 4 °C. Finalmente, el RNA sedimentado fue lavado con

etanol  70  %,  secado y  resuspendido en  26  µL de  agua  libre  de  RNasas.  El  material  extraído  se  mantuvo

alicuotado a -80 °C.    

3.6.4. Purificación de DNA de reacciones de PCR y digestiones

Fragmentos  de  DNA provenientes  de  reacciones  de  PCR o  reacciones  de  digestión,  fueron  purificados

utilizando el sistema comercial FavorPrep™ GEL/PCR Purification Kit (Favorgen), según las indicaciones del

fabricante. Aquellas reacciones que tenían como resultado más de un fragmento de DNA, fueron cargadas en

geles  de agarosa (0,7 – 2,0 %) teñidos con  GelRed® (Biotium) 0,5x,  y  separadas de acuerdo a su tamaño

mediante electroforesis. Las bandas de interés fueron cortadas desde el gel, pesadas y procesadas siguiendo las

indicaciones del fabricante.

3.6.5. Electroforesis de ácidos nucleicos en geles de agarosa 

Los geles para la electroforesis se prepararon usando agarosa a concentraciones entre 0,7 y 2,0% en tampón

TAE (Tris-acetato 40 mM pH 8,0, EDTA 1 mM), agregando 0,5x de la tinción GelRed® (Biotium). Las muestras

se mezclaron con 1/6 de volumen de tampón de carga 6x (15% Ficoll-400, 66 mM EDTA, 0,102% SDS, 0,09%

azul de bromofenol, 19,8 mM Tris-HCl pH 8,0) antes de ser cargadas en el gel. Las electroforesis se realizaron a

voltaje constante entre 80 y 100 V. Los resultados de la electroforesis fueron visualizados y fotografiados sobre
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un transiluminador UV, con una cámara digital (Kodak Digital Science DC120 Zoom Digital Camera).

3.6.6. Preparación y transformación de células electrocompetentes

Se utilizó este  método para  transformar  reacciones de ligación de DNA que tuvieron baja  eficiencia al

utilizar  células  quimiocompetentes,  y  para  llevar  a  cabo  los  protocolos  de  recombinación  homóloga  con

productos de PCR. Brevemente, a partir de un preinóculo en caldo LB, las bacterias se cultivaron en 50 mL de

caldo LB, a 37 °C con agitación, hasta una fase de crecimiento exponencial temprana (DO600 ~ 0,6). En el caso

de cepas que contenían el plasmidio pKD46, caldo LB con ampicilina fue inoculado directo desde la placa, y

cultivado a  30  °C con agitación.  Una  vez  alcanzada  la  DO600 requerida,  se  centrifugó el  cultivo  durante

10 minutos a 5000 x g a 4 °C, y se descartó el sobrenadante. Las bacterias sedimentadas fueron resuspendidas en

30 mL de agua nanopura estéril fría, y luego nuevamente centrifugadas 5 minutos a 5000 x g a 4 °C. Este

procedimiento se repitió 3 veces. Finalmente, las células se resuspendieron en 1 mL de agua nanopura estéril.

Paralelamente, el DNA fue dializado en filtros de nitrocelulosa de 0,025 μm de tamaño de poro (Millipore) sobre

agua nanopura, durante al menos 30 minutos. 

Para  la transformación,  se mezcló en cubetas  frías de electroporación con anchura de ranura de 1 mm

(Genesee Scientific) 10 µL de reacción de ligación o 20 μL de productos de PCR, más el volumen de células

electrocompetentes necesario para completar 100 µL de mezcla. Esta última fue sometida a un pulso eléctrico de

2,4 kV en un electroporador  Gene Pulser Xcell (Bio-Rad). Inmediatamente después de la electroporación, se

agregó 1 mL de caldo LB y se incubó a 37 °C por 1 h, sin agitación. Una vez transcurrido este tiempo, las células

transformadas se sembraron en agar LB con los antibióticos correspondientes, y se incubó toda la noche a 37 °C.

3.6.7. Preparación y transformación de células quimiocompetentes

Se prepararon células quimiocompetentes para la transformación de plasmidios y reacciones de ligación de

DNA, con el método de CaCl2 (Cohen et al., 1972). Brevemente, a partir de un preinóculo en caldo LB, las

bacterias se cultivaron en 50 mL de caldo LB, a 37 °C con agitación, hasta una fase de crecimiento exponencial

temprana (DO600 ~ 0,6). Una vez alcanzada la DO600 requerida, se centrifugó el cultivo durante 10 minutos a

2700 x g a 4 °C, y se descartó el sobrenadante. Las bacterias sedimentadas fueron resuspendidas suavemente en

15 mL de una solución fría de 80 mM MgCl2 y 20 mM CaCl2.  Luego de centrifugar durante 10 minutos a

2700 x g a 4 °C y remover el sobrenadante, las células se resuspendieron en 2 mL de 100 mM CaCl2.

Para la transformación, se mezclaron 10 ng de plamidio o 10 µL de reacción de ligación, con 200 µL de

células quimiocompetentes. La mezcla fue incubada durante 30 minutos en hielo, luego se transfirió a 42 °C

durante 90 segundos, y luego se volvió a transferir a hielo durante 1 a 2 minutos. Inmediatamente después de la

transformación, se agregó 1 mL de caldo LB o SOC y se incubó a 37 °C por 1 h, sin agitación. Los plasmidios de

22



Materiales y métodos

origen termosensible, como pKD46 y pCP20, fueron incubados a 30 °C. Una vez transcurrido este tiempo, las

células transformadas se sembraron en agar LB con los antibióticos correspondientes, y se incubó toda la noche

a la temperatura correspondiente (37 °C o 30 °C).

3.6.8. PCR de colonias

Como primer  método  de  verificación  de  clonamiento  en  plasmidios  y  eventos  de  mutagenesis  a  nivel

cromosomal, se realizaron reacciones de PCR a partir de las colonias crecidas en el medio de selección. Para

esto,  parte  de la colonia  fue resuspendida en 100 µL de agua destilada estéril,  calentados a 98 °C durante

15 minutos, y centrifugados a máxima velocidad durante 5 minutos. Estos sobrenadantes fueron utilizados como

templado para la mezcla de reacción, siguiendo las siguientes recetas y programas de temperaturas, según las

instrucciones del proveedor.

Tabla 6. PCR colonia con Pfu DNA polimerasa y programa de temperaturas.

Componentes de la reacción Volumen Concentración T° Tiempo Ciclos
Suspensión bacteriana 2,0 µL -

95 °C 2 min 1 ciclo
Tampón 10 x Pfu* 2,0 µL 1 x
dNTPs [2,5 mM c/u] 2,0 µL 0,25 mM c/u 95 °C 30 s

35
ciclos

Partidor directo [10 µM] 0,1 µL 0,05 µM T° annealing 30 s
Partidor inverso [10 µM] 0,1 µL 0,05 µM 72 °C 1 min/kb
Pfu (DNA pol.)* 0,2 µL - 72 °C 5 min 1 ciclo
Agua 13,6 µL - 4 °C ∞ -

*tampón 10 x Pfu (200 mM Tris-HCl pH 8,0, 100 mM (NH4)SO4, 20 mM MgSO4, 1 % tritón X-100, 1 mg/mL

BSA, 100 mM KCl).

Tabla 7. PCR colonia con Paq 5000 DNA polimerasa y programa de temperaturas.

Componentes de la reacción Volumen Concentración T° Tiempo Ciclos
Suspensión bacteriana 2,0 µL -

98 °C 2 min 1 ciclo
Tampón 10 x Paq5000 2,0 µL 1 x
dNTPs [10 mM c/u] 0,4 µL 0,2 mM c/u 95 °C 20 s

35
ciclos

Partidor directo [10 µM] 0,4 µL 0,2 µM T° annealing 20 s
Partidor inverso [10 µM] 0,4 µL 0,2 µM 72 °C 1 min/kb
Paq 5000 (DNA pol.) [5 U/µL] 0,2 µL 0,05 U/µL 72 °C 2 min 1 ciclo
Agua 13,4 µL - 4 °C ∞ -

3.7. Análisis de cambios en la eficiencia traduccional

Para la determinación de cambios en la eficiencia traduccional, se utilizó un sistema genético con los genes

reporteros  superfold green fluorescent protein (sfGFP) e  itag-mCherry, fusionados transcripcionalmente en el
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plasmidio pS1 (o pBAD30SFIT;  Rojas et al., 2018). Este plasmidio fue utilizado para la construcción de una

genoteca de variantes de GFP, en el sitio de clonamiento entre las enzimas XhoI y SpeI, mediante la hibridación

de los oligonucleótidos complementarios (sección 3.7.1) indicados en la tabla 3 (sección 3.4). Esto permitió

ingresar insertos con sucesiones de cuatro codones idénticos (una variante por cada codón) entre el 5 to y 8vo

codón  del  gen  de  sfgfp.  Los  plasmidios  resultantes  de  esta  genoteca  fueron  purificados,  y  utilizados  para

transformar  células  quimiocompetentes  (sección  3.6.7)  de  la  cepa  E.  coli K12  MG1655.  Finalmente,  se

realizaron cinéticas de la producción de los reporteros fluorescentes para la determinación de cambios en la

eficiencia traduccional de cada uno de los clones, en medio M9r (control) y M9r más paraquat (estrés) (sección

3.7.2). 

3.7.1.  Hibridación y clonamiento de oligonucleótidos complementarios

A partir de oligonucleótidos sintéticos se generaron pequeños insertos de DNA doble hebra con extremos

cohesivos, tal como si estos hubieran sido generados por la digestión de enzimas de restricción. Para llevar a

cabo esto, se fosforiló el extremo 5' de cada oligonucleótido con la enzima polinucleótido quinasa T4 (PNK T4,

NEB) de acuerdo a la siguiente receta, durante 30 minutos a 37 °C. 

Tabla 8. Reacción de fosforilación con PNK T4.

Componentes de la reacción Volúmen Concentración
Oligonucleótido [10 µM] 5 µL 2,5 µM
Tampón PNK T4 10 x (NEB) 2 µL 1 x
ATP [10 mM] 2 µL 1 mM
PNK T4 (NEB) [10 U/µL] 1 µL 0,5 U/µL
Agua libre de nucleasas 10 µL -

Una vez trascurrido el tiempo de reacción, 5 µL de la reacción de un oligonucleótido fueron mezclados con

5 µL de la reacción del oligonucleótido complementario. Esta mezcla fue calentada por 5 minutos a 95 °C en un

bloque termoregulado, y enfriada lentamente en el mismo equipo hasta alcanzar la temperatura ambiente. La

mezcla con los oligonucleótidos hibridados fue diluida en una proporción 1: 6 con agua libre de nucleasas. Esta

mezcla fue utilizada como inserto en la reacción de ligación que se indica a continuación, e incubada a 16 °C

toda la noche. 
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Tabla 9. Reacción de ligación con DNA ligasa T4 .

Componentes de la reacción Volúmen Concentración
Tampón  DNA  ligasa  T4  10x
(NEB)

2 µL 1 x

Inserto 1 µL -
Vector digerido (50 ng) - 2,5 ng/µL
DNA ligasa T4 (NEB) [400 U/µL] 1 µL 0,5 U/µL
Agua libre de nucleasas Hasta 20 µL -

Una vez transcurrido el tiempo de reacción, 10 µL de esta mezcla se utilizaron para transformar células

quimiocompetentes de alguna cepa de clonamiento (E. coli DH5α o E. coli XL1 Blue).

3.7.2. Análisis de cambios en la eficiencia traduccional

A partir  de preinóculos en medio M9-Triptona,  las bacterias se cultivaron en 3 mL de medio M9r con

ampicilina, a 37 °C con agitación, hasta una fase de crecimiento exponencial temprana (DO600 ~ 0,6). Una vez

alcanzada la DO600 requerida, una alícuota de 50 µL del cultivo fueron diluídos en 150 µL de medio M9r

fresco, suplementado con 0,4 % arabinosa y 250 µM de paraquat (concentraciones finales), en placas oscuras de

96  pocillos  con  fondo  óptico  (Thermo).  Las  placas  fueron  medidas  durante  12  horas  en  un

espectrofotómetro/fluorímetro de placas (INFINITE M200PRO, TECAN) a 37 °C, intercalando agitación orbital

(142 rpm, 6mm amplitud,  4 minutos),  agitación lineal  (296 rpm, 6 mm amplitud,  4 minutos),  medición de

DO600 e intensidad de fluorescencia de GFP (Ex. 480±4,5 nm, Em. 515±10 nm) y mCherry (Ex. 555±4,5 nm,

Em. 600±10 nm), en ciclos de 10 minutos.

Para análisis adicionales con los codones de glicina, se introdujeron algunos cambios en el experimento,

tales como la utilización de medio M9r para los preinóculos, una mayor concentración de paraquat (700 µM), y

la suplementación de 50 µg/mL de glicina, cuando está indicado.

Para el análisis de los datos, se sustrajeron los valores de fluorescencia intrinseca de GFP y mCherry de

acuerdo al número de células (DO600), a partir de la curva de fluorescencia versus DO600 realizada con la cepa

E.  coli K12 MG1655 transformada con el  plasmidio pBAD30.  Los datos  de eficiencia  traduccional  fueron

expresados como la razón GFP/mCherry.

3.8. Predicción de estructura secundaria del extremo 5' de los mRNA

Para realizar la predicción de estructura secundaria y estabilidad, se utilizaron los primeros 150 nucleótidos

de cada transcrito (región 5' no codificante y región codificante) y fueron analizados en el servidor en línea

“RNAalifold WebServer” (http://rna.tbi.univie.ac.at//cgi-bin/RNAWebSuite/RNAalifold.cgi) (Bernhart et

al., 2008). Posteriormente, las estructuras predichas fueron convertidas de notación  Dot-Bracket a la notación
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BEAR  (Brand  nEw  Alphabet  for  RNAs)  (Mattei  et  al.,  2014),  y  comparadas  una  a  una  en  el  servidor

“Web-Beagle” (http://beagle.bio.uniroma2.it/) (Mattei et al., 2015). Finalmente, se utilizó el  software Rstudio

para realizar el agrupamiento de estructuras utilizando el algoritmo K-means (MacQueen, 1967). 

3.9. Verificación de regulación de la traducción en genes con alto porcentaje de codones GGA

Para realizar el análisis de cambios en la eficiencia de la traducción, asociados a codones de glicina en el

contexto de genes silvestres de  E. coli,  se construyó una fusión traduccional del operón  gfp-mCherry al  gen

insG, el cual posee un alto contenido de codones GGA. Para realizar esta fusión a nivel cromosómico, se utilizó

un método de recombinación homóloga con productos de PCR (Figura 5).

Figura 5. Representación esquemática de la construcción de fusiones cromosomales a gfp-mCherry. En una primera

etapa se muestra como fue generado el producto para la recombinación mediante SOE-PCR (splicing by overlap extension

PCR), y posteriormente fue utilizado el método de recombinación homóloga con productos de PCR. Las flechas rojas y

negras en la parte superior, representan los partidores utilizados para la reacción de PCR.
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3.9.1. Construcción de productos de PCR para la generación de fusiones traduccionales

Primero se generaron dos productos de PCR de manera independiente. El primero de ellos corresponde a un

producto  que  contiene  los  genes  gfp y  mCherry.  Para  esto  se  utilizaron  los  partidores  insG_gfp_Fw  y

P2_mCherry_Rv, los cuales hibridan con los primeros 20 nucleótidos de gfp  y con los últimos 20 nucleótidos de

mCherry, adicionando 40 nucleótidos de la región río arriba del codón de detención de insG y 10 nucleótidos de

la región P2 presente en el otro producto de PCR, respectivamente. El segundo producto de PCR corresponde a

la amplificación del cassette de resistencia a cloranfenicol desde el plasmidio pLZ01 (Blondel et al., 2013). Para

esto se utilizaron los partidores mcherry_P2_Fw e insG_p1_Rv, los cuales hibridan con 20 nucleótidos de la

región P2 y P1 (que flanquean el cassette de resistencia) adiciona 10 nucleótidos del extremo del otro producto

de PCR y 40 nucleótidos río abajo del codón de detención de  insG, respectivamente (Figura 5).  Para ambas

reacciones se utilizaron las mismas condiciones de reacción, las cuales se indican a continuación.

Tabla 10. Reacción de PCR Herculase II Fusion y programa de temperaturas.

Componentes de la reacción Volumen Concentración T° Tiempo Ciclos
DNA (30 ng) 2,0 µL -

95 °C 1 min 1 ciclo
Tampón 5 x Herculase II Fusion 13,0 µL 1 x
dNTPs [10 mM c/u] 1,65 µL 0,2 mM c/u 95 °C 20 s

25
ciclos

Partidor directo [10 µM] 1,65 µL 0,2 µM 58 °C 20 s
Partidor inverso [10 µM] 1,65 µL 0,2 µM 72 °C 90 s
Herculase II Fusion 0,65 µL - 72 °C 2 min 1 ciclo
Agua 44,5 µL - 4 °C ∞ -

Estos productos de PCR fueron purificados, mezclados en concentraciones equimolares, y utilizados como

templado  para  fusionarlos  en  un  único  producto  de  PCR,  mediante  splicing  by  overlap  extension  PCR

(SOE-PCR) con los partidores  insG_gfp_Fw e insG_p1_Rv (Horton et al., 1989). Para esto se realizaron dos

reacciones.  En la primera de ellas se mezclaron ambos productos de PCR sin partidores,  para promover la

hibridación y extensión de las cadenas, y en la segunda se agregaron partidores para promover la producción

exponencial del producto fusionado.

Tabla 11. Reacción de SOE-PCR (reacción 1) y programa de temperaturas.

Componentes de la reacción Volumen Concentración T° Tiempo Ciclos
DNA 1 (120 fmol) - -

95 °C 1 min 1 ciclo
DNA 2 (120 fmol) -
Tampón 5 x Herculase II Fusion 4,0 µL 1 x 95 °C 20 s

35
ciclos

dNTPs [10 mM c/u] 0,5 µL 0,2 mM c/u 58 °C 20 s
Herculase II Fusion 0,4 µL - 72 °C 90 s
Total 20 µL 72 °C 2 min 1 ciclo
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Tabla 12. Reacción de SOE-PCR (reacción 2) y programa de temperaturas.

Componentes de la reacción Volumen Concentración T° Tiempo Ciclos
DNA reacción 1 5,0 µL -

95 °C 1 min 1 ciclo
Tampón 5 x Herculase II Fusion 20,0 µL 1 x
dNTPs [10 mM c/u] 2,5 µL 0,2 mM c/u 95 °C 20 s

30
ciclos

Partidor directo [10 µM] 2,5 µL 0,2 µM 58 °C 20 s
Partidor inverso [10 µM] 2,5 µL 0,2 µM 72 °C 2 min
Herculase II Fusion 1,0 µL - 72 °C 5 min 1 ciclo
Agua 66,5 µL - 4 °C ∞ -

3.9.2. Incorporación de productos de PCR mediante recombinación homóloga

Se transformó la cepa E. coli K12 MG1655 con el plasmidio pKD46 como se indica en la sección 3.6.7. Esta

cepa transformada fue crecida en 50 mL de caldo LB con ampicilina, a 30 °C con agitación. Una vez que el

cultivo alcanzó una DO600 de ~ 0,3,  fue suplementado con 10 mM de L-arabinosa.  Luego se continuó su

crecimiento hasta una DO600 ~ 0,6, y se electrotransformó con se indica en la sección 3.6.6, con el producto de

PCR  preparado  previamente.  Los  clones  verificados  mediante  PCR  de  colonias  con  los  partidores

insG_upstream_Fw y S1sfGFP_3'XhoI_Rv, fueron transducidos a un background genético limpio de E. coli K12

MG1655, haciendo uso de bacteriófago P1vir (Sauer, 2011).

Para eliminar el  cassette de resistencia a cloranfenicol,  las cepas fueron transformadas con el plasmidio

pCP20 y seleccionadas en placas de agar LB con ampicilina. Este plasmidio contiene el gen que codifica la

recombinasa FLP, la cual reconoce los sitios FRT que flanquean el  cassette de resistencia y cataliza el corte y

ligación de los extremos generados, dejando como cicatriz una copia del sitio FRT. Posteriormente, se eligieron

al azar algunas de las colonias obtenidas y se sembraron en placas con ampicilina, e incubaron a 30 °C durante

toda la noche. Estas colonias fueron resembradas por duplicado en placas sin antibiótico, e incubadas a 42 °C

durante toda la noche. Esto fue repetido hasta obtener colonias sensibles a ampicilina y cloranfenicol.

3.9.3. Cuantificación de reporteros fluorescentes a partir de extractos de proteínas

A partir de preinóculos en medio M9r, se cultivaron en 50 mL de medio M9r con ampicilina, a 37 °C con

agitación, hasta una fase de crecimiento exponencial temprana (DO600 ~ 0,6). Una vez alcanzada la DO600

requerida,  se  retiró  la  mitad  del  cultivo  y  se  centrifugó  10  minutos  a  7000  x  g.  Estos  cultivos  fueron

resuspendidos en 1 mL de PBS, sonicados y centrifugados durante 2 minutos a máxima velocidad. Al cultivo

restante se agregó 700 µM de paraquat y se incubó a 37 °C con agitación durante 2 horas. Transcurrido este

tiempo, el cultivo fue tratado de igual manera que el cultivo control. Finalmente, se determinó la concentración

de  proteínas  mediante  el  método  de  Bradford,  y  la  intensidad  de  fluorescencia  de  los  reporteros  GFP

(Ex. 480±4,5 nm, Em. 515±10 nm) y mCherry (Ex. 555±4,5 nm, Em. 600±10 nm).
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3.10. Verificación de regulación de la traducción en genes con repeticiones de codones GGA

Para realizar el análisis de cambios en la eficiencia de la traducción asociados a codones de glicina en el

contexto de genes silvestres de E. coli, se construyó una fusión traduccional de un gen con sucesiones del codón

GGA al gen de gfp, en el vector pS1. Para llevarlo a cabo, se amplificó la secuencia del gen narJ desde DNA

genómico  de  E. coli K12  MG1655  utilizando  las  parejas  de  partidores  NarJ_EcoRI_5'_Fw  y

NarJ_XhoI_3'_GGC_Rv,  y  NarJ_EcoRI_5'_Fw  y  NarJ_XhoI_3'_GGA_Rv.  Esta  combinación  de  partidores

permitió amplificar la secuencia codificante del gen  narJ entre el codón de inicio y el codón que precede el

codón de detención, incorporando una secuencia de corte para la enzima EcoRI en el extremo 5', y una secuencia

de corte para la enzima  XhoI  en el  extremo 3'.  Con el  uso del  partidor inverso NarJ_XhoI_3'_GGC_Rv se

efectuó la mutación en la sucesión de codones GGA-GGA, cambiándola por GGC-GGC. Para ambas reacciones

se utilizaron las mismas condiciones de reacción, las cuales se indican a continuación.

Tabla 13. Reacción de PCR Herculase II Fusion y programa de temperaturas.

Componentes de la reacción Volumen Concentración T° Tiempo Ciclos
DNA (130 ng) 2,0 µL -

95 °C 2 min 1 ciclo
Tampón 5 x Herculase II Fusion 13,0 µL 1 x
dNTPs [10 mM c/u] 1,65 µL 0,2 mM c/u 95 °C 20 s

30
ciclos

Partidor directo [10 µM] 1,65 µL 0,2 µM 63 °C 20 s
Partidor inverso [10 µM] 1,65 µL 0,2 µM 72 °C 20 s
Herculase II Fusion 0,65 µL - 72 °C 2 min 1 ciclo
Agua 44,5 µL - 4 °C ∞ -

  

Tanto el vector pS1 como los productos de PCR de narJ fueron purificados, digeridos secuencialmente con

las enzimas de restricción EcoRI y XhoI, y posteriormente ligados con la enzima DNA ligasa T4, de acuerdo a

las indicaciones del fabricante.  

Adicionalmente, con el objetivo de reducir los efectos sobre el inicio de la traducción de mCherry producto

de cambios traduccionales en gfp, se incorporó una secuencia que forma una horquilla estable entre los genes de

gfp y mCherry. Esta estructura facilita el desacoplamiento de ribosomas que provienen de la traducción de gfp y

resbalan hasta  mCherry, promoviendo su inicio de la traducción (Yamamoto et al., 2016). Esta secuencia fue

incorporada  por  hibridación  y  clonamiento  de  los  oligonucleótidos  complementarios  Str_Yam_Fw  y

Str_Yam_Rv (sección 3.7.1), entre los sitios de restricción de las enzimas BglII y PciI. 

Para comparar los cambios en la eficiencia traduccional de ambas construcciones, se realizaron mediciones

de la fluorescencia de los genes reporteros de acuerdo a lo indicado en la sección 3.7.2, utilizando medio M9r

para los preinóculos y una concentración de 700 µM de paraquat.
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3.11. Análisis de mutantes de glyVX

Para analizar el efecto traduccional causado por cambios en los niveles de tRNAGly, independiente de efectos

colaterales  causados  por  el  estrés  oxidativo,  se  construyó  una  mutante  con  una  menor  dosis  de  genes  de

tRNAGly
GCC (E. coli K12 MG1655 ΔglyVX::FRT), mediante reemplazo alélico por recombinación de productos de

PCR (Datsenko et al., 2000).

En  primer  lugar  se  amplificó  el  cassette de  resistencia  a  cloranfenicol  del  plasmidio  pLZ01  con  los

partidores glyV (H1+P1) y glyX (H2+P2), los cuales hibridan con 20 nucleótidos de la región P1 y P2 (que

flanquean  el  cassette de  resistencia)  y  40  nucleótidos  río  arriba  y  río  abajo  de  los  genes  glyV y  glyX,

respectivamente (Blondel et al., 2013). Esta reacción fue realizada siguiendo las condiciones que se indican a

continuación.

Tabla 14. Reacción de PCR Herculase II Fusion y programa de temperaturas.

Componentes de la reacción Volumen Concentración T° Tiempo Ciclos
DNA (50 ng) 2,0 µL -

95 °C 1 min 1 ciclo
Tampón 5 x Herculase II Fusion 13,0 µL 1 x
dNTPs [10 mM c/u] 1,65 µL 0,2 mM c/u 95 °C 20 s

35
ciclos

Partidor directo [10 µM] 1,65 µL 0,2 µM 58 °C 20 s
Partidor inverso [10 µM] 1,65 µL 0,2 µM 72 °C 90 s
Herculase II Fusion 0,65 µL - 72 °C 2 min 1 ciclo
Agua 44,5 µL - 4 °C ∞ -

Posteriormente, el producto de PCR fue purificado y transformado de acuerdo a lo indicado en la sección

3.9.2.  La  verificación  de  las  mutantes  fue  efectuada  mediante  PCR  de  colonia  con  los  partidores

glyVXY_upstream, glyVXY_downstream y C3. De acuerdo a como se indica en la sección 3.9.2, la mutación

fue transducida a la cepa silvestre y el cassette de resistencia escindido, dejando una cicatriz FRT en el loci de

los  genes  glyV y  glyX.  Los niveles  de tRNAGly
GCC fueron verificados mediante  Northern blot con la  sonda

B-SONglyV.

Finalmente esta cepa fue transformada con los vectores pBAD30SFIT/40>Gly|GGT|, pBAD30SFIT/41>Gly|

GGC|, pBAD30SFIT/42>Gly|GGA| y pBAD30SFIT/43>Gly|GGG|, y se comparó la eficiencia traduccional de

todos los reporteros de acuerdo a lo indicado en la sección 3.7.2, utilizando medio M9r para los preinóculos.

3.12. Análisis de cepas sobreproductoras de tRNAGly

Dado que en E. coli K12 MG1655 muchos de los genes de tRNAGly son de copia única, la mayoría veces la

deleción de éstos resulta ser  letal  para las bacterias.  En vista que dentro del  grupo de tRNAGly únicamente

podemos hacer ese tipo de análisis para el tRNAGly
GCC, analizamos el efecto de cambios en los niveles de los

tRNA sobre la fisiología de E. coli sobreexpresando los tRNAGly en el vector pKK223-3.    
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3.12.1. Clonamiento de tRNAGly en plasmidio pKK223-3

E. coli K12 MG1655 posee seis tRNA aceptores de glicina codificados en su genoma. Cuatro de estos tRNA

son idénticos (glyV, glyW, glyX y glyY) y reconocen los codones más frecuentes de glicina (GGC y GGU). Los

dos tRNA de glicina restantes reconocen codones de bajo uso, siendo  glyU el que reconoce el codón GGG y

glyT capaz de reconocer GGG y GGA (Chang et al., 2009; Grosjean et al. 2010). Para estudiar el efecto de los

cambios en el nivel de tRNA de glicina en respuesta a estrés oxidativo, se clonó un gen de tRNA para cada

anticodón (glyV, glyU y glyT) entre los sitios EcoRI y HindIII del plasmidio pKK223-3, mediante hibridación de

oligonucleótidos complementarios (sección 3.7.1). Para utilizar como control, se clonó un gen de tRNA aceptor

de tirosina (tyrV) que no presentó cambios en sus niveles frente a estrés oxidativo (Figura 2). 

Los clones (obtenidos previamente en el laboratorio) fueron verificados mediante PCR de colonia, utilizando

los partidores pKK223dir y pKK223inv, y una temperatura de  annealing de 51 °C. De aquellos clones cuyo

inserto  correspondía  al  tamaño  de  los  tRNA,  se  purificaron  los  plasmidios  para  confirmar  la  ausencia  de

mutaciones mediante secuenciación. Luego éstos se utilizaron para transformar la cepa E. coli K12 MG1655 y

realizar los experimentos que se detallan a continuación. 

3.12.2. Curvas de crecimiento

A partir de un preinóculo en caldo LB (inoculado directo desde el stock a -80 °C), se inocularon 5 mL de

caldo  LB  suplementado  con  ampicilina  e  IPTG,   a  37  °C  con  agitación,  hasta  una  fase  de  crecimiento

exponencial  temprana  (DO600  ~  0,7).  Una  vez  alcanzada  la  DO600  requerida,  se  preparó  una  suspensión

bacteriana con 2 DO (en 1 mL). Se utilizaron 50 µL de esta suspensión para inocular 150 µL del mismo medio

de cultivo (control) o medio más 1 mM de paraquat, en placas multipocillo (96 pocillos). Los crecimientos y

mediciones  fueron realizados en un espectrofotómetro de placas  (INFINITE M200PRO, TECAN) a 37 °C,

intercalando agitación orbital (142 rpm, 6mm amplitud, 4 minutos) y agitación lineal (296 rpm, 6mm amplitud,

4 minutos),   en ciclos de 10 minutos.

3.12.3. Ensayos de movilidad bacteriana en placa

Para estos ensayos se utilizaron placas con medio semisólido (LB agar 0,3%), suplementado con 100 µg/mL

ampicilina y 100 µM IPTG. Cuando se indica, 500 µM de paraquat fueron agregados a las placas. Las placas

fueron preparadas el mismo día de cada ensayo, por lo que fue necesario esperar que el exceso de humedad de la

superficie se evaporara antes de utilizarlas.

A partir de un preinóculo en caldo LB, se inocularon 5 mL de caldo LB suplementado con ampicilina e

IPTG, a 37 °C con agitación, hasta una fase de crecimiento exponencial temprana (DO600 ~ 0,7). Una vez

alcanzada la DO600 requerida, se sedimentó por centrifugación 1,5 mL de cultivo y se preparó una suspensión
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bacteriana de 1 mL con DO600 de 1, y se inocularon las placas con y sin paraquat, con 5 µL de cada cepa. Las

placas fueron incubadas durante 8 horas (control) o 24 horas (paraquat) en una cámara húmeda, a 30  °C. El

diámetro de nado fue medido y expresado como el  tamaño relativo respecto a la cepa transformada con el

plasmidio parental (pKK223-3; cuyo diámetro fue de 62±5 mm en condición control y 19±10 mm en presencia

de paraquat) (Ha et al., 2014).

3.12.4. Determinación de niveles de 5',5'''-P1, P4 diadenosin tetrafosfato (Ap4A)

 A partir de un preinóculo en medio líquido bajo en fosfato suplementado con aminoácidos y ampicilina, se

cultivaron 5 mL del mismo medio suplementado con IPTG, a 37 °C con agitación, hasta una fase de crecimiento

exponencial temprana (DO600 ~ 0,7). Una vez alcanzada la DO600 requerida, 1 mL del cultivo fue mezclado

con ácido perclórico (10% (peso/peso) final) y luego neutralizado con KOH. Al cultivo restante se le  agregó

700 µM de paraquat y se incubó a 37 °C con agitación, durante 2 horas. Transcurrido este tiempo, se tomó una

alícuota de 1 mL y fue tratada de igual manera que la primera. Mediante centrifugación a máxima velocidad

fueron sedimentados los restos célulares y sales de la neutralización (Brevet et al. 1989, Ibba et al., 1999). El

ATP de cada muestra fue removido usando 0,0125 unidades/µL de fosfatasa alcalina (Calf Intestine Alkaline

Phosphatase,  Promega), durante 3 horas a 37 °C. Luego, esta enzima fue inactivada por calor incubando la

reacción a 80 °C durante 1 hora.

Finalmente, para determinar los niveles de 5',5'''-P1, P4 diadenosin tetrafosfato (Ap4A) se mezclaron 15 µL

de muestra, 5 µL de tampón de reacción (250 mM HEPES pH 7,8, 50 mM MgCl 2) y 25 µL de Luciferasa

(CellTiter-Glo  ®  Reagent,  Promega).  Luego  de  incubar  durante  20  minutos  a  temperatura  ambiente  (para

consumir los remanentes de ATP), se agregaron 5 µL de 10 mg/mL de fosfodiesterasa de veneno de serpiente

(fosfodiesterasa I de Crotalus atrox, Sigma P4506) preparada en 100 mM HEPES pH 7,4, 100 mM KCl, 10 %

Glicerol.  La  luminiscencia  proveniente  de  la  producción  de  ATP a  partir  del  Ap4A fue  detectada  en  un

luminómetro de microplacas Luminoskan™ Ascent. La concentración de Ap4A fue estimada a partir de curvas

estándar realizadas con Ap4A comercial.

3.12.5. Determinación de niveles in vivo de aminoacilación

Para determinar los niveles de tRNA aminoacilado in  vivo se realizó una purificación de RNA total en

condiciones  ácidas  y  posteriormente  se  eliminó  el  último  nucleótido  del  extremo  3'  de  los  tRNA

desaminoacilados mediante oxidación con NaIO4 y β-eliminación (Salazar et al, 2004). Estas muestras fueron

resueltas  por  electroforesis  en  geles  desnaturantes  (8M  Urea)  de  poliacrilamida  (10  %),  y  posteriormente

analizadas por Northern blot.
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3.12.5.1. Extracción de RNA total en condiciones ácidas

 A partir de un preinóculo en caldo LB, se tomaron 300 µL de cultivo para inocular 50 mL de caldo LB. Éste

se cultivó a 37 °C hasta una DO600 entre 0,6-0,9. Una vez alcanzada la DO600 requerida, se tomaron 15  mL del

cultivo bacteriano, se centrifugó durante 6 minutos a 10000 x g a 4 °C, y se descarto el sobrenadante. Al cultivo

restante se le agregó 1 mM de paraquat, y se incubó con agitación constante durante 30 minutos a 37  °C. Las

bacterias sedimentadas fueron resuspendidas en 500 µL de 300 mM NaAcO pH 5,2, 1 mM EDTA. Luego de

resuspender las bacterias, se agregaron 500 µL de fenol ácido y se agitó vigorosamente durante 10 minutos a

4 °C. La mezcla fue centrifugada durante 6 minutos a 10000 x g a 4 °C. Luego se tomaron 500 µL de la fase

acuosa y se mezclaron con 1 mL de etanol absoluto, para precipitar los ácidos nucleicos. Estas muestras fueron

incubadas durante  30 minutos a -80 °C. En este intervalo se tomaron 15 mL del  cultivo sometido a  estrés

oxidativo y se trató de igual manera que la fracción anterior. Una vez transcurridos los 30 minutos, las muestras

a -80 °C fueron sedimentadas por centrifugación a 20000 x g durante 20 minutos, lavadas con una solución

75 % etanol, 10 mM NaAcO PH 5,2, y resuspendidas en 50 µL de agua nanopura (saturada de CO2 atmosférico).

De esta última, se tomó una alícuota de 25 µL y se mezcló con 1,42 µL de NaAcO 3M pH 5,2 (muestra A),

mientras que los 25 µL restantes fueron mezclados con 6,25 µL de Tris-AcO 1M pH 9,0 (muestra B). La muestra

B fue incubada durante 60 minutos a 37 °C. Posteriormente, la muestra B fue precipitada con 3,13 µL de NaAcO

3M pH 5,2 y 62,5 µL de etanol absoluto, e incubada durante 30 minutos a -80 °C. Transcurrido este tiempo la

muestra B fue sedimentada por centrifugación durante 20 minutos a 20000 x g a 4 °C, lavada con 70 % etanol,

secada, y resuspendida en 26,4 µL de 160 mM NaAcO pH 5,2. Luego de este tratamiento tenemos una muestra A

que conserva el grado de aminoacilación de sus tRNA y una muestra B totalmente desaminoacilada. 

Desde este punto las muestras A y B fueron tratadas en paralelo. Ambas muestras fueron mezcladas con

4,84 µL de 250 mM NaIO4, e incubadas durante 90 minutos en hielo y oscuridad. Transcurrido este tiempo, se

agregaron 12,97 µL de glucosa 20 %, y se incubó durante 90 minutos más en hielo y oscuridad. Posteriormente,

se agregaron 4,3 µL de 3M NaAcO pH 5,2, 87 µL de etanol absoluto, y se incubó 30 minutos a -80 °C. Las

muestras fueron sedimentadas por centrifugación durante 20 minutos a 20000 x g, resuspendidas en 250 µL de

lisina 0,5 M pH 8,0, e incubadas durante 60 minutos a 45 °C. Luego de agregar 25 µL de NaAcO y 500 µL de

etanol  absoluto,  se  incubó  durante  30  minutos  a  -80°C.  Transcurrido  este  tiempo,  se  centrifugó  durante

20 minutos a 20000 x g, se lavó el sedimento con 70 % etanol, y se resuspenpendió en 15 µL de agua nanopura.

La concentración de RNA total se determinó a partir de la lectura de absorbancia a 260 nm.
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3.12.5.2. Electroforesis en geles desnaturantes

Una vez obtenido el RNA total, la muestra fue resuelta en geles desnaturantes de poliacrilamida (39 cm de

largo, 4 mm de espesor; 10% Acrilamida/Bis 19:1, 0,5X TBE, 0,085 % PSA, 0,171 % v/v TEMED, 8M Urea), el

cual  se  pre-corrió  a  45  Watt (~1200 V)  por  al  menos  20  minutos,  utilizando  tampón  0,5X TBE (45  mM

Tris-borato, 1 mM EDTA). Paralelamente, las muestras de RNA fueron mezcladas con tampón de carga 2X

(8 M urea, 0,025 % azul de bromofenol, 0,025 % xilen cianol, 50 % glicerol, 0,5X TBE), calentadas a 95 °C

durante 2 minutos, e incubadas 1 minuto en hielo. Para analizar los niveles de tRNAGly
GCC (glyV), tRNAGly

UCC

(glyT) y tRNAGly
CCC (glyU), se cargaron 500 ng, 1000 ng y 3000 ng de RNA total, respectivamente. Para iniciar

la corrida de las muestras se utilizó un voltaje de 60 V. Una vez que éstas ingresaron al gel, se subió el voltaje y

se mantuvo una potencia constante de 45  Watt durante toda la corrida. Una vez terminada la electroforesis se

realizó la electrotransferencia a una membrana de Nylon, utilizando tampón 0,5X TBE a 20 V durante 2 horas

15 minutos. Finalmente, las muestras de RNA fueron fijadas a la membrana utilizando el equipo UV Stratalinker

2400, para irradiarlas con 120000 µJoules.

3.12.5.3. Northern blot     

Previo a la realización del Northern blot se prepararon las soluciones 20X SSC (3 M NaCl, 300 mM citrato

de sodio) y reactivo de Denhardt's 50X (1 % Ficoll Type 400, 1 % Pilivinilpirrolidona, 1 % BSA fracción V).

Luego  de  fijar  las  muestras  de  RNA a  la  membrana  de  Nylon,  las  membranas  se  incubaron  durante

30 minutos con el tampón de prehibridación (6X SSC, 5X reactivo de Denhardt's, 0,1 % SDS, 100 µg/mL DNA

de Salmón) precalentado a 42 °C. Luego de descartar esta solución, se agregó tampón de hibridación (6X SSC,

0,1 % SDS, 100 µg/mL DNA de Salmón) precalentado a 42 °C y las sondas específicas para cada tRNA. Para

detectar tRNAGly
GCC se utilizó la sonda caliente (radiomarcada con 32P) B-SONglyV a una concentración final de

2,5 nM. Para detectar tRNAGly
UCC se utilizó la sonda caliente B-SONglyT a una concentración final de 37 nM, y

la sonda  fría (no radiomarcada) SON_glyT a una concentración final de 12 nM. Para detectar tRNAGly
CCC se

utilizó la sonda  caliente B-SONglyU a una concentración final de 37 nM, y la sonda  fría SON_glyU a una

concentración final de 12 nM. Luego de incubar las membranas con las sondas toda la noche a 42 °C, se realizó

un lavado fuerte con 2X SSC, 0,1 % SDS, durante 3 minutos a temperatura ambiente. Enseguida se realizaron

dos lavados suaves con 0,1X SSC, 0,1 SDS, durante 15 minutos cada uno a la temperatura de hibridación. Una

vez terminados los lavados, las membranas fueron secadas, envueltas en plástico transparente (Alusa Plast), y

expuestas  en  una  pantalla  de  fósforo  fotoestimulable.  Ésta  fue  revelada  en  un  escáner  láser  Typhoon  900

(GE Healthcare).
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3.13. Estimación de la contribución de cada codón en la traducción de GFP

A partir de los datos del cociente de las intensidades de fluorescencia de GFP y mCherry (GFP/mCherry)

obtenidos para cada uno de los codones en condición control y bajo estrés oxidativo, se estimó la contribución de

cada codón. Para esto se generó un sistema de ecuaciones lineales en que “Y” corresponde a una matriz de una

columna con el valor de la razón GFP/mCherry para cada una de las variantes de GFP. Además se generó una

matriz de 62 columnas y 64 filas, que llamaremos “X”. La primera columna es una constante de valor 1, y las 61

columnas restantes corresponden a la frecuencia o número de repeticiones de cada codón en GFP. Las filas de

esta matriz también corresponden a cada una de las variantes de GFP. 

Para  resolver  este  sistema  de  ecuaciones  primero  se  obtuvo  la  matrix  traspuesta  XT,  a  partir  de  X.

Posteriormente  se calculó el producto entre la matriz X y XT. De esta nueva matriz (X • XT), se obtuvo la matriz

inversa (X • XT)-1. Finalmente, se realizó el producto de las matrices (X • XT)-1, XT e Y, obteniendo una matriz de

una columna y 62 filas. La primera de las filas corresponde al valor de la constante de la ecuación lineal, y las 61

filas restantes corresponden a la contribución en el valor GFP/mCherry de cada codón.

Para  el  modelo  que  utiliza  las  frecuencias  de  cada  codón  en  GFP se  utilizó  un  modelo  lineal  de  la

contribución de cada codón, de modo que los resultados obtenidos luego de resolver el sistema de ecuaciones

corresponde directamente a la contribución de cada codón. Para resolver el sistema de ecuaciones del modelo

exponencial éste debió ser linealizado mediante la aplicación de logaritmo a cada uno de sus factores. Es por

esto que la matriz Y se construyó con el logaritmo natural de los valores GFP/mCherry, mientras que la matrix X

se contruyó con el  cociente entre el  número de repeticiones de cada codón y el  largo de GFP (número de

aminoácidos) menos 1 (codón de inicio).  La resolución del  sistema de ecuaciones nos entrega el  logaritmo

natural de la constantes y la contribución de cada codón en el valor GFP/mCherry.    

3.14. Análisis estadísticos

Los datos se analizaron estadísticamente utilizando el software GraphPad Prism 6.0. Para las comparaciones

entre dos grupos de datos cuya distribución era normal y sus varianzas semejantes,  se utilizó la prueba de

t-student para datos no pareado.  Para la comparaciones entre dos grupos de datos cuya distribución no era

normal, se utilizó el test no paramétrico de los rangos con signo de  Wilcoxon, o  la prueba de  t-student con

conrrección  de  Welch.  Para  analizar  varios  grupos  de  datos  cuya  distribución  era  normal  y  sus  varianzas

semejantes, se utilizó ANOVA de una vía y posterior test de Dunnet para comparaciones múltiples. Para analizar

varios grupos de datos cuya distribución no era normal o sus varianzas eran muy distintas, se utilizó el test no

paramétrico de Kluskal-Wallis y luego de este se realizó la comparación múltiple con el test de Dunn.
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4. RESULTADOS

4.1. Búsqueda de cambios en la eficiencia traduccional de codones bajo estrés oxidativo

4.1.1.Determinación de los efectos del estrés oxidativo sobre la eficiencia traduccional usando el vector pS1

Distintos estudios de cinética traduccional postulan que la iniciación corresponde a la etapa limitante del

proceso de traducción, producto del tiempo requerido para el reconocimiento del mRNA y posterior ensamblaje

del complejo de iniciación (Gualerzi  et  al.,  2015; Hersh et al.,  2014).  Sin embargo,  algunos investigadores

sostienen que eventos que afectan la velocidad de elongación también pueden tener un papel preponderante en la

tasa de síntesis de proteínas. Por ejemplo, factores tales como la estructura del mRNA, velocidad de formación

del  enlace  peptídico,  características  fisicoquímicas  de  los  aminoácidos  del  péptido  naciente,  abundancia  de

aa-tRNA, entre otros (Zhu et al., 2019; Dai et al., 2016; Lu et al., 2008; Rodnina et al., 2016; Hersh et al.,

2014). Esto captó nuestra atención, y quisimos analizar cómo cambios globales gatillados por el estrés oxidativo

podían alterar la velocidad de lectura de los codones que componen el código genético, durante la elongación.

Para  realizar  este  análisis  se  utilizó  un  sistema  bicistrónico  reporteros  fluorescentes:  GFP y  mCherry

(Figura 6A).  Éste  se  encuentra  codificado  en  un  plasmidio  de  bajo  número  de  copias,  bajo  el  control

transcripcional  del  promotor  PBAD.  Este  diseño nos  permite  cuantificar  el  efecto  de  distintos  insertos  en  el

reportero GFP según la intensidad de fluorescencia verde (proporcional a la cantidad de proteína producida y su

tasa de síntesis), al normalizarla por la intensidad de fluorescencia roja del reportero mCherry (proporcional a la

cantidad de mRNA). En la Figura 6B se muestran gráficas representativas de las cinéticas de aparición de los

reporteros  fluorescentes,  luego de su inducción con arabinosa.  En condición control  (medio M9r) podemos

observar que los valores de fluorescencia normalizados por cantidad de células (DO600) son muy bajos en la

primera hora postinducción, pero cercanos a las dos horas éstos incrementan a una tasa constante. Luego de tres

horas, las curvas de fluorescencia alcanzan una meseta que se mantiene en el tiempo. Por otra parte, observamos

que bajo estrés oxidativo la tasa de síntesis de los reporteros cae drásticamente, lo que concuerda con reportes de

una disminución generalizada en el proceso traduccional inducida bajo estrés oxidativo (Zhu et al., 2019). Al

normalizar los valores de GFP por mCherry, eliminamos de nuestro análisis las diferencias ocurridas a nivel

transcripcional  entre ambas condiciones.  Las gráficas GFP/mCherry,  que desde ahora llamaremos eficiencia

traduccional,  muestran un comportamiento asintótico cuyo valor  tiende a la  razón entre  las  velocidades  de

aparición de GFP y mCherry. Dado que los bajos valores de intensidad de fluorescencia previo a las dos horas

contribuyen a  una alta  dispersión en la  razón GFP/mCherry,  y  que luego de las  tres  horas  el  efecto de la

degradación de las  proteínas  toma relevancia,  muchas de las  comparaciones  se  realizaron considerando los

valores de eficiencia traduccional obtenidos a las dos horas de inducción de los reporteros.
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Figura 6. Sistema biscistrónico de genes reporteros. A) Esquema de la fusión transcripcional de los genes gfp y mCherry.

Se muestra el sitio de inserción de secuencias entre el 5to y 8vo codón de gfp. B) Cinética de fluorescencia de GFP (izquierda)

y mCherry (centro)  normalizados  por DO600 y la  razón de éstos  en  el  tiempo (derecha),  luego de su inducción con

arabinosa. Mediciones realizadas en medio M9r y M9r más 250 µM de paraquat.

4.1.2. Análisis sistemático de eficiencias traduccionales bajo estrés oxidativo

Utilizando insertos con sucesiones de cuatro codones idénticos (una variante por cada codón), se construyó

una genoteca con 61 variantes de la proteína GFP (Figura 6), y se analizó la eficiencia traduccional (relación

GFP/mCherry)  de cada una  de  ellas,  en  dos condiciones:  medio mínimo M9r y  estrés  oxidativo  en medio

mínimo M9r  más  250 µM de  paraquat  (concentración utilizada en otros  trabajos  para  el  estudio de  estrés

oxidativo en nuestra misma cepa de estudio). Los resultados obtenidos (Figura 7) muestran que la selección de

un codón altera la velocidad de síntesis de GFP aún cuando dos codones codifiquen un mismo aminoácido. Estas

drásticas diferencias se hacen evidentes en aminoácidos como arginina, serina, prolina y leucina. Por ejemplo,

GFP se produce 7 veces más rápido al usar codones TTG, en lugar de  CTC, aún cuando ambas secuencias

codifican sucesiones de leucina.

Al categorizar los aminoácidos según características fisicoquímicas de sus cadenas laterales, observamos

que los grupos ácidos tienen una baja eficiencia traduccional para todos sus codones en condición control (M9r).

Esta disminución parece no estar vinculada con la frecuencia de uso de los codones de aspartato y glutamato, ya

que sus  porcentajes  de frecuencia  de uso (5,7% y 7,0%,  respectivamente)  en genes  de proteínas  altamente
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expresadas  en  E. coli K12  MG1655  es  similar  a  la  media  de  frecuencia  de  uso  del  total  de  aminoácidos

(5,0±2,9%) (Tabla anexo 1) (Thanaraj et al., 1996). Cuando comparamos los niveles de tRNA descritos en la

literatura,  observamos  que  el  porcentaje  de  isoaceptores  de  aspartato  y  glutamato  (3,7%  y  7,3%,

respectivamente) también es muy próximo a la media del total de tRNA (5,0±3,5%) (Tabla anexo 1) (Dong et

al., 1996). Además, se ha descrito en la literatura que estos tRNA tienen altos niveles de aminoacilación in vivo

(Avcilar-Kucukgoze  et  al.,  2016).  Todo  esto  nos  sugiere  que  la  baja  eficiencia  traduccional  se  debe

principalmente al carácter ácido de los aminoácidos, y no a bajas concentraciones de los aminoacil tRNA.

Figura 7. Análisis de eficiencia traduccional de codones codificantes en  E. coli. Análisis de eficiencia traduccional

(GFP/mCherry) utilizando reporteros  gfp y  mCherry, para estimar cambios traduccionales de los 61 codones codificantes

bajo estrés oxidativo. Todas las mediciones fueron realizadas en medio M9r, tras la inducción de la producción del transcrito

con 0,4% arabinosa, a 37 °C con agitación. La inducción de estrés oxidativo fue efectuada con 250 µM de paraquat, el que

se adicionó al mismo tiempo que la arabinosa en los casos correspondientes. Los aminoácidos fueron agrupados de acuerdo

a sus grupos funcionales.
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Algunos investigadores  han  descrito  que  la  eficiencia  de la  traducción  puede  verse  influenciada  por  la

naturaleza de los aminoácidos del péptido naciente. Por ejemplo, debido a la estructura cíclica de la cadena

lateral  del  aminoácido  prolina,  su  incorporación  en  la  traducción  es  más  lenta  (Pavlov  et  al.,  2009).  Esto

concuerda con nuestros datos de eficiencia traduccional de prolina, que al igual que glicina, posee una menor

eficiencia traduccional que el resto de aminoácidos en condición control (Figura 7) (Chevance et al., 2014;

Balakrishnan et al.,  2014; Avcilar-Kucukgoze et al., 2016). Estas observaciones coinciden con resultados de

ribosome profiling publicados recientemente, donde se observa que los codones de aspartato, prolina y glicina se

traducen a una menor velocidad (aunque los medios de cultivo tenían diferencias importantes respecto a la

disponibilidad de aminoácidos) (Mohammad et al., 2019). Sin embargo, contradicen un fenómeno observado

para aminoácidos con carga. Algunos autores han descrito que en el canal de salida del ribosoma hay una mayor

densidad de cargas negativas, lo cual contribuiría a que péptidos con aminoácidos ácidos tengan una mayor tasa

traduccional que péptidos con aminoácidos básicos, en bacterias (Lu et al., 2008).

Cuando observamos los datos de eficiencia traduccional bajo estrés oxidativo, lo primero que salta a la vista

es una disminución global en las mediciones de los reporteros de casi todos los codones (Figura 7). A esto se

suma un estrechamiento en el rango dinámico de las eficiencias traduccionales de la genoteca. Para confirmar

que en estas condiciones el método permite discriminar distintas velocidades de elongación, se compararon los

datos de la genoteca con las mediciones del control S1. Este corresponde al vector original utilizado para la

construcción de la genoteca, y que fue incluido como control interno en cada una de las réplicas del ensayo.

Dado  el  alto  número  de  réplicas  de  este  control,  podíamos  determinar  si  éstos  correspondían  a  la  misma

población de los datos obtenidos para la genoteca. Sin embargo, al igual que en condición control, bajo estrés

oxidativo  los  valores  de  S1  corresponden  a  una  población  distinta  a  la  genoteca,  y  de  menor  eficiencia

traduccional (Figura 8). Similares diferencias fueron observadas para el control C1, el cual posee un inserto de

cuatro codones elegidos al azar, que incrementó la eficiencia traduccional del reportero.

Producto del estrechamiento en el rango dinámico de los datos obtenidos bajo estrés oxidativo, es difícil

determinar si la disminución generalizada es proporcional para la mayoría de los codones, a través de la mera

búsqueda de correlaciones con los datos en bruto. En la Figura 9A se puede observar cierta linealidad entre los

grupos de datos, pero con una pendiente baja, como se espera por la disminución del rango dinámico. Esto

sugiere que algunos de los cambios inducidos bajo estrés oxidativo enlentecen alguna etapa de la traducción en

que el contenido codogénico es menos relevante, como por ejemplo la iniciación, terminación y/o reciclaje.
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Figura  8.  Distribución  de  las  eficiencias  traduccionales  de  la  genoteca  y  controles.  Histograma  de  frecuencia

normalizada por la moda de las eficiencias traduccionales (x100), obtenidas del análisis de una genoteca de variantes de gfp,

y los controles S1 y C1. Mediciones realizadas en condición control (A) y bajo estrés oxidativo inducido con 250 µM de

paraquat (B). Cada réplica se consideró un valor independiente. Análisis por test de Kluskal-Wallis y posterior comparación

múltiple con test de Dunn.

Figura 9. Distribución de los cambios de eficiencias de traducción de la genoteca entre condición de estrés y control.

A)  Comparación de los  valores  de eficiencia traduccional  (GFP/mCherry)  obtenidos para cada condición: M9r y M9r

suplementado con 250 µM de paraquat. B) Fórmula para el cálculo de delta (Δ), valor que da cuenta de la distancia entre

eficiencia traduccional de cada codón normalizada por la sumatoria de eficiencias traduccionales de los codones sinónimos

de un aminoácido, y el valor que se hubiera obtenido si todos los codones que codifican un aminoácido se tradujeran a la

misma  velocidad.  Este  valor  (término  entre  paréntesis)  es  normalizado  por  el  número  de  codones  sinónimos.

C) Comparación de los delta obtenidos para una condición de estrés oxidativo (paraquat) versus la condición control (M9r).

Las líneas rojas indican la desviación estándar de los valores de delta, graficados respecto a una recta de pendiente 1.
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Para comparar con mayor detalle los cambios de eficiencia traduccional en grupos de codones sinónimos, se

calculó la distancia respecto al valor esperado si todos los codones fueran traducidos a la misma velocidad

(Delta; Figura 9B). Con esto distinguimos tres grupos de codones: un grupo central de 46 codones con una fuerte

correlación  entre  los  datos  de  eficiencia  traduccional  en  ambas  condiciones  de  cultivo  (donde  no  se  vería

afectado cuál es el codón más rápido/lento para un aminoácido), y otros dos grupos de 10 y 5 codones, que se

alejan una o dos desviaciones estándar del grupo central, respectivamente (Figura 9C). Esto se puede interpretar

como cambios globales en la traducción producto del estrés oxidativo inducido con paraquat que afectan un

grupo central de codones, además de cambios que afectan de manera particular la traducción de glicina (GGA,

GGC), leucina (CTC, CTT, TTG), prolina (CCA,  CCT,  CCC,  CCG), arginina (AGG, AGC), serina (TCC) y

treonina (ACT) (subrayados los codones que se alejan más de 2 desviación estándar).

Como se mencionó, la eficiencia traduccional disminuye para la mayor parte de los codones bajo estrés

oxidativo. Sin embargo, algunos codones que mostraron una baja eficiencia traduccional en condición control,

como TCC (serina) y GGA (glicina), mantuvieron sus valores bajo estrés oxidativo, equiparándose a los codones

con mayor eficiencia (Figuras 7 y 10A). Por otra parte, algunos codones de prolina (CCT y CCC) y leucina

(CTC)  incrementaron  su  eficiencia  traduccional  bajo  estrés  oxidativo  (Figuras  7  y  10A).  Estos  resultados

sugieren que parte de la maquinaria traduccional encargada del reconocimiento de estos codones, está sufriendo

alteraciones que compensan la disminución global  de eficiencia traduccional  observada para el  resto de los

codones.

Figura 10. Codones implicados en cambios de la eficiencia traduccional bajo estrés oxidativo. A) Histograma de la

razón GFP/mCherry de la condición de estrés oxidativo (paraquat) sobre GFP/mCherry de la condición control (M9r), para

cada una de las 61 variantes de la genoteca. B) Esquema de codones y tRNA participantes en su decodificación, ya sea por

interacción Watson-Crick y/o wobble. Cada cuadro indica el anticodón del tRNA involucrado y el número de copias en el

genoma (Chan et al., 2009). En rojo se destacan los codones que conservan o incrementan su eficiencia traduccional bajo

condición de estrés, y los anticodones implicados en su traducción.
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Al buscar características comunes entre los codones GGA, TCC y CTC, podemos mencionar que todos ellos

son decodificados únicamente por uno de los isoaceptores del respectivo aminoácido. Si bien estos tRNA a su

vez pueden reconocer otros codones por  wobble, tales blancos cuentan con otros tRNA que participan en su

lectura, lo que minimizaría los efectos en su traducción (Figura 10B) (Näsvall et al., 2007;  Shao et al., 2012).

Esto sugiere que de existir alteraciones en los tRNAUCC
Gly,  tRNAGGA

Ser y tRNAGAG
Leu,  los principales codones

afectados serían GGA, TCC y CTC, respectivamente.

Una situación distinta ocurre para los codones de prolina CCT y CCC, los cuales son decodificados por más

de un tRNA (Figura 10B). Dado que el tRNAPro
UGG  reconoce por interacción Watson-Crick el codón CCA y por

wobble todos los otros codones de prolina, se dificulta ponderar la real participación de este tRNA en el cambio

traduccional de CCT y CCC. En cambio, el tRNAPro
GGG reconoce ambos codones cuya eficiencia traduccional

incrementa  bajo  estrés  oxidativo,  sugiriendo  que  este  tRNA sería  el  probable  responsable  de  los  cambios

observados (Näsvall et al., 2007; Shao et al., 2012).

Este análisis nos sugiere que tRNAGly
UCC, tRNASer

GGA, tRNALeu
GAG y tRNAPro

GGG son posibles blancos de sufrir

alteraciones bajo estrés oxidativo, y que la especificidad de estos efectos traduccionales viene dada por la unión

codón-anticodón.

4.1.3. Relación entre eficiencia traduccional y frecuencia de uso de codones

Al comparar los datos experimentales de eficiencia traduccional con la frecuencia de uso codogénico en

E. coli, los datos muestran una linealidad con pendiente cero (Figura 11A). Esto nos indica que para la mayoría

de los codones no existe una correlación entre frecuencia de uso y eficiencia traduccional, tanto en condición

control  como bajo estrés  oxidativo.  Un caso  que ejemplifica  esta  observación es  el  de  isocodificadores  de

leucina, donde a pesar de tener frecuencias de uso similares la eficiencia traduccional entre los codones CTC y

TTG es muy distinta (Figura 11B). 

Al realizar  esta comparación en grupos de codones sinónimos,  solo algunos aminoácidos muestran una

correlación positiva entre frecuencia y eficiencia traduccional, como es el caso valina y glicina. Sin embargo,

muchos aminoácidos no muestran ninguna correlación, o muestran una correlación distinta a la esperada, como

en el caso de serina que presenta una correlación con pendiente negativa (datos no mostrados).

Además de la falta de correspondencia entre la frecuencia de uso de codones y la eficiencia traduccional

tanto  en  condición  control  como  bajo  estrés  oxidativo,  podemos  identificar  importantes  cambios  en  la

distribución  de  eficiencias  traduccionales  en  grupos  de  codones  isocodificadores.  Este  dinamismo  de  las

eficiencias traduccionales, como la observada para el codón CTC (leucina) (Figura 11B), se contrapone a la idea

de vincular la eficiencia traduccional de un codón a un valor fijo como la frecuencia de uso. Esto reafirma la idea

que  el  CAI  (Codon  Adaptation  Index)  no  es  un  parámetro  adecuado  para  evaluar  el  grado  de  adaptación
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codogénica de un gen, codón por codón (Kudla et al., 2009).

Figura 11. Relación entre los valores de GFP/mCherry obtenidos para cada codón en dos condiciones de cultivo

versus  frecuencia  de  uso  codogénico  en  genes  de  alta  expresión. A)  Comparación  de  los  valores  de  eficiencia

traduccional (GFP/mCherry) obtenidos tras el análisis de la genoteca de GFP y mCherry, versus la frecuencia de uso de cada

codón. B) Comparación de los valores de eficiencia traduccional para codones codificantes de leucina, versus la frecuencia

de uso de cada codón. En ambas figuras las frecuencias de uso de codones provienen del análisis de los genes que codifican

las proteínas más abundantes de E. coli (Thanaraj et al., 1996).

4.1.4. Relación entre eficiencia traduccional y estructura del extremo 5' del mRNA

De forma adicional al efecto de cambios en la velocidad de elongación de la traducción, la variación en la

velocidad de producción de GFP podría derivar de otros efectos de los nucleótidos agregados. Por ejemplo, dado

que las diferencias entre las distintas variantes de  gfp se encuentran cercanas al  extremo 5'  de la secuencia

codificante, éstas pueden afectar la etapa de iniciación como consecuencia de alteraciones en el reconocimiento

del transcrito por parte del ribosoma. Para evaluar esto, se realizaron predicciones de las estructuras secundarias

para  los  primeros  148  nucleótidos  de  cada  transcrito  (42  nucleótidos  de  la  región  no  codificante  y  106

nucleótidos de la región codificante), para luego ser comparados entre si y agrupados de acuerdo a la semejanza

de  sus  estructuras  predichas  más  estables  de  cada  RNA.  Como  resultado  de  ésto,  se  definieron  cuatro

agrupaciones (Figura 12A). La estructura de consenso de dos de ellas (1 y 2) resulta ser muy parecida entre si,

con el codón de inicio y la región variable de los transcritos de gfp expuestos en un bucle, y la región en que se

encuentran  las  secuencias  de  consenso  para  la  unión  del  ribosoma  ocluidas  en  un  tallo.  Sin  embargo,  la

estructura y entropía posicional  (que discrimina regiones de mayor o menor confiabilidad de la predicción)

difiere levemente entre ellas en la zona en que se encuentra el inicio de la secuencia codificante (Figura 12A).

Aunque muy similar a las estructuras de los grupos 1 y 2, la estructura del grupo 3 ocluye parcialmente el acceso

al codón de inicio de gfp y presenta una horquilla adicional río abajo de los codones insertados.

En el caso de la cuarta agrupación la predicción de la estructura secundaria resulta distinta, exponiendo la

secuencia Shine-Dalgarno y la región variable de los transcritos de gfp dentro de un bucle, y el codón de inicio
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ocluido en un tallo (Figura 12A). Al comparar la estabilidad de las estructuras secundarias predichas para los

transcritos  de  cada  agrupación,  no  se  observan  diferencias  entre  ellas  (promedio  de  -38,5±3,5  kcal/mol)

(Figura 12B).

Al  comparar  los  valores  de  eficiencia  traduccional  de  los  transcritos  pertenecientes  a  cada  agrupación,

vemos que no hay diferencias entre ellos tanto para las mediciones realizadas en condición control (medio M9r)

como bajo estrés oxidativo (250 µM de Paraquat) (Figura 12B). Esto nos sugiere que a pesar que podemos

distinguir distintas estructuras entre los extremos 5' de los transcritos de la genoteca de variantes de gfp, estas

diferencias no estarían implicadas en los cambios observados en la tasa de producción de GFP.

Figura 12. Relación entre eficiencia traduccional y estabilidad de las estructuras predichas para el extremo 5' del

transcrito. A) Estructuras secundarias de consenso para cada agrupamiento, obtenidas a partir de las estructuras secundarias

predichas para los primeros 148 nucleótidos de cada transcrito de la genoteca de variantes de GFP. El triángulo rojo indica

el codón de inicio, mientras que el triángulo azul indica posición donde comienza la sucesión de cuatro codones idénticos.

Las  estructuras  son  coloreadas  de  acuerdo  a  su  entropía  posicional.  B)  Comparación  de  los  valores  de  eficiencia

traduccional (GFP/mCherry) obtenidos tras el análisis de la genoteca de GFP y mCherry entre las distintas agrupaciones de

estructura secundaria predicha y su respectiva estabilidad (kcal/mol).
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4.2.  Análisis  de  cambios  traduccionales  en  codones  de  glicina:  búsqueda  de  posibles  causas  y

consecuencias

4.2.1. Traducción de los codones de glicina en respuesta a las condiciones del medio de cultivo

Debido a que algunos análisis previos realizados en el laboratorio daban cuenta de una disminución en la

fracción aminoacilada  in vivo de los tRNAGly bajo estrés oxidativo (Figura 3), quisimos ahondar en el efecto

traduccional de este tipo de estrés sobre la decodificación de los codones de glicina. Como se mencionó, al

comparar la eficiencia traduccional de los cuatro codones de glicina en condición control versus estrés oxidativo

inducido con 250 µM de paraquat, observamos que el codón GGA no presentó la disminución observada para el

resto  de  codones,  igualando  la  eficiencia  traduccional  de  los  codones  más  eficientes  (Figura  7).  Es  muy

importante recalcar que este resultado no significa que la eficiencia traduccional de GGA está aumentando bajo

estrés oxidativo, sino que la eficiencia traduccional de este codón no disminuye tanto como lo hacen los otros

codones de glicina. Este fenómeno se hace más evidente al incrementar a 700 µM la concentración de paraquat

utilizada  para  inducir  estrés  oxidativo  (Figuras  13A y  B).  Al  observar  la  gráfica  de  fluorescencia  de  GFP

normalizada por biomasa (GFP/DO600) bajo condición control, los codones GGT y GGC, codones de glicina

con  mayor  frecuencia  de  uso  en  los  genes  de  alta  expresión  en  E.  coli,  muestran  los  mayores  niveles  de

fluorescencia.  En  cambio  para  los  codones  GGG  y  GGA  se  observa  una  menor  fluorescencia,  en

correspondencia  con su menor  frecuencia  de uso.  Esta  relación se  mantiene al  normalizar  los  datos  por  la

fluorescencia  de  mCherry,  indicando  que  corresponde  a  diferencias  en  la  traducción  del  transcrito  y  no  a

diferencias en su transcripción o estabilidad (Figura 13C). Adicionalmente, la relación GFP/DO600 incrementa

para todos los codones al suplementar el medio de cultivo con el aminoácido glicina, conservando la relación

entre codones rápidos (GGT y GGC) y codones lentos (GGA y GGG). Este incremento reproduce la correlación

positiva  entre  suplementación  de  algunos  aminoácidos  y  eficiencia  traduccional,  observada  en  algunos

experimentos de  ribosome profiling (Hu et al., 2015). Sin embargo, bajo estrés oxidativo la síntesis de GFP

disminuye drásticamente  para  los  codones de glicina (cerca de 8 veces),  exceptuando el  codón GGA cuya

disminución es de 3 veces (Figura 13B).

Esta mayor tolerancia al estrés oxidativo por parte de la maquinaria encargada de la traducción de GGA,

reflejada en sus valores de eficiencia traduccional, tiene como consecuencia que su eficiencia traduccional sea

~25% superior a la de los otros codones de glicina bajo estrés inducido con 700 µM de paraquat, a pesar de ser

un codón lento en condiciones control (Figura 13C). Esto puede significar una adaptación evolutiva que permita

traducir  de manera más eficiente ciertos codones bajo estrés oxidativo.  Además,  este efecto traduccional  es

atenuado al suplementar el medio de cultivo con glicina, sugiriendo que parte de los cambios pueden deberse a
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competencias por la glicina disponible bajo estrés oxidativo (Figura 13C).  Estos resultados concuerdan con

algunas  observaciones  realizadas  por  Subramaniam  et  al., (2013a),  en  que  diferencias  en  la  eficiencia

traduccional  de codones  sinónimos dependía  de las  condiciones  nutricionales  del  ambiente,  desapareciendo

cuando los aminoácidos se encontraban en exceso.

Figura 13. Disminución en los niveles de fluorescencia dependiente de los codones de glicina, bajo estrés oxidativo.  A)

Medición de la intensidad de fluorescencia de GFP normalizada por DO600 (GFP/DO600). Análisis realizados en medio

mínimo M9r  (M9r),  M9r  más  50  µg/mL de  glicina  (M9r+Gly),  M9r  más  700µM de paraquat  (M9r+Pq)  y  M9r  más

50 µg/mL de glicina y 700 µM de paraquat (M9r+Gly+Pq).  Cada cepa corresponde a una variante de  gfp con cuatro

codones idénticos de glicina según se indica en el gráfico. Bajo cada codón se indica su frecuencia de uso en genes de alta

expresión en E. coli. B) Tabla que muestra las veces de cambio de GFP/DO600 entre condición control y estrés oxidativo

inducido con 700 µM de paraquat.  C) Valores de GFP/mCherry para cada construcción, normalizados por el control S1

(plasmidio parental). **** P ≤ 0,0001, *** P ≤ 0,001, ** P ≤ 0,01, * P < 0,05, ANOVA de una vía con test de  Dunnett

versus GGA de cada condición (n≥3).

4.2.2. Regulación de la traducción de codones de glicina en el contexto de genes silvestres

Si  bajo  estrés  oxidativo  inducido  con  700  µM  de  paraquat  está  disminuyendo  menos  la  eficiencia
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traduccional de los codones GGA respecto a la de los codones de glicina de uso más frecuente (GGT y GGC)

(produciendo  un  aumento  relativo),  es  posible  que  se  vea  afectada  la  velocidad  de  síntesis  de  proteínas

codificadas en genes con un alto número de estos codones en el genoma de  E. coli.  Para verificar que este

aumento relativo en la eficiencia traduccional de los codones GGA ocurre en un contexto genético silvestre y

cumple un papel en la respuesta a estrés, se seleccionó un gen con alto contenido de codones GGA y que su

transcrito pudiera ser detectado tanto en condición control como bajo estrés oxidativo, para realizar fusiones

traduccionales y transcripcionales a los reporteros  gfp y  mCherry, a nivel cromosomal. El gen  insG (con un

3,167% de GGA en su secuencia) codifica una transposasa que participa en la transposición del elemento móvil

IS4. Al comparar la eficiencia traduccional de esta construcción entre una condición control y una condición de

estrés, no se observó el aumento predicho para la tradución de insG (Figura 14). Esto puede deberse a que el

efecto traduccional observado para GGA no dependa del porcentaje dentro de la secuencia completa, sino que

dentro de una pequeña región del transcrito, similar al diseño de los genes reporteros utilizados anteriormente

(Figura 14C y D).

Figura 14. Análisis de la regulación traduccional de genes con alto contenido de GGA, con reporteros cromosomales.

A) Esquema del sistema de genes reporteros utilizados para el análisis de la razón GFP/mCherry de genes cromosomales. B)

Tabla con el número y porcentaje de codones GGA para el gen silvestre (insG) y su fusión traduccional al gen reportero

(insG-gfp).  C)  Medición  de  la  intensidad  de  fluorescencia  de  GFP normalizada  por  DO600  (GFP/DO600).  Análisis

realizado a partir de extractos de E. coli insG-gfp mCherry (fusión cromosomal) en condición control y bajo estrés oxidativo

inducido con paraquat 700 µM. D) Razón GFP/mCherry de los mismos extractos.

Alternativamente, se realizó la busqueda de genes de E. coli que contuvieran sucesiones del codón GGA. Es

así que se seleccionó a narJ, gen que codifica una chaperona necesaria para la incorporación de molibdeno a la

nitrato reductasa A (NRA), y que posee un duplete del codón GGA (Blasco et al., 1998). Se ha descrito que la

47

SD SDinsG            gfp mCherry

Promotor 
silvestre

gDNA
FRT

insG
insG-gfp

AAs
442
685

GGA
14
23

%GGA
3,167
3,158

insG-gfp
0

20

40

60

80

100

120

140

160 M9r

Pq
G

F
P

/m
C

he
rr

y

insG-gfp
0,0

1,0

2,0

3,0

4,0

5,0 M9r

Pq

(G
F

P
/D

O
60

0)
 

x1
00

00
00

A

B C D



Resultados

NRA es utilizada para la respiración durante el crecimiento anaeróbico de E. coli en presencia de nitrato (Berks

et al.,  1995).  Si bien no existe una clara relación entre su actividad y la respuesta a estrés oxidativo se ha

observado que NRA en una importante fuente de óxido nítrico y consecuente nitrosilación de proteínas, daño que

es aminorado por la regulación de OxyR (Seth et al., 2012). Por otra parte se ha observado que en condiciones de

crecimiento aeróbico la NRA tendría una actividad telurito reductasa que contribuiría a la resistencia de este

metaloide (Avazéri et al.,  1997).  narJ se fusionó traduccionalmente a  gfp en el sistema de genes reporteros

utilizado anteriormente,  para comparar la eficiencia traduccional entre  narJ-gfp(GGA) y una construcción en

que el duplete GGA fue reemplazado por GGC, narJ-gfp(GGC). Sin embargo, al igual que para insG-gfp, no se

observaron diferencias traduccionales bajo estrés oxidativo inducido con 250 µM o 700 µM de paraquat (datos

no mostrados). Dado que los efectos traduccionales de glicina fueron observados en un reportero con cuatro

sucesiones de GGA, y en el genoma de  E. coli únicamente encontramos dupletes de GGA, se trabajó en la

mejora de la sensibilidad del sistema de dobles reporteros fluorescentes.

Si parte de la iniciación de mCherry ocurre a través del mecanismo de resbalamiento de ribosomas, descrito

en policistrones (Yamamoto et al., 2016), su intensidad de fluorescencia dependerá de los niveles traduccionales

de gfp, ocasionando una subestimación en las diferencias de eficiencia traduccional (GFP/mCherry). Para evitar

la posible dependencia entre la traducción de mCherry y gfp, se incorporó una secuencia palindrómica entre gfp

y  mCherry,  la  cual  genera una horquilla capaz de detener y promover  el  desacoplamiento de ribosomas al

terminar la traducción de gfp, evitando su resbalamiento (Yamamoto et al., 2016).

Para probar la efectividad de la horquilla, se introdujo en el vector parental S1 y en las variantes de GFP con

sucesiones  de  codones  de  leucina  (CTC y  CTG,  de  alta  y  baja  frecuencia  de  uso).  Al  comparar  la  razón

GFP/mCherry de las construcciones, se observa un mayor rango dinámico que permite una mayor resolución

entre construcciones (Figura 15B). Además, al comparar la fluorescencia de mCherry (reportero normalizador)

entre  las  distintas  construcciones  (S1,  Leu  CTC  y  Leu  CTG),  se  observan  valores  más  homogéneos

(Figura 15C).  Estos resultados sugieren que los valores de mCherry se independizaron de la traducción del

primer cistrón, mejorando la sensibilidad del sistema de reporteros.

Haciendo uso del vector S1 modificado, se realizaron las fusiones narJ-gfp(GGA) y narJ-gfp(GGC), para

comparar  sus  eficiencias  traduccionales  bajo  estrés  oxidativo  (Figura  15A).  Al  comparar  la  eficiencia

traduccional del gen narJ-gfp respecto a una variante en la que los codones GGA fueron reemplazados por GGC

(codón sinónimo con alta frecuencia de uso), no se observaron diferencia en condición control. Sin embargo, la

eficiencia traduccional del vector con codones GGC disminuyó (51,5%) bajo estrés oxidativo en mayor medida

que  el  gen  con  un  duplete  GGA (29%)  (Figura  15D).  Esto  nos  indica  que  el  efecto  traduccional  visto

previamente para el codón GGA de glicina, también es observable en el contexto de un gen silvestre, planteando

la existencia de una regulación de la traducción a nivel de la elongación de los codones de glicina bajo estrés
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Figura 15. Alteración en la traducción de codones de glicina en un contexto silvestre.  A) Esquema de los vectores

modificados  utilizados  para  el  análisis   de  la  razón  GFP/mCherry  de  fusiones  a  narJ.  B) Comparación  de  la  razón

GFP/mCherry entre vector pS1 y pS1 modificado, con distintos insertos. C) Coeficiente de variación de la fluorescencia de

mCherry, entre los vectores pS1 y pS1 modificado, con distintos insertos.  D) Análisis de la razón GFP/mCherry de las

fusiones  narJ-gfp(GGA) y  narJ-gfp(GGC), bajo  condición  control  y  bajo  estrés  oxidativo  inducido  con  700  µM  de

paraquat.

4.3. Consecuencias de las alteraciones en los niveles de tRNA  Gly

4.3.1. Cambios en la eficiencia traduccional de los codones de glicina producto de la reducción de tRNAGly 

Previo  al  desarrollo  de  esta  tesis,  antecedentes  de  nuestro  laboratorio  indicaban  la  existencia  de  una

disminución de los niveles de tRNAGly aminoacilable, en E. coli tras inducir estrés oxidativo con paraquat. Esto

hace suponer que los cambios en la eficiencia traduccional observada para los codones de glicina bajo estrés

oxidativo pueden deberse a una disminución diferencial en los niveles de tRNA aminoacilable de los distintos

isoaceptores  de  glicina.  Para  generar  una  disminución  en  los  niveles  de  tRNAGly independiente  del  estrés

oxidativo, se generó una mutante en la que se reduce la dosificación del tRNAGly
GCC.  E. coli cuenta con cuatro

copias del gen que codifica este tRNA: tres de ellas en un operón (glyVXY), y otra copia (glyW) en un operón

junto a los tRNA de cisteína (cysT) y leucina (leuZ). Mediante recombinación homóloga de productos de PCR

(Datsenko  et  al.,  2000),  se  construyó la  mutante  E.  coli  ΔglyVX::FRT,  para  reducir  los  niveles  basales  de

tRNAGly(Figura 16A). Esta  estrategia no puede ser utilizada con los otros isoaceptores de tRNAGly ya que se
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encuentran codificados por una sola copia del respectivo gen.

Al comparar el crecimiento de la mutante en medio mínimo M9r y medio M9r suplementado con glicina se

observamos un retardo en la curva de crecimiento (Figura 16B). Resulta difícil explicar esta disminución en la

tasa de crecimiento, ya que la suplementación de glicina promueve el crecimiento de la cepa parental (datos no

mostrados). Sin embargo, dado que glicina es un aminoácido que participa en distintas rutas del metabolismo

bacteriano,  la  disminución  en  los  requerimientos  del  aminoácido  para  aminoacilación  de  tRNAGly podrían

promover la acumulación de otros metabolitos que resulten tóxicos para la bacteria. Paralelamente a los defectos

en la tasa de crecimiento, se observa una disminución en la traducción de GFP, mayormente en los codones GGT

y GGC (Figura 16C). Cuando comparamos la síntesis de los reporteros de codones de glicina podemos observar

una fuerte disminución en la traducción de los codones GGT y GGC (ambos decodificados por tRNAGly
GCC),

alcanzando niveles de traducción cercanos a los codones GGA y GGG, respectivamente (Figura 16C y D). Esto

sustenta  la  propuesta  que  cambios  diferenciales  en  los  niveles  y/o  actividad  de  los  tRNA Gly pueden  ser

responsables de cambios en la eficiencia traduccional de los codones de glicina bajo estrés oxidativo.

Figura 16.  Eficiencia  traduccional  de  codones  de  glicina  en  una mutante  con  menos  tRNAGly
CCG. A)  Niveles  de

tRNAGly
GCC determinado mediante  Northern blot en la  cepa  E. coli ΔglyVX::FRT.  B)  Curva de crecimiento de la  cepa

parental con el plásmido sin la adición de ningún codón (E. coli ΔglyVX::FRT/pS1) en presencia y ausencia de glicina.

C) Medición de intensidad de fluorescencia de GFP normalizada por el número de células (GFP/DO600).  D) Relación

GFP/mCherry entre las distintas construcciones génicas de  gfp en la mutante  E. coli ΔglyVX::FRT, en condición control

luego de 2 horas de la inducción transcripcional del reportero.
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4.3.2. Estudio fenotípico de la sobreexpresión de tRNAGly

Dado que dos de los tres tRNA isoaceptores de glicina son de copia única, no pudimos desarrollar una

estrategia genética que permitiera disectar la contribución de cada uno en el proceso traduccional. Es por esto

que  optamos  por  clonar  los  genes  que  codifican  tRNAGly (glyV,  glyT y  glyU)  en  el  plasmidio  pKK223-3

(inducible por IPTG), y hacer una caracterización fenotípica de las cepas que los sobreexpresan. Para evitar que

los efectos fenotípicos surgieran producto de un exceso de tRNAGly, los análisis fueron realizados con la mínima

concentración de IPTG recomendada (100 µM) para este vector. Para la mayoría de éstas no detectamos grandes

diferencias al comparar sus tasas de crecimiento (Figura 17A y B).

Figura 17. Curvas de crecimiento de cepas sobreproductoras de tRNA, bajo estrés oxidativo. Curvas de crecimiento de

las cepas sobreproductoras de tRNAGly
UCC (pGlyT), tRNAGly

CCC (pGlyU), tRNAGly
GCC (pGlyV), tRNATyr

GUA (pTyrV), y la cepa

transformada con el plasmidio parental (pKK223-3), en medio LB suplementado con 100 µg/mL de ampicilina y 100 µM de

IPTG (A),  y bajo estrés oxidativo inducido con 1 mM de paraquat en el  mismo medio de cultivo (B).  C) Tiempo de

duplicación  calculado  en  el  intervalo  de  crecimiento  exponencial  (1-3  horas  para  condición  control  y  2-4  horas  para

condición de estrés). Se muestra la significancia estadística entre pGlyU y todas las otras cepas analizadas. D) Rendimiento

de las curvas luego de 20 horas de cultivo.  **** P ≤ 0,0001, ** P ≤ 0,01, * P < 0,05, ANOVA de una vía con test de

Dunnett.
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En aquella cepa en que indujimos una mayor producción del tRNAGly
CCC (pGlyU), se observa un retardo en el

crecimiento  tanto  en  condición  control (LB)  como bajo  estrés  oxidativo  inducido  con  1  mM de  paraquat

(Figura 17C). Resulta interesante observar que este retardo no se correlaciona con el plateau (rendimiento) de las

curvas, donde este último es idéntico para la cepa  pGlyU y aquella con una sobreproducción del tRNAGly
GCC

(pGlyV) (Figura 17D). Similar contradicción podemos observar para aquella cepa con una sobreproducción del

tRNAGly
UCC (pGlyT),  la cual tiene la misma tasa de crecimiento que  pGlyV,  que el control con el plasmidio

parental  (pKK223-3),  y  que  una  cepa  control  que  sobreproduce  un  tRNA que  no  es  aceptor  de  glicina

(tRNATyr
GUA; pTyrV), pero que tiene un rendimiento en la curva de cultivo menor al de las otras cepas tanto en

condición control como bajo estrés oxidativo (Figura 17C y D).

Al contrario de lo observado al analizar las curvas de crecimiento, en que las diferencias fenotípicas entre las

cepas sobreproductoras de tRNA son independientes del estrés oxidativo, cuando analizamos la capacidad de

nado (swimming) de las mismas, la cepa pGlyV muestra una mayor capacidad de nado únicamente bajo estrés

oxidativo (Figura 18B). Considerando que algunos reportes describen que bajo esta condición de estrés se reduce

la movilidad e incrementa la formación de biopelículas (Gambino et al., 2016), el incremento de tRNAGly
GCC bajo

estrés oxidativo parece evitar que la cepa pGlyV regule dicho cambio de fenotipo. Sin embargo, desconocemos si

esta regulación es ejercida por el tRNA a través de cambios en la traducción u otros mecanismos.

Figura 18. Movilidad de cepas sobreproductoras de tRNAGly, bajo estrés oxidativo. Efecto de la sobreproducción de

tRNAGly en la movilidad sobre medio semisólido (LB agar 0,3%), bajo estrés oxidativo inducido con 500 µM de paraquat.

A) Diámetro del halo de nado de las cepas estudiadas. B) Se muestra el diámetro de cada cepa, normalizado por el diámetro

de la cepa transformada con el plasmidio parental (pKK223-3). *** P ≤ 0,001, * P < 0,05, ANOVA de una vía con test de

Dunnett versus GGA de cada condición (n≥4).

Uno de los mecanismos alternativos a la regulación de la traducción que podría explicar lo observado en

pGlyV, es la formación de 5',5'''-P1, P4 diadenosin tetrafosfato (Ap4A) por parte de la glicil-tRNA sintetasa. La

síntesis  de  Ap4A ocurre  como una  reacción  lateral  a  la  aminoacilación  de  tRNA por  las  aminoacil  tRNA

sintetasas (aaRS) (Figura 19A). En una primera etapa (reversible) las aaRSs activan al aminoácido (aa) por la
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formación del intermediario aaRS•aa~AMP (donde • indica la formación de un complejo y ~ la formación de un

enlace covalente) y liberación de pirofosfato (PPi). Luego el OH del extremo 3' del tRNA ataca al aminoacil

adenilato para formar el aminoacil tRNA. Sin embargo, debido a la elevada concentración de ATP en la célula

(aproximadamente 3 mM en condiciones normales), puede ingresar al sitio activo una segunda molécula de ATP

en reemplazo del PPi. En éste, el fosfato gamma será atacado por el intermediario aaRS•aa~AMP, formando así

el Ap4A en vez del ATP que se formaría al entrar PPi (Goerlich et al., 1982; Wright et al., 2006).

Figura 19. Sobreproducción de  tRNAGly altera los niveles de Ap4A in vivo, bajo estrés oxidativo. A) Estructura del

5',5'''-P1,  P4 diadenosin tetrafosfato (Ap4A) y su mecanismo de síntesis como reacción lateral  a la  aminoacilación de

aminoácidos mediada por aminoacil-tRNA sintetasas. B) Perfil representativo del ensayo enzimático para la cuantificación

de Ap4A a partir de extractos de E. coli sometida a estrés oxidativo inducido con 700 µM de paraquat. Se indica el tiempo

de adición de luciferasa y SVP (Snake Venom Phosphodiesterase), para consumir el ATP remanente e iniciar la formación de

ATP a partir de AP4A, respectivamente. C) Concentración de Ap4A normalizada por DO600 de cada extracto, normalizado

por la producción de Ap4A de la cepa transformada con el plasmidio pKK223-3. * P ≤ 0,05, test de los rangos con signo de

Wilcoxon, valor hipotético=1,0.

Algunos reportes indican que en condiciones de estrés térmico y oxidativo, hay un aumento significativo en

los niveles de Ap4A en  E. coli (Lee et al., 1983). Además, se ha observado que mutantes de  apaH, gen que

codifica una hidrolasa encargada de mantener bajos niveles de Ap4A en condición control, pierden su capacidad

motriz dependiente del flagelo (Farr et al., 1989). Es por esto que una disminución de tRNAGly
GCC activo podría

facilitar la reacción lateral de la glicil-tRNA sintetasa, y a través del Ap4A modular la movilidad bacteriana.

Para analizar esta hipótesis,  se midieron los niveles de Ap4A en las distintas cepas sobreproductoras de
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tRNAGly, mediante un ensayo enzimático que degrada el Ap4A a ATP por acción de fosfodiesterasas presentes en

el veneno de serpiente (SVP, del inglés Snake Venom Phosphodiesterase), para luego ser cuantificado con una

reacción de luminiscencia catalizada por luciferasa (Figura 19B).

Bajo condición control los niveles de Ap4A fueron menores al límite de detección de la técnica en todas las

cepas. Cuando observamos el efecto de la sobreproducción de cualquier tRNAGly,  vemos que se induce una

mayor  producción  de  Ap4A bajo  estrés  oxidativo  inducido  con  700  µM  de  paraquat,  respecto  a  la  cepa

pKK223-3 (Figura  19C).  Esto indica que las  variaciones  en los  niveles  de Ap4A no responden de manera

específica a un tRNA en particular. Además, este resultado es contradictorio a lo esperado, pues nuestra hipótesis

implicaba que al  sobreexpresar los tRNAGly disminuiría la velocidad de reacciones laterales por parte de la

glicil-tRNA sintetasa, reduciendo así los niveles de Ap4A bajo estrés oxidativo. Estudios cinéticos muestran que

la síntesis de Ap4A por fenil y lisil-tRNA sintetasas es inhibida por sus respectivos tRNA. Sin embargo, esta

inhibición no ocurre para la arginil-tRNA sintetasa, y contrario a lo anterior, tRNAVal induce un aumento en la

síntesis de Ap4A por parte de su aaRS (Goerlich et al., 1982). Esto nos indica que se requieren mayores análisis

de la glicil-tRNA sintetasa para entender su papel dentro de la regulación del Ap4A.

4.3.3. Cambios en los niveles de aminoacilación al sobreexpresar tRNAGly

Dada  la  diversidad  de  fenotipos  que  se  observan  al  sobreexpresar  los  genes  codificantes  de  tRNAGly,

decidimos comparar los niveles de aminoacilación in vivo de cada uno, para tratar de explicar estas diferencias.

Brevemente, se realizó una extracción de RNA en condiciones ácidas (para evitar la desaminoacilación de los

tRNA), y luego de una oxidación con periodato del extremo 3' del tRNA y posterior  β-eliminación del último

nucleótido, se cuantificó la fracción de tRNA aminoacilado (protegida por el aminoácido) y desaminoacilado

(expuesta a la sustracción de un nucleótido) mediante Northern blot, luego de su separación por tamaño en geles

de secuenciación.

De manera similar a lo observado previamente en el laboratorio para la cepa E. coli K12 silvestre, la cepa

transformada con el plasmidio pKK223-3 muestra una disminución cercana al 40% en el nivel de aminoacilación

de todos sus tRNAGly, bajo estrés oxidativo inducido con 1 mM de paraquat (Figura 20A). Sin embargo, ante la

sobreproducción de cualquier tRNAGly, la disminución en el nivel de aminoacilación in vivo es menor (cercana al

20%),  y  varía  según  el  tRNA analizado.  Adicionalmente,  a  partir  del  total  de  tRNA (aminoacilado  y

desaminoacilado), se estimaron las veces de cambio en la concentración del tRNA respecto a la cepa con el

plasmidio pKK223-3 (Figura 20B). A través de este análisis, observamos que los tRNA que muestran un mayor

incremento  en  la  concentración  del  tRNA son  aquellos  que  tienen  una  menor  abundancia:  cepa  pGlyT

(tRNAGly
UCC)  y  cepa  pGlyU (tRNAGly

CCC).  Sumado  a  la  sobreproducción  de  los  tRNAGly,  observamos  una

tendencia a la disminución en la concentración de los tRNA que no son sobreexpresados. Estos resultados nos
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sugieren que la sobreproducción de tRNAGly no está saturando la capacidad de aminoacilación de la sintetasa. Si

este fuera el caso, por competencia, observaríamos una fuerte disminución en los niveles de aminoacilación de

los isocodificadores no sobreexpresados.

Figura 20. Aminoacilación  in vivo de aceptores de glicina en cepas sobreproductoras de tRNAGly. A) Se estudió el

efecto de la sobreproducción de los isoaceptores de glicina en el  cambio del  porcentaje de aminoacilación bajo estrés

oxidativo, inducido durante 30 minutos con 1 mM de paraquat. Las cepas fueron denominadas con el nombre del plasmidio

con que fueron transformadas: pKK223-3, pGlyT, pGlyU y pGlyV. Se indica el tRNA bajo análisis, con el nombre del gen

que lo codifica: glyV→tRNAGly
GCC, glyU→tRNAGly

CCC, glyT→tRNAGly
UCC. ** P ≤ 0,01, * p < 0,05, ANOVA de una vía con

test de Dunnett versus pKK223-3 de cada tRNA (n≥3). B) Estimación del nivel del total de tRNAGly, en las distintas cepas

analizadas. Se muestran los niveles de cambio respecto a la cepa transformada con el plasmidio pKK223-3. * P ≤ 0,05, ** P

≤ 0,01, *** P ≤ 0,001, **** P ≤ 0,0001, t-student para una muestra, valor hipotético=0,0.

Si comparamos los cambios a nivel de aminoacilación con los fenotipos observados previamente, vemos que

en la  cepa  pGlyT ocurre  una  disminución  en  el  total  de  tRNAGly
GCC y  su  nivel  de  aminoacilación,  el  cual

decodifica los codones con mayor frecuencia de uso. Esto puede estar relacionado con la disminución en la

síntesis de las proteínas más abundantes de E. coli, lo que podría tener como consecuencia un menor rendimiento

en  las  curvas  de  cultivo  (Figura  17D).  Por  otra  parte,  el  tRNAGly
CCC en  la  cepa  pGlyU mostró  el  mayor

incremento respecto al control, tanto en sus niveles de aminoacilación como en los niveles de tRNA total. Dado

que la eficiencia traduccional de los codones de glicina es bastante más lenta que el resto de los codones del
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código genético  (Figura  7),  este  drástico cambio en el  tRNAGly
CCC podría  generar  cambios  en  la  eficiencia

traduccional del codón GGG. Considerando que glicina y prolina son aminoácidos que comandan gran parte del

plegamiento de las proteínas, un cambio muy drástico en la traducción de GGG puede afectar negativamente la

síntesis de las proteínas, e incidir en la tasa de replicación de la cepa  pGlyU (Figura 17C). Finalmente, no se

observan cambios en la concentración de los tRNA no sobreproducidos en la cepa  pGlyV,  ni en su nivel de

aminoacilación bajo estrés oxidativo que se puedan correlacionar con las alteraciones en la movilidad bacteriana.

4.4. Traducción de mRNA carentes de líder (lmRNA) bajo estrés oxidativo

4.4.1. Análisis de la traducción de mRNA carentes de región líder, bajo estrés oxidativo 

Cuando analizamos los cambios en la eficiencia traduccional de los codones de E. coli bajo estrés oxidativo,

un aspecto que llama la atención es la drástica disminución que afecta de manera transversal a la mayoría de los

codones  (Figura  7  y  21).  A partir  de  estos  datos  no  es  posible  determinar  cuál  de  las  etapas  del  proceso

traduccional es la principal responsable de este cambio. Sin embargo, la mayoría de los autores plantean que la

etapa que tiene mayor impacto en el nivel de traducción, es la iniciación (Dai et al., 2016). Hasta la fecha, se han

descrito tres mecanismos de iniciación de la traducción en bacterias: iniciación canónica, iniciación de mRNA

carentes  de  región  líder  (Leaderless  mRNA o lmRNA),  e  iniciación  por  resbalamiento  de  ribosomas  sobre

transcritos policistrónicos (Yamamoto et al., 2016). Sin embargo, aunque la regulación de la iniciación a través

de factores que regulan el inicio canónico de mRNA ha sido descrita en detalle, son escasos los trabajos que han

abordado el estudio de la regulación de los otros mecanismos de iniciación.

Figura 21. Distribución de las eficiencias de traducción de la genoteca de variantes de GFP en condiciones control y

bajo estrés oxidativo. Histograma de eficiencias traduccionales obtenidas del análisis de una genoteca de insertos en gfp.

Todas las mediciones fueron realizadas en medio M9r con ampicilina, tras la inducción de la producción del transcrito con

0,4% arabinosa, a 37 °C con agitación.
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De acuerdo al modelo canónico de inicio de la traducción bacteriana, la región 3' del rRNA 16S resulta de

gran importancia, pues en ella se encuentra la secuencia  anti-Shine-Dalgarno (aSD). Esta secuencia facilita el

reconocimiento del extremo 5' del mRNA (secuencia líder), donde se encuentra la secuencia  Shine-Dalgarno

(SD) que es complementaria a ésta. Este reconocimiento ayudaría al correcto posicionamiento del codón de

inicio del mRNA en el sitio del peptidil-tRNA (sitio P) de la subunidad menor del ribosoma (Schmeing., et al.,

2009). En el caso de lmRNA, al carecer de secuencia líder el codón de inicio queda sobre o muy próximo al

extremo 5' del mRNA (Ptashne et al., 1976; Vesper et al., 2011; Sauert et al., 2016). Si bien se desconoce el

mecanismo que  permite  el  inicio  de  la  traducción  de  estos  transcritos,  algunos  investigadores  han  logrado

determinar que los lmRNA forman complejos de iniciación con ribosomas completos (70S),  en lugar de la

subunidad 30S (Udagawa et al., 2004; Moll et al., 2004; Vesper et al., 2011). De manera similar, la iniciación

por resbalamiento dependería de la formación de complejos de iniciación con ribosomas 70S. Sin embargo, éstos

provendrían  de  genes  localizados  río  arriba  en  el  transcrito,  puesto  que  este  mecanismo  es  propio  de  la

traducción de policistrones (Yamamoto et al., 2016).

Dado  que  la  iniciación  canónica  y  la  iniciación  de  lmRNA serían  las  principales  formas  de  iniciar  la

traducción al comienzo de un transcrito, quisimos estudiar ambos mecanismos de iniciación en condición control

y bajo estrés  oxidativo.  Para realizar esto,  se  comparó la eficiencia  de traducción de los  reporteros GFP y

mCherry codificados en un transcrito bicistrónico que posee sitios canónicos de unión al ribosoma para ambos

genes reporteros (pSD GFP), versus uno que carece de región líder en su extremo 5' (plmRNA GFP), y por lo

tanto no tiene el sitio de unión al ribosoma en el primer gen (gfp), pero conserva un sitio canónico para el inicio

de la traducción del segundo gen (mCherry) (Figura 22A). Por lo tanto, en ambos plasmidios mCherry inicia su

traducción por el mecanismo canónico, pero gfp inicia mediante mecanismos diferentes: canónico en pSD GFP y

tipo carente de líder en plmRNA GFP.

Al realizar la cinética de producción de proteínas fluorescentes en condición control (M9r) observamos que

aquellos reporteros carentes de región líder (plmRNA GFP) muestran una eficiencia de traducción mucho menor

a la de un transcrito con líder (Figura 22). Esto resulta acorde a lo esperado, pues algunos trabajos en que mutan

esta zona de interacción entre rRNA y mRNA (transcritos con líder), obtienen un menor nivel de traducción

(Velázquez et al., 1991). Esto sugiere que bajo condición control el inicio canónico es mucho más eficiente que

el inicio de lmRNA. Otro aspecto que se puede observar en el reportero plmRNA, es que cuando caen los niveles

traduccionales de GFP, también lo hacen los niveles de mCherry (Figura 22C). Esto nos sugiere que aquellos

fenómenos regulatorios que afecten la densidad de ribosomas sobre un gen, pueden tener efecto en la traducción

de genes río abajo en el mismo transcrito, producto de cambios en su estabilidad y/o el inicio de su traducción

por resbalamiento. Distinto es lo observado bajo estrés oxidativo (M9r más 250 µM de paraquat),  donde la

eficiencia traduccional de los mensajeros sin líder aumenta cerca de 10 veces, incluso superando la eficiencia
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traduccional de los mensajeros con líder (Figura 22E).

Figura 22. lmRNA se traduce de manera más eficiente bajo estrés oxidativo. A) Representación esquemática de los

reporteros con región líder (pSD GFP) y sin región líder (plmRNA GFP). La inducción de los transcritos se efectuó con

0,4% arabinosa en medio M9r o M9r con 250 µM de paraquat (Pq), y los cultivos se realizaron a 37 °C con agitación. Se

obtuvieron las cinéticas de aparición de fluorescencia para GFP (B) y mCherry (C). D) Cinética de la eficiencia traduccional

(GFP/mCherry) de cada reportero.  E) Razón GFP/mCherry en condición control y bajo estrés oxidativo, a las 2 horas de

inducción. F) Área bajo la curva (ABC) de cada reportero en condición control y bajo estrés oxidativo, en el período de 2 a

4 horas post inducción. **** P ≤ 0,0001, *** P ≤ 0,001, * p ≤ 0,05, test no paramétrico Mann-Whitney.

Dado que los valores de mCherry obtenidos bajo estrés oxidativo son muy bajos para el reportero plmRNA,

el análisis de los cocientes GFP/mCherry tiene una dispersión mayor a la observada en experimentos previos.

Teniendo  esto  en  consideración,  realizar  un  análisis  a  partir  de  la  eficiencia  traduccional  (GFP/mCherry)
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observada a las 2 horas puede parecer arbitrario. Para solucionar esto, se realizó la comparación completa de las

curvas GFP/mCherry en el tiempo en el período de 2 a 4 horas a través del análisis de sus áreas bajo la curva

(ABC). Esto se sustenta en que las gráficas GFP/mCherry tienen un comportamiento asintótico que tiende a la

razón de las tasas de síntesis de GFP y mCherry, brindándonos una ventana de análisis mayor (2 a 4 horas post

inducción de la transcripción y del estrés oxidativo, con arabinosa y paraquat respectivamente) Los resultados

obtenidos muestran el mismo incremento en la eficiencia traduccional de lmRNA bajo estrés (Figura 22F).

Dado que para la construcción de los reporteros pSD GFP y plmRNA GFP se modificó el promotor del

plasmidio parental, introduciendo en él un sitio de restricción, fue necesario secuenciar el extremo 5' de los

transcritos de cada reportero, y verificar los sitios de inicio de la transcripción tanto en condición control como

bajo estrés  oxidativo.  Para  esto  se  utilizó el  método  SMART  (Switching Mechanism At  the  5'  end of  RNA

Template), el cual se basa en el cambio de templado que realiza la retrotranscriptasa de MMLV, permitiendo la

incorporación de una secuencia conocida en el extremo 3' (correspondiente al extremo 5' del transcrito) del

cDNA durante la transcripción inversa. Esto permite secuenciar y determinar con exactitud el extremo 5' del

transcrito original (Zhu et al., 2001). De esta manera comparamos los extremos 3' del mRNA de los reporteros,

extraídos de medio mínimo M9r en condición control y bajo estrés oxidativo inducido con paraquat 250 µM.

Dado que los vectores pSD GFP y plmRNA GFP son variantes del vector pS1 en que incorporamos un sitio de

reconocimiento para la enzima de restricción NotI entre las cajas -10 y -35 del promotor BAD (para facilitar los

clonamientos cercanos al sitio de inicio de la transcripción), éste también fue incorporado al análisis (Tabla 15).

La secuenciación de 4 clones de cada cepa mostró una diversidad de extremos 5' de los RNA (producto de la

degradación  in vivo o durante la extracción), por lo que definimos el sitio de inicio de la transcripción más

probable basándonos en el transcrito más largo. Al comparar el inicio de transcripción entre el vector original

(pS1) y el vector pSD GFP, no se observaron cambios entre los transcritos en condición de estrés y el transcrito

de pS1 en condición control.  Lamentablemente,  el  bajo número de clones analizados no fue suficiente para

verificar el extremo 5' del transcrito de pSD GFP en condición control. Sin embargo, ya que éste no presentó

diferencias  bajo  estrés  oxidativo,  asumimos  que  en  condición  control  tampoco sufrió  cambios.  Además,  la

construcción sin región líder (lmRNA) mostró el mismo inicio de transcripción tanto en condición control como

bajo estrés oxidativo. Esto indica que bajo estrés oxidativo no se genera un inicio alternativo de la transcripción,

el cual pudiera agregar una secuencia que facilite el reconocimiento del transcrito. 

Por  otra  parte,  observamos  una diferencia  entre  el  +1 de  transcripción descrito  en  la  literatura  para  el

promotor de nuestro vector parental (PBAD) y el +1 experimental,  diferencia que  llevó a que todas nuestras

construcciones incorporaron la secuencia ATA en el extremo 5'. Si bien el sitio de inicio de la traducción (ATG)

del  transcrito  sin  líder  (lmRNA) no está  exactamente  en el  extremo 5'  del  mRNA como fue originalmente

diseñado, de todos modos corresponde a un lmRNA, dada la cercanía del ATG al extremo 5' y a la carencia de la
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secuencia de consenso Shine-Dalgarno descrita para mRNA canónicos.

Reportero y
condición

Secuencia

pS1- ctrl 5'- ATACCCGTTTTTTTGGGCTAGCGAATTCAGGAGGAATTTACCATGAGCAAACTCGAGGGC...

pS1- pq 5'- ATACCCGTTTTTTTGGGCTAGCGAATTCAGGAGGAATTTACCATGAGCAAACTCGAGGGC...

pSD GFP- ctrl 5'- ATACCCGTTTTTTTGGGCTAGCGAATTCAGGAGGAATTTACCATGAGCAAACTCGAGGGC...

pSD GFP- pq 5'- ATACCCGTTTTTTTGGGCTAGCGAATTCAGGAGGAATTTACCATGAGCAAACTCGAGGGC...

plmRNA GFP- ctrl 5'- ATAATGAGCAAACTCGAGGGC...

plmRNA GFP- pq 5'- ATAATGAGCAAACTCGAGGGC...

Tabla 15. Resultados de la secuenciación de los extremos 5' de los genes reporteros. Secuencia obtenida a partir de RNA

de cultivos en medio M9r, en condiciones control (ctrl) y bajo estrés oxidativo inducido con paraquat 250 µM (pq). En

achurado se indican la región que no fue detectada mediante secuenciación debido al bajo número de clones analizados.

Dado que bajo estrés oxidativo observamos un aumento en la eficiencia traduccional de los reporteros sin

región líder, y que no observamos cambios en el largo del extremo 5' de los transcritos bajo estrés, nuestros datos

sugieren  que  hay  cambios  en  la  maquinaria  traduccional  que  reducen  la  eficiencia  del  inicio  canónico  de

traducción y permiten que el inicio de mRNA sin líder sea más eficiente bajo esta condición.

4.4.2. Análisis de la traducción de mRNA carentes de región líder silvestres, bajo estrés oxidativo

Para evaluar  la eficiencia  traduccional  de los  lmRNA, hemos utilizado el  vector  plmRNA GFP,  el  cual

genera un  mRNA que codifica  gfp y  mCherry, en un transcrito sin líder. Sin embargo, este tipo de transcritos

también se pueden encontrar de manera silvestre en la naturaleza. Por ejemplo, como producto de promotores

alternativos en genes reguladores de los fagos y P2, el transposón Tn1721, o virF en Shigella spp. (Resch et

al.,  1995;  Cortes  et  al.,  2013;  Di  Martino  et  al.,  2016).  Los  primeros  trabajos  que  intentaron  entender  el

mecanismo por el cual son traducidos los lmRNA, fueron realizados con el gen cI del fago . Este gen posee dos

promotores descritos, denominados PRE (promoter for repressor establishment) y PRM (promoter for repressor

maintenance), los cuales generan un transcrito con una región 5' no codificante de 403 nucleótidos y un lmRNA

cuyo extremo 5' corresponde al codón de inicio AUG, respectivamente. Para evaluar los cambios en la eficiencia

traduccional de cI bajo estrés oxidativo, se construyó una fusión traduccional de los primeros 100 codones de cI

a gfp, en el vector plmRNA GFP. De esta manera generamos un lmRNA de similares características al generado

por el promotor PRM (Figura 23A).
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Figura  23.  lmRNA silvestres  se  traducen  de  manera  más  eficiente  bajo  estrés  oxidativo.  A)  Representación

esquemática de la fusión traduccional y transcripcional cI-gfp y mCherry, respectivamente. El reportero genera un transcrito

sin líder, con los 100 primeros codones del gen cI fusionados a gfp. La inducción de los transcritos se efectuó con 0,4%

arabinosa en medio M9r o M9r con 250 µM de paraquat (Pq), y los cultivos se realizaron a 37 °C con agitación. A partir de

las cinéticas de aparición de fluorescencia, se calculó la eficiencia traduccional (GFP/mCherry) a las 2 horas (B) y el área

bajo la curva de las mismas (C), en el período de 2 a 4 horas post indución del reportero. ** P ≤ 0,01, * P ≤ 0,05, test no

paramétrico Mann-Whitney.

Al hacer la comparación de la eficiencia traduccional del lmRNA de  cI-gfp,  observamos que bajo estrés

oxidativo inducido con 250 µM de paraquat hay un aumento en su eficiencia luego de dos horas de inducción,

respecto a la condición control (Figura 23 B). Sin embargo, llama la atención que la diferencia observada a las 2

horas  no  sea  cercana  a  10  veces,  como había  sido  observada  previamente,  y  que  ésta  pierda  significancia

estadística  al  extender  el  análisis  entre  2  y  4  horas  post  inducción (Figura  23C).  Cuando secuenciamos  el

extremo 5' del transcrito, observamos que este vector también incluyó la secuencia ATA en su extremo, y no

sabemos si esto puede afectar de alguna manera la traducción de cI.

4.5. Evaluación del papel de MazF en la traducción de lmRNA

4.5.1. Dependencia de MazF en los cambios traduccionales de lmRNA bajo estrés oxidativo

Como se mencionó, existe una controversia sobre el papel de los sistemas toxina-antitoxina en la traducción

de lmRNA, particularmente respecto al sistema MazEF. Por una parte, un grupo de investigadores ha planteado

que este sistema actúa como regulador traduccional, inactivando parcialmente la maquinaria ribosomal en una

condición  de  estrés,  como  consecuencia  de  la  digestión  de  las  secuencias  aSD  presente  en  rRNA 16S.

Adicionalmente degradaría gran parte de los mRNA, pero en algunos casos la digestión de MazF produciría
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lmRNA. En conjunto,  esto generaría una población de ribosomas de estrés (70SΔ43),  cuya subunidad menor

perdería afinidad por los mRNA con región líder, traduciendo preferentemente lmRNA también producidos por

MazF (Vesper  et  al.,  2011;  Temmel  et  al.,  2017).  En  contraste,  otros  investigadores  han  planteado  que  la

endoribonucleasa MazF no generaría ribosomas 70SΔ43, y su activación bajo condiciones de estrés degradaría de

manera no selectiva rRNA inmaduros y mRNA (Luidalepp et al, 2016; Culviner et al., 2018).

Para  evaluar  si  los  cambios  traduccionales  observados  bajo  estrés  oxidativo  con  nuestro  reportero

plmRNA GFP son  dependientes  de  la  acción  de  MazF,  se  construyó  una  mutante  del  operón  mazEF por

recombinación homóloga con productos de PCR (Datsenko et al., 2000). A partir del análisis de las cinéticas

traduccionales  en  las  cepas  E.  coli K12  silvestre  (K12)  y  E.  coli K12  ΔmazEF::FRT (ΔmazEF),  pudimos

observar que la deleción del sistema toxina-antitoxina MazEF no evita el incremento cercano a 10 veces en la

traducción  del  reportero  plmRNA GFP bajo  estrés  oxidativo  (Figura  24).  Si  bien  se  observa  una  ligera

disminución en la eficiencia traduccional de plmRNA GFP en la cepa  ΔmazEF, esta disminución también se

ocurre para el reportero pSD GFP. 

Figura 24.  mazEF no es esencial para el aumento de eficiencia traduccional de los lmRNA bajo estrés oxidativo.

Eficiencia traduccional (GFP/mCherry) a las 2 horas (A) y área bajo la curva (ABC) de GFP/mCherry en el tiempo (B), en

el período de 2 a 4 horas post indución, de los reporteros pSD GFP y plmRNA GFP en las cepas  E. coli K12 MG1655

silvestre  (K12)  y  E. coli K12  ΔmazEF::FRT (ΔmazEF).  Todas  las  mediciones  fueron  realizadas  en  medio  M9r  con

ampicilina, tras la inducción de la producción del transcrito con 0,4% arabinosa, a 37 °C con agitación. La inducción de

estrés oxidativo se efectuó con 250 µM de paraquat. **** P ≤ 0,0001, *** P ≤ 0,001, ** P ≤ 0,01, * P ≤ 0,05. Análisis por

test de Kluskal-Wallis y posterior comparación múltiple con test de Dunn.

Es importante considerar que entre los sistemas toxina-antitoxina existe una gran redundancia funcional.

Particularmente en el caso de MazEF, se ha descrito que el operón chpBK codifica una endoribonucleasa similar

a MazF, cuya secuencia de reconocimiento ACY (Y=G, A o U) es similar a la secuencia reconocida por MazF
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(ACA). De forma similar a MazF, la producción de la toxina ChpB disminuye la traducción, aunque a un 60% de

los niveles normales (Masuda et al., 2017). Si ambas endoribonuclesas mostraran redundancia funcional en la

generación de ribosomas de estrés (70SΔ43), tal vez se requeriría la mutación de ambas para observar diferencias

a nivel de la traducción de lmRNA bajo estrés oxidativo. Además, prácticamente todos los modelos que han sido

utilizados para la caracterización de MazF como regulador traduccional corresponden a cepas de  E. coli que

sobreexpresan dicha proteína. Esto puede ser causante del enmascaramiento del efecto de otras ribonucleasas en

tales estudios (Vesper et al., 2011; Sauert et al., 2016; Temmel et al., 2017). Por estas razones, los resultados no

nos permiten descartar que MazF tenga alguna incidencia en incremento de la eficiencia traduccional de lmRNA

bajo estrés oxidativo. Sin embargo, si podemos descartar a MazF como único y/o principal factor responsable del

procesamiento necesario para que aumente la traducción de lmRNA bajo estrés oxidativo.

4.5.2. Determinación del papel de MazF en la producción de nuevos lmRNA bajo estrés oxidativo

Debido al  diseño  de  las  construcciones  génicas  utilizadas  anteriormente,  la  totalidad  de  los  transcritos

corresponderá a un mRNA con región líder (pSD GFP) o a un lmRNA (plmRNA GFP). Sin embargo, algunos

autores han propuesto que la endonucleasa MazF participaría en la generación de nuevos mRNA carentes de

líder a partir de transcritos con líder (Vesper et al.,  2011).  Para evaluar esta posibilidad, quisimos comparar

cambios en la eficiencia traduccional de mRNA que han sido descritos como blancos de procesamiento por

MazF (Sauert et al., 2016). 

Recientemente se describieron probables blancos de MazF, con sus respectivos sitios de corte ACA, en cepas

de E. coli que sobreexpresan mazF. Entre éstos, se encuentran 4 genes pertenecientes a los regulones SoxRS y

OxyR: fpr, katG, nepI y zwf (Sauert et al., 2016). Debido a que en la literatura hay datos experimentales sobre el

inicio de transcripción de  katG (Tartaglia et al., 1989), se escogió este gen  para realizar una fusión entre su

transcrito y la región codificante de  gfp,  construcción que incluye la región 5' no codificante de  katG y los

primeros  100  codones  del  gen.  Además,  se  generó  una  mutación  puntual  en  el  sitio  de  corte  ACA

(reemplazandolo por AGA), para obtener un transcrito no procesable por MazF (Figura 25A). Al analizar la

razón  de  las  fluorescencias  GFP/mCherry  a  las  2  horas,  observamos  que  no  hay  diferencias  evidentes  en

condición control (M9r) entre los  reporteros katG-gfp(ACA) y katG-gfp(AGA), en la cepa silvestre. Sin embargo,

bajo  estrés  oxidativo  inducido  con  250  µM  de  paraquat  observamos  que  aquel  reportero  con  un  sitio  de

procesamiento reconocible por MazF (katG-gfp(ACA)) cuenta con una mayor eficiencia traduccional que aquel

en que fue mutado el sitio de reconocimiento de la endoribonucleasa (Figura 25B). Esto significaría que la

presencia de la secuencia ACA en la región 5' no codificante del transcrito estaría relacionado con la eficiencia

de traducción de dicho transcrito. Para evaluar si MazF es responsable de esta diferencia, analizamos ambos

reporteros en una cepa carente del sistema toxina-antitoxina, y no observamos diferencias entre los reporteros
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tanto en condición control como bajo estrés oxidativo (Figura 25B). 

Figura 25. Análisis de la eficiencia traduccional de  katG-gfp bajo estrés oxidativo inducido con paraquat. En la

figura se muestra la relación entre la intensidad de fluorescencia de los reporteros fluorescentes de la fusión traduccional

katG-gfp, y su respectivas fusiones transcripcionales a  mCherry. Todas las mediciones fueron realizadas en medio M9r

con ampicilina,  tras la inducción de la producción del transcrito con 0,4% arabinosa,  a 37 °C con agitación.  A) Las

fusiones katG-gfp poseen la región 5' no codificante del transcrito de katG, más los primeros 100 codones de la región

codificante. Las construcciones varían unicamente en la región líder, al contar con la secuencia ACA (katG ACA) o tener

dicho sitio  mutado con AGA en su lugar (katG AGA).  B) Relación  GFP/mCherry entre las  distintas  construcciones

génicas de katG-gfp en la cepa silvestre y en la mutante del operón mazEF, en condición control y bajo estrés oxidativo

inducido 250 µM de paraquat, durante 2 horas. ***P<0,001. Análisis por t-student con corrección de Welch.

Dado que previamente observamos que MazF no tiene un papel relevante en los cambios de la maquinaria

traduccional vinculados al incremento en la eficiencia traduccional de lmRNA bajo estrés oxidat ivo (Figura 24),

estos  últimos datos  sugieren que MazF participaría  en algún tipo de procesamiento del  transcrito  de  katG,

incrementando  su  eficiencia  traduccional  bajo  estrés  oxidativo.  Considerando  que  los  reporteros  difieren

únicamente en la secuencia correspondiente al sitio de corte descrito para MazF, a partir del cual se daría origen

al lmRNA de katG, se puede proponer que el aumento en la traducción de katG-gfp(ACA) se debe a que al menos

una fracción del mRNA se procesa a lmRNA y este se traduce más eficientemente. Este resultado es similar al

descrito recientemente para el mRNA de grcA (blanco de MazF), cuya traducción aumenta en una parte de la

población bacteriana al sobreexpresar MazF (Nikolic et al., 2017).

Si  bajo  estrés  oxidativo  está  ocurriendo  un  procesamiento  del  transcrito  de  katG-gfp(ACA),  in  vivo

debiésemos  encontrar  ambas  poblaciones  de  transcrito  (mRNA y  lmRNA)  compitiendo  por  la  maquinaria

traduccional.  Para  verificar esto se utilizó el  método  SMART,  para  el  análisis  del  extremo 5'  de  transcritos

purificados de una condición de estrés. La población de cDNA obtenidos fue clonada en el vector pGEM-T y se

analizaron 12 clones para cada uno de los reporteros. Dado que las diferencias en la eficiencia traduccional de

katG-gfp observadas bajo estrés oxidativo fueron dependientes de MazF, esperábamos encontrar transcritos de
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katG-gfp(ACA) cuyo inicio coincidiera con el sitio de corte de tal endonucleasa. Sin embargo, de los 12 clones

secuenciados para cada reportero se obtuvo un grupo que coincidía con el inicio de transcripción diseñado por

nosotros, un grupo distribuido de manera aleatoria entre el extremo 5' y los primeros codones (posiblemente

producto de la degradación del RNA), pero ningún clon que diera cuenta del sitio de corte ACA. Considerando

que bajo estrés oxidativo se han descrito defectos a nivel transcripcional además de la degradación masiva de

mRNA, y que las diferencias a nivel traduccional son cercanas al 20% (Figura 24), es posible que la población

de mRNA procesados en el sitio ACA sea muy pequeña, y se requiera analizar un mayor número de clones para

la pesquisa de tal procesamiento. Para realizar un mejor análisis de este tipo de cambios en el extremo 5' de los

transcritos, es preferible utilizar técnicas de secuenciación masiva del transcriptoma bajo estrés oxidativo, ya que

secuenciarían toda la población de cDNA generados, indicando con mayor exactitud y precisión los inicios de

cada transcrito.

4.5.3 Formación de ribosomas de estrés 70SΔ43 bajo estrés oxidativo

Nuestros experimentos usando reporteros  codificados en lmRNA sugieren que MazF no participa en la

activación  de  la  traducción  bajo  estrés  oxidativo,  confirmando  lo  que  otros  autores  han  observado  al

sobreexpresar MazF. Sin embargo, existe una importante controversia respecto a este punto. Como se mencionó,

se ha propuesto que la endoribonucleasa MazF escindiría los últimos 43 nucleótidos del extremo 3' del rRNA

16S de la subunidad menor del ribosoma (30S) y/o de ribosomas completos (70S), generando una subpoblación

de ribosomas que fue denominada por el grupo de la Dra. Isabella Moll "ribosomas de estrés"  (70S¢43) (Vesper

et al., 2011; Temmel et al., 2017). Para determinar si MazF procesa el rRNA 16S bajo estrés oxidativo inducido

con paraquat, se analizó mediante RT-PCR en tiempo real la integridad del extremo 3' de este rRNA, utilizando

partidores que flanquean a la secuencia ACA que ha sido propuesta en la literatura como blanco de MazF (Figura

26) (Vesper et al., 2011).
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Figura 26. Análisis de la integridad del extremo 3' del rRNA 16S de E. coli bajo estrés oxidativo. A partir de RNA

extraído de las cepas E. coli K12 silvestre (K12) y E. coli K12 ΔmazEF (ΔmazEF) en condición control o sometidas a

estrés oxidativo con paraquat, se generó cDNA con partidores al azar. Posteriormente se realizó PCR en tiempo real para

determinar los niveles de distintas secciones en el extremo 3' del rRNA 16S. A) Esquema de partidores utilizados. Los

partidores S7 y X15 fueron utilizados para generar un producto río arriba del sitio de procesamiento, utilizado como

control interno. Los partidores S7 e Y12 se usaron para generar un producto que incluye sitio de corte de MazF. Los

partidores S7 y pre16S se utilizaron para determinar los niveles de rRNA 16S inmaduro.  B) Gráfica de los niveles del

producto de PCR S7/Y12, utilizando como control interno el producto de PCR S7/X15. Las cepas fueron crecidas en

medio M9r y luego sometidas a estrés con 250 µM de paraquat durante 30 o 120 minutos. **** P ≤ 0,0001, ** P ≤ 0,01,

* P ≤ 0,05. ANOVA de una vía con test de Dunnet para comparaciones múltiples. C) Gráfica de los niveles del producto

de PCR S7/pre16S, utilizando como control interno el producto de PCR S7/X15. Las cepas fueron crecidas en medio M9r

y luego sometidas a estrés con 250 µM de paraquat durante 30 o 120 minutos. ** P ≤ 0,01, * P ≤ 0,05. ANOVA de una vía

con test de  Dunnet para comparaciones múltiples.  D) Gráfica de los niveles del producto de PCR S7/Y12, utilizando

como control interno el producto de PCR S7/X15. Las cepas fueron crecidas en medio LB y luego sometidas a estrés con

1 mM de paraquat durante 60 minutos. ** P ≤ 0,01.  Análisis por t-student.

Mediante el análisis de RT-PCR en tiempo real, se buscó detectar cambios en los niveles de la sección que

abarca del partidor S7 al Y12, la cual corresponde al extremo 3' completo del rRNA 16S, respecto a un control

interno dentro del mismo rRNA 16S (sección entre S7 y X15). De acuerdo a este análisis realizado en la cepa
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silvestre,  no  se  observaron cambios  en  los  niveles  del  extremo 3'  completo  del  rRNA 16S,  luego de  la

inducción del estrés oxidativo con 250 µM de paraquat en medio M9r con ampicilina. Esto nos sugiere la

ausencia de una digestión en el extremo 3' del rRNA 16S, gatillada por el estrés oxidativo. Extrañamente,

cuando realizamos el mismo análisis en la cepa carente del sistema toxina-antitoxina MazEF, observamos

mayores niveles iniciales del rRNA 16S íntegro respecto a la cepa silvestre, y luego del estrés oxidativo una

disminución  progresiva  en  sus  niveles  (Figura  26B).  Esta  diferencia  inicial  podría  corresponder  a  una

condición de estrés por carencia de nutrientes (dado que los ensayos son realizados en medio mínimo M9r),

donde el sistema MazEF contribuye con su acción endonucleasa en la reducción de los niveles de ribosomas,

en la cepa silvestre. Sin embargo, cuando comparamos los niveles del precursor del rRNA 16S (el cual tiene

una mayor longitud) utilizando un partidor que hibrida en una región del rRNA inmaduro, observamos que los

niveles iniciales son mayores en la cepa silvestre (Figura 26C). Esto nos indica que en la cepa silvestre la

transcripción de rRNA y síntesis de ribosomas se encuentra más activa que en la mutante. Además, durante la

realización de los cultivos para la extracción de RNA, nos percatamos que la cepa E. coli ΔmazEF tardó cerca

del doble del tiempo en alcanzar la DO600 requerida. Tomando esto en consideración, es probable que al

poseer  una tasa  de duplicación menor,  la  tasa  de síntesis  de ribosomas también sea menor,  lo que se  ve

reflejado en los bajos niveles de pre rRNA 16S (Figura 26B y C).

También  observamos  que  los  niveles  de  pre  rRNA 16S  disminuyen  inmediatamente  después  de  la

inducción de estrés  oxidativo.  Sin embargo,  esta  disminución no es  proporcional  entre  E. coli silvestre  y

E. coli  ΔmazEF (Figura  26B).  Esta  drástica  disminución  en  la  cepa  silvestre  representa  de  una  rápida

detención de la  transcripción y degradación  del  pre  rRNA 16S restante,  en que  a  los  30 minutos  ya  no

detectamos intermediarios de la digestión que alteren el análisis de la sección entre S7 e Y12. De manera

análoga a esta idea, una modesta degradación o procesamiento de pre rRNA 16S en la cepa E. coli  ΔmazEF

puede representar una degradación más lenta, causando la detección de intermediarios de la digestión que

afectan el análisis  de la sección entre S7 e Y12 en dicha cepa (Figura 26B).

De manera adicional, analizamos si la digestión del rRNA 16S mediada por MazF no era detectada en

nuestros experimentos debido a diferencias en el  medio de cultivo utilizado.  Por esta razón,  repetimos el

análisis realizado con RT-PCR en tiempo real, a partir de RNA extraído de la cepa silvestre cultivada en medio

LB. Para inducir estrés oxidativo en este medio de cultivo, la concentración de paraquat fue incrementada a 1

mM.  A partir de este análisis, observamos una disminución cercana a un 40% de la región comprendida entre

la zona de hibridación de los partidores X15 e Y12 (Figura 26D).  Este resultado nos sugiere que estaría

ocurriendo algún tipo de procesamiento en el extremo 3' del rRNA 16S, mediado por MazF o alguna otra

ribonucleasa.  

Dado que los resultados obtenidos a partir de medio LB discrepan con los obtenidos en medio mínimo y
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que el análisis mediante RT-PCR nos entrega evidencia indirecta de posibles procesamientos en el extremo 3'

del rRNA 16S, decidimos utilizar  un nuevo enfoque en este análisis.  Para ésto se realizaron  Norther blot

utilizando la sonda V7 (previamente utilizada por  Vesper at al., 2011), que hibrida con el fragmento de 43

nucleótidos  supuestamente  escindido luego de la  digestión del  extremo 3'  del  rRNA 16S mediado por  la

endoribonucleasa MazF (Figura 27) (Vesper et al., 2011).

Figura 27. Región del rRNA 16S procesada por MazF. Estructura secundaria del rRNA 16S de Escherichia coli. La

imagen ampliada muestra el extremo 3' del rRNA. La línea roja indica la zona de hibridación de la sonda V7, utilizada

para detectar el procesamiento del rRNA 16S. En letras rojas de fondo amarillo se indica la secuencia ACA reconocida

por la endoribonucleasa MazF.

Luego  de  múltiples  intentos  no  fue  posible  detectar  mediante  Northern  blot el  fragmento  de  43

nucleótidos. Así mismo, tampoco se pudo detectar el fragmento en muestras obtenidas bajo  estrés inducido

por cloranfenicol 25 µg/mL o serinahidroxamato 100 µg/mL, condiciones en las que anteriormente el grupo de

la Dra.  Moll había detectado dicho fragmento durante el procesamiento de los ribosomas de estrés 70S Δ43

(Vesper et al., 2011). Todo esto nos sugiere que en concordancia a lo publicado por Luidalepp et al. (2016) y

Culviner  et  al.  (2018),  en nuestra cepa de estudio no se  generan ribosomas de estrés  70S Δ43 bajo estrés

oxidativo, y que los principales cambios a nivel de rRNA  corresponderían a cambios en la biogénesis de

ribosomas. De algún modo, MazF sería necesario para esta respuesta, ya que en la cepa  ΔmazEF::FRT los

niveles del precursor son muy bajos, independientemente de si se induce o no estrés oxidativo. 
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4.6. Cambios globales en los ribosomas bajo estrés oxidativo

Si bien, la hipótesis de la formación de ribosomas de estrés 70SΔ43 bajo estrés oxidativo cada vez tiene

menos sustento, los resultados de las secciones previas muestran que la traducción de los lmRNA es estimulada

bajo estrés oxidativo. Para tener una miraba más global sobre qué alteraciones ocurren en los ribosomas bajo

estrés  oxidativo,  se  realizó  un  análisis  del  perfil  de  sedimentanción  de  los  componentes  de  la  maquinaria

traduccional  mediante ultracentrifugación en gradientes de sacarosa (10-40%),  con el  objetivo de identificar

posibles cambios que se relacionen con la traducción de lmRNA bajo estrés oxidativo (Qin et al., 2013). De

acuerdo a datos descritos en la literatura, en los perfiles de lisados provenientes de cultivos en medio mínimo

M9r se pueden observar subunidades 30S y 50S libres, un pico mayoritario correspondiente a monosomas (70S),

y una fracción de polisomas corresponden a los mRNA con mayor actividad traduccional que los mRNA de

monosomas (Figura 28, perfiles rojos) (Qin et al., 2013). Estos picos también fueron observados en extractos de

cultivos inducidos a estrés oxidativo con paraquat 250 µM durante 30 minutos o 60 minutos (Figura 28, perfiles

azules). Sin embargo, entre los picos correspondientes para la subunidad 50S libre y ribosomas completos (70S),

se observa la aparición de una partícula de tamaño intermedio, cuya abundancia varía en el tiempo. Proponemos

que la presencia de esta partícula puede explicarse de dos maneras: 1) ribosomas completos (70S) que están

perdiendo proteínas o fragmentos de rRNA producto del estrés oxidativo, generando partículas de un coeficiente

de sedimentación menor. 2) Alteraciones en la biogénesis ribosomal, generando subunidades ribosomales que

presentan tamaño alterado, por ejemplo por problemas en el procesamiento de los rRNA. Algunos análisis sobre

los efectos del antibiótico kasugamicina (que estimula la traducción de lmRNA) han mostrado que éste reduce

los niveles de al menos 6 proteínas ribosomales de la subunidad menor (algunas de ellas muy relevantes para la

traducción, como S1 y S12), generando un pico de 61S en los perfiles de ribosomas (Delvillani et al., 2011;

Kaberdina et al., 2009). Por otra parte, otros autores han mostrado que cambios en el procesamiento del extremo

5' del rRNA 16S puede alterar la incorporación de la proteína 20S, y que estos ribosomas inmaduros pueden

llegar a estar presentes en polisomas (Dahlberg et al., 1978). Esto plantea que ambas posibilidades pueden tener

un rol regulatorio en la traducción, el cuál se vea reflejado en el aumento de la eficiencia traduccional de lmRNA

bajo estrés oxidativo. Al comparar mediante electroforesis en gel (Tricina-SDS-PAGE) los perfiles de proteínas

del nuevo pico observado bajo estrés oxidativo versus el pico correspondiente al 70S, no se pudieron observar

diferencias. Esto pudo deberse a la poca resolución de los geles utilizados, y a que gran parte de las proteínas

ribosomales  son de tamaños similares.  Para  realizar  un análisis   de  los  cambios  estequiométricos  entre  las

proteínas ribosomales, los trabajos más recientes en el tema realizan identificación y cuantificación mediante

espectrometría de masa (Gibbs et al., 2017).
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Figura 28. Perfil de ribosomas de  E. coli bajo estrés oxidativo. Perfiles de sedimentación de extractos cargados en

gradientes de 10 a 40% de sacarosa. A la izquierda se muestran en rojo los perfiles correspondientes a extractos de cultivos

realizados bajo condición control y a la derecha se muestra en azul los correspondientes a cultivos bajo estrés oxidativo

(250 μM paraquat).   Se muestran los resultados luego de (A)  30 (flujo de 0,75 mL/min)  o (B)  60 minutos (flujo de

0,375 mL/min) post inducción de estrés.

4.7. Evaluación del papel de (p)ppGpp en la traducción de lmRNA y mRNA canónicos

Se ha observado que frente a la carencia de aminoácidos en el medio de cultivo, las bacterias montan una
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respuesta que involucra una serie de cambios en la fisiología bacteriana, muchos de los cuales son atribuibles a

la acumulación de la alarmona guanosina tetrafosfato o pentafosfato ((p)ppGpp). En  E. coli esta molécula es

capaz de interactuar con alrededor de 30 proteínas implicadas en distintos procesos como: biosíntesis de purinas,

homeostasis de (p)ppGpp, replicación del DNA, transcripción, biogénesis de ribosomas y traducción (Zhang et

al., 2018).

4.7.1. Inhibición en la traducción de mRNA canónicos dependiente de RelA

Algunos  autores  han  determinado  que  bajo  estrés  oxidativo  inducido  con  H2O2 también  se  activa  la

producción de (p)ppGpp en E. coli (Chang et al., 2002). Para determinar si este metabolito cumple algún papel

en la regulación de la traducción observada en nuestros reporteros, analizamos la eficiencia traduccional de los

reporteros pSD GFP y plmRNA GFP en una mutante carente del gen relA (∆relA::FRT). Dado que la síntesis de

(p)ppGpp es catalizada principalmente por la enzima RelA, con su eliminación buscamos reducir los niveles de

este metabolito en condiciones de estrés. Al comparar el área bajo la curva de las curvas de GFP/mCherry entre

las distintas construcciones, observamos que la mutación afecta la traducción del reportero SD GFP, y no así el

reportero lmRNA GFP (Figura 29A).

Figura 29. Análisis de la eficiencia traduccional de SD GFP y lmRNA GFP en las mutantes ∆relA y ∆lon. En la figura

se muestra el área bajo la curva (ABC) de las cinéticas GFP/mCherry en el tiempo, en el intervalo de 2 a 4 horas post

inducción. Fueron analizados los reporteros pSD GFP y plmRNA GFP en la cepa E. coli K12 MG1655 (K12), E. coli K12

MG1655 ∆relA::FRT (∆relA) (A) y  E. coli K12 MG1655 ∆lon::FRT (∆lon) (B). **** ≤  0,0001, ***  ≤  0,001, **  ≤  0,01,

* ≤ 0,05. Análisis no paramétrico por test de Kluskal-Wallis y posterior comparación múltiple con test de Dunn.

En condición control, la traducción del reportero pSD GFP en la cepa silvestre es igual a la observada en la

mutante  ∆relA.  Sin  embargo,  bajo  estrés  oxidativo  la  traducción  del  reportero  incrementa  cerca  del  doble

(Figura 29A).  Esto nos sugiere  que la  acumulación de (p)ppGpp inducida bajo estrés  oxidativo inhibiría  la
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traducción de mRNA convencionales. Algunos de las proteínas con las que interactúa (p)ppGpp, además lo

hacen con GTP. Este es el caso de IF2, el cual requiere de su unión a GTP para la formación del complejo de

preiniciación de la traducción. Algunos autores han determinado que la afinidad de IF2 es mayor por (p)ppGpp

que por GTP (Mitkevich et al., 2010). Esto nos permite plantear que bajo estrés oxidativo inducido con paraquat

ocurre un incremento de las concentraciones intracelulares de (p)ppGpp, el cual compite con GTP por su unión a

IF2. Dado que (p)ppGpp es un análogo no hidrolizable de GTP, IF2 sería inhibido bajo estrés oxidativo en la

cepa silvestre. La ausencia de cambios en la traducción en la traducción de lmRNA GFP bajo estrés oxidativo

(Figura 29A) podría ser explicada por el hecho que ésta prescinda de la formación del complejo de preiniciación

(Udagawa et al., 2004) y por lo tanto de IF2.

4.7.2. Papel de Lon en la regulación de los niveles de ribosomas bajo estrés oxidativo

Parte de los cambios gatillados en respuesta al estrés por carencia de aminoácidos es la activación de la

proteasa Lon, la cual degrada una serie de proteínas ribosomales para suplir la carencia de aminoácidos. Sin

embargo, para ejercer su actividad proteolítica esta proteína requiere formar un complejo con otros monómeros

de Lon y cadenas de polifosfatos inorgánicos (Kuroda et al., 2001). Los niveles de polifosfatos inorgánicos son

dependientes de las enzimas polifosfato kinasa (PPK) y exopolifosfatasa (PPX), las cuales extienden o degradan

dichas cadenas. El aumento en los niveles de (p)ppGpp inhibe la actividad de PPX, producto de una interacción

directa entre el metabolito y la fosfatasa. Esto tiene como consecuencia un rápido incremento en los niveles de

polifosfatos inorgánicos  en  E.  coli (Kuroda et  al.,  1997).  Para determinar si  el  incremento en la eficiencia

traduccional de lmRNA bajo estrés oxidativo requiere la degradación de ciertas proteínas ribosomales mediada

por Lon, se evaluó la contribución de Lon utilizando una mutante  E. coli K12 MG1655 ∆lon::FRT (∆lon). Al

analizar el área bajo la curva de la gráfica de GFP/mCherry en el reportero SD GFP, observamos que no hay

diferencias significativas entre la condición control y estrés inducido con 250 µM de paraquat. Para el caso del

reportero plmRNA GFP observamos bajos niveles de traducción en condición control y el incremento antes

reportado bajo estrés oxidativo inducido con 250 µM de paraquat, para ambas cepas analizadas. Sin embargo, al

comparar cada condición entre la cepa silvestre y la mutante ∆lon, observamos un leve incremento en los niveles

de traducción en la mutante de  lon (Figura 29B).  Esto indica que la proteólisis  catalizada por Lon no está

vinculada con el incremento en la eficiencia traduccional de lmRNA bajo estrés oxidativo. Por otra parte, al

parecer  la  proteasa  Lon  reduciría  los  niveles  de  ribosomas  en  medio  M9r.  A partir  de  estos  resultados  no

podemos determinar si los niveles de (p)ppGpp en condición control son más elevados, o si existe un nivel basal

de proteólisis independiente de la acumulación de (p)ppGpp.
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4.8. Análisis de la etapa limitante en la traducción bajo estrés oxidativo

4.8.1. Verificación de la disminución global en la tasa traduccional bajo estrés oxidativo

En secciones anteriores se mostró el análisis de cambios en la eficiencia traduccional (GFP/mCherry) para

cada uno de los codones codificantes bajo condiciones de estrés oxidativo (Figura  7).  En dicho análisis  se

observó una disminución generalizada en la eficiencia traduccional de los codones bajo estrés oxidativo inducido

con 250 µM de paraquat. Si bien analizamos el papel inhibitorio que ejerce (p)ppGpp sobre la iniciación  de

mRNA canónicos (IF2) (Figura 29), nuestros experimentos no nos permiten descartar un efecto similar sobre la

elongación  (EF-G y  EF-Tu),  terminación  (RF3)  y/o  reciclaje  (EF-G),  e  identificar  la  etapa  limitante  de  la

traducción bajo estrés oxidativo. 

Para estimar cuán drástica es la caída en la velocidad de traducción durante de la etapa limitante decidimos

inhibir fuerte y específicamente la elongación de la traducción de  gfp.  Un caso en el cual podemos afectar

fuertemente la elongación es la traducción de prolinas. Debido a las diferencias estructurales del aminoácido, la

traducción de motivos de poliprolinas requiere de la intervención del factor de elongación P (EF-P) para evitar su

atascamiento en el ribosoma (Doerfel et al., 2013). Para estimar la magnitud de esta disminución global en la

tasa de traducción, comparamos la eficiencia traduccional de los codones de prolina en nuestros reporteros GFP,

en la cepa silvestre y en la mutante  E. coli K12 MG1655  ∆efp::FRT (∆efp). En el caso de la cepa silvestre,

observamos que en condición control los codones de prolina de baja frecuencia de uso CCT y CCC muestran una

menor eficiencia traduccional respecto a los codones con mayor frecuencia de uso (CCA y CCG). Sin embargo,

estas diferencias desaparecen bajo estrés oxidativo (Figura 30A), de acuerdo a lo observado en experimentos

previos (Figura 7).

Figura  30.  Efecto  del  estrés  oxidativo  sobre  la  traducción  de  motivos  de  poliprolinas.  Eficiencia  traduccional

(GFP/mCherry) a las dos horas post inducción, de reporteros GFP con motivos de poliprolinas para cada codón. Estas

mediciones fueron realizadas en la cepa silvestre  E. coli K12 MG1655 (K12) (A) y en la mutante  E. coli K12 MG1655

∆efp::FRT (∆efp) (B).
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Cuando este mismo experimento se realiza en la mutante  ∆efp, observamos que el control S1 disminuye

alrededor de 5 veces los valores de eficiencia traduccional, mientras que la síntesis de los reporteros GFP con

poliprolinas cae bajo el  límite de detección,  en medio M9r (Figura 30B).  Ensayos de pulso y caza para la

detección de péptidos nacientes en la  mutante ∆efp muestran una reducción global en la síntesis de proteínas,

como consecuencia  del  atascamiento  de  ribosomas  en  los  motivos  de  poliprolinas  en  una  mutante  de  efp

(Tollerson et al.,  2018).  Esto concuerda con la disminución observada en la cepa  ∆efp transformada con el

control  S1,  en medio M9r.  En contraposición a lo observado en condición control,  bajo estrés oxidativo se

restaura la síntesis de poliprolinas e incrementa la eficiencia traduccional del control S1, en la mutante  ∆efp

(Figura 30B). Esto nos indica que bajo estrés oxidativo se genera una etapa limitante, distinta y más lenta que la

elongación de poliprolinas en la mutante ∆efp.

4.8.2. Cambios a nivel de la iniciación versus cambios a nivel de la elongación

Hasta el momento hemos determinado la existencia de una reducción en la tasa traduccional bajo estrés

oxidativo, pero no tenemos certeza de la etapa más preponderante en esta regulación. Generalmente se considera

que el inicio es la etapa limitante del proceso traduccional. Para determinar si el inicio de la traducción es quien

sufre la mayor disminución de velocidad bajo estrés oxidativo, convirtiéndose en la etapa limitante del proceso,

se utilizaron las variantes de GFP con codones extra de leucina CTC y CTG, en los  vectores  pSD GFP y

plmRNA GFP (Figura 31). Con esto se busca hacer competir los efectos de regulación a nivel de inicio de la

traducción,  con  los  efectos  de  los  codones  presentes  en  el  transcrito  sobre  la  etapa  de  elongación  de  la

traducción.

Este nuevo análisis de los codones CTC y CTG replicó los resultados obtenidos previamente para reporteros

con región líder, donde el codón CTG es traducido de manera más eficiente que el codón CTC en una condición

control, mientras que la diferencia entre CTC y CTG disminuye bajo estrés oxidativo como se espera si el inicio

es limitante. Además, la relación entre codones se invierte bajo estrés oxidativo, traduciéndose CTC a mayor

velocidad que CTG. Distinto es lo observado para estos codones en el vector que genera reporteros sin región

líder, ya que bajo condición control la traducción de CTC es mayor que la traducción de CTG. Esta relación es

muy similar a la observada para los reporteros en el vector pSD GFP bajo estrés oxidativo, sugiriendo que tales

diferencias son observables cuando la tasa de iniciación de la traducción se reduce, producto del estrés oxidativo

o por la eliminación de la región líder del transcrito. Como se espera, al disminuir la velocidad del inicio de la

traducción (que es la etapa limitante) las diferencias entre los reporteros con distintos codones son menores que

las observadas con el vector con líder. Dado que los lmRNA presentan una mayor velocidad de inicio bajo estrés

oxidativo,  si  el  inicio  es  la  etapa  limitante  debiésemos  observar  un  aumento  en  la  relación  GFP/mCherry

independiente de los codones presentes en el transcrito. En cambio si no lo es, los aumentos en la velocidad de
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inicio no deberían provocar cambios notorios en la razón GFP/mCherry, conservando la diferencia entre los

codones CTC y CTG. Los datos confirman un aumento de velocidad apoyando la hipótesis que bajo estrés

oxidativo la etapa limitante es el inicio. El hecho que la traducción del vector con CTC sea similar a la del vector

con CTG, sugiere un cambio de velocidad del codón más lento o bien que el inicio de traducción de lmRNA

continúa siendo más lenta que la elongación bajo estrés por paraquat. Esto indica que los efectos codogénicos

serán observables solamente si presentan una velocidad menor o similar a la que tenga la iniciación.

Figura 31. Efecto codogénico de leucina en vectores con y sin región líder.   Se muestra la comparación del área bajo la

curva de las cinéticas de la relación GFP/mCherry entre las distintas construcciones génicas en condición control y bajo

estrés oxidativo inducido por 250 µM de paraquat. Todas las mediciones fueron realizadas en medio M9r, tras la inducción

de la producción del transcrito con 0,4% arabinosa, a 37 °C con agitación. La inducción de estrés oxidativo fue efectuada

con 250 µM de paraquat. Se utilizó la cepa E. coli K12 MG1655 silvestre. * P<0,05; **P<0,01; **** P<0,0001. Análisis

por t-student.

4.9. Análisis predictivos

4.9.1. Estimación de la contribución en la eficiencia traduccional de cada codón en las variantes de GFP

Hasta el momento los resultados del análisis de la genoteca de variantes de GFP habían sido utilizados para

identificar cambios en la velocidad de elongación de ciertos codones. Pero quisimos hacer uso de estos datos

para la construcción de modelos teóricos que permitan predecir y explicar ciertos cambios observados bajo estrés

oxidativo en el proteoma de E. coli. Como primera aproximación se utilizó un modelo lineal de traducción, que

utiliza los valores de la razón GFP/mCherry obtenidos para cada una de las variantes de GFP de la genoteca y el
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número de veces que se encuentra cada codón en los genes de E. coli. Es decir, a cada codón se le asigna el valor

de la respectiva variante de GFP, y se obtiene un puntaje final por gen a partir de la sumatoria de todos los

valores  (Figura  32A).  Sin  embargo,  con  este  análisis  observamos  que  las  diferencias  entre  las  eficiencias

traduccionales  de  los  codones  no  se  reflejan  en  el  puntaje  final,  debido  a  que  éste  queda  principalmente

determinado  por  el  tamaño  del  gen.  Posteriormente,  se  utilizaron  sistemas  de  ecuaciones  para  calcular  la

contribución  de  cada  uno  de  los  codones  en  la  traducción  de  GFP a  partir  de  los  valores  experimentales

GFP/mCherry.  Al utilizar estos nuevos valores para corregir  el  modelo,  fue posible analizar cambios en los

valores de eficiencia traduccional predicha entre genes de similar tamaño (Figura 32B). Sin embargo, se generan

ciertas  incoherencias  tales  como valores  negativos  de  eficiencia  traduccional  predicha  para  algunos  genes.

Finalmente, se optó por un modelo exponencial basado en el calculo de tAI (tRNA Adaptation Index) (dos Reis

et al., 2003) que utiliza los coeficientes calculados para cada codón (a partir de un sistema de ecuaciones) e

incluye el tamaño del gen analizado (Figura 32C). Para evaluar estos modelos, se compararon las estimaciones

de la razón GFP/mCherry de reporteros que no fueron utilizados en la construcción del modelo (C1 y C2) con

los valores experimentales obtenidos para estos reporteros. Este análisis indica que el modelo “C” basado en el

cálculo de tAI es un mejor predictor de la eficiencia traduccional de fusiones a GFP.

Figura 32. Modelos matemáticos utilizados para el cálculo de la eficiencia traduccional predicha. A) Modelo lineal

para  el  cálculo  de  Eficiencia  Traduccional  Predicha  (ETP).  (GFP/mCherry)NNN corresponde  a  los  valores  de  la  razón

GFP/mCherry de cada una de las construcciones obtenidas con la genoteca.  B) Modelo lineal  para el  cálculo ETP.  β1

corresponde a una constante que involucra cambios globales en el inicio y término de la traducción.  β2 a β62 son los

coeficientes  obtenidos para cada codón codificante.   Los factores  β  son obtenidos a partir  del  sistema de ecuaciones,

utilizando un modelo lineal. frecNNN corresponde a la frecuencia de cada codón en la secuencia codificante.  C) Modelo

exponencial utilizado para el cálculo de la ETP. Los factores β son obtenidos a partir del sistema de ecuaciones, utilizando

un modelo exponencial.  N° es el número de veces que se encuentra cada codón en el gen analizado. lg es el número de

aminoácidos que codifica el gen.
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ETP = [(β1)1 •(β2)n°AAA •(β3)n°AAG •(β4)n°AAC •(β5)n°AAT •(β6)n°AGA •…•(β62)n°TTT](1/(lg1))C

ETP = [(β1•1)+(β2•frecAAA)+(β3•frecAAG)+(β4•frecAAC)+(β5•frecAAT)+…+(β62•frecTTT)]
B

ETP = [(GFP/mCherry)AAA •n°AAA]+[(GFP/mCherry)AAG •n°AAG]+...+[(GFP/mCherry)TTT •n°TTT]A
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4.9.2. Comparación entre eficiencias traduccionales predichas para condición control y bajo estrés

Este nuevo modelo fue utilizado para comparar la eficiencia traduccional predicha (ETP) de los genes del

regulón SoxRS/OxyR que son inducidos bajo estrés oxidativo y el  resto del  genoma. Hasta  la fecha se ha

determinado que el regulón SoxRS/OxyR está compuesto por 68 genes,  de los cuales 52 genes se activan

transcripcionalmente bajo estrés oxidativo inducido con 250 µM de paraquat (Seo et al., 2015). A partir de estas

predicciones se puede observar una fuerte disminución en la dispersión de ETPs para e l genoma bajo estrés

oxidativo (Figura 33A, Tabla 16). Sin embargo, se observa un incremento general en las ETPs de los genes

pertenecientes al regulón SoxRS/OxyR (Figura 33B). Este resultado permite plantear que aquellos genes que

deben ser traducidos bajo estrés oxidativo han adaptado su uso codogénico, incorporando codones que bajo

estrés oxidativo permitirán una elongación más eficiente. A pesar de esta aparente adaptación, las ETPs del

regulón  SoxRS/OxyR son menores  a  la  mediana del  genoma,  tanto en condición  control  como bajo  estrés

(Figura  33C  y  D).  Esto  sugiere  que  nuestro  modelo  de  eficiencia  traduccional  basado  en  cambios  en  la

elongación  no  es  suficiente  para  explicar  la  regulación  de  la  traducción  bajo  estrés  oxidativo,  ya  que  no

considera  factores  como el  nivel  de  los  transcritos.  Tomando  en  cuenta  los  resultados  presentados  en  los

objetivos anteriores, es probable que cambios a nivel de la iniciación de la traducción también tengan un fuerte

impacto en la regulación bajo estrés. 

Tabla 16. Descriptores estadísticos para las predicciones de las eficiencias traduccionales predichas en condiciones

control y bajo estrés oxidativo. Estadígrafos de tendencia central (promedio, mediana y moda) y curtosis de la distribución

de eficiencias traduccionales  predichas para el  regulón SoxRS/OxyR y el  resto del  genoma de  E. coli,  bajo condición

control (M9r) y bajo estrés oxidativo inducido con paraquat (pq).
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Genoma Regulón SoxRS/OxyR
M9r Pq M9r Pq

Promedio 1,02 0,97 0,57 0,79
Mediana 1,11 1,04 0,59 0,82

Moda 1,27 1,08 0,57 0,81
Curtosis -0,59 2,69 0,03 6,84
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Figura 33. Distribución de las eficiencias traduccionales predichas en condiciones control y bajo estrés oxidativo.  Los

histogramas muestran el cambio de las ETPs para (A) el genoma en ambas condiciones, para (B) el regulón SoxRS/OxyR

en ambas condiciones,  para (C) el genoma completo y el  regulón SoxRS/OxyR bajo condición control   y para (D) el

genoma completo y el regulón SoxRS/OxyR bajo estrés oxidativo.
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5. DISCUSIÓN

5.1. Evolución de las estrategias experimentales para el estudio de la regulación de la traducción

En el marco del estudio de la síntesis de proteínas en respuesta a condiciones de estrés, la regulación de la

traducción del mensaje genético es un área mucho menos abordada que la regulación de la transcripción. Es

posible que la carrera por el desarrollo de técnicas de secuenciación masiva de ácidos nucleicos haya potenciado

la exploración de la genómica y la transcriptómica, antes que la regulación de la traducción. Sin embargo, la

masiva generación de datos de secuenciación de ácidos nucleicos, proveniente de distintos modelos biológicos,

ha respaldado las observaciones realizadas desde la secuenciación de los primeros genes: el uso de codones

dentro de la secuencia de un gen parece no ser aleatorio (Min Jou et al., 1972). No hicieron falta muchos años

para  que se  evidenciara  experimentalmente  que la  velocidad de  traducción de  una proteína dependía  de  la

composición codogénica de los transcritos. A partir de la comparación de las cinéticas de la síntesis de proteínas

radiomarcadas,  se  determinó  que  el  uso  de  codones  poco  frecuentes  se  correlaciona  con  una  menor  tasa

traduccional en E. coli, y viceversa (Pedersen, 1984).

Las estrategias experimentales basadas en el análisis de cinéticas de la síntesis de proteínas continuó siendo

utilizada cerca de veinte años, hasta la incorporación de microarreglos y secuenciación masiva en el estudio de la

traducción.  Éstas  facilitaron  la  identificación  y  cuantificación  de  transcritos  asociados  a  ribosomas

traduccionalmente  activos  (usualmente  polisomas),  permitiendo  el  desarrollo  de  técnicas  como  polysome

profiling, Ribo-seq y TRAP-seq (Translating Ribosome Affinity Purification) (Arava et al., 2003; Ingolia et al.,

2009; Heiman et al.,  2014).  Todas estas técnicas nos permiten obtener una “imagen” del  traductoma en un

momento preciso, estimando la densidad de ribosomas en cada uno de los transcritos.

Paralelamente, los avances en la capacidad de detección y análisis de péptidos mediante espectrometría de

masas permitieron el desarrollo de estrategias con un enfoque proteómico en el estudio de la traducción. Es así

que fue posible el desarrollo de técnicas como BONCAT (Bioorthogonal Non-canonical Amino Acid Tagging),

pSILAC (Pulsed Stable Isotope Labeling by/with Amino acids in Cell culture) y QuaNCAT (una combinación de

las dos técnicas anteriores), en las cuales el modelo de estudio es suplementado brevemente con aminoácidos no

convencionales y/o radioisótopos, y posteriormente se determina la tasa de síntesis de las proteínas a partir del

nivel  de  incorporación  de  estas  marcas  en  el  péptido  naciente,  identificado  y  cuantificado  mediante

espectrometría de masas (Dieterich et al., 2006; Selbach et al., 2008; Howden et al., 2013).

De todas las estrategias mencionadas, las únicas que han sido lo suficientemente sensibles para describir la

cinética traduccional a nivel de codones, son aquellas derivadas del análisis de perfiles de ribosomas (Ribo-seq)

(Ingolia et al., 2009). Brevemente, éstas consisten en una lisis y detención rápida de la  maquinaria traduccional,

seguidas  de  una  degradación  controlada  del  mRNA que  no  se  encuentra  protegido  por  los  ribosomas.
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Finalmente,  se  purifican  y  secuencian  dichos  fragmentos  de  mRNA.  A  partir  de  los  resultados  de  la

secuenciación masiva se determina la abundancia de cada fragmento, lo que permite determinar la densidad de

ribosomas a lo largo de los transcritos. A partir de estos valores es posible estimar el tiempo relativo que tarda la

lectura de cada codón (Ingolia et al., 2009).

A pesar que esta metodología fue desarrollada hace diez años, aún existen controversias en cuanto a las

etapas claves del procedimiento. Un ejemplo de esto es el uso de drogas para la detención de la traducción.

Algunos autores defienden el uso de cicloheximida o cloranfenicol para detener la traducción en eucariontes o

procariontes  respectivamente,  mientras  que  otros  han  detectado que  estas  drogas  alteran  el  sito  en  que  los

ribosomas se detienen (Sharma et al., 2019; Santos et al., 2019; Mohammad et al., 2019; Duncan et al., 2017).

Este y otros puntos como el método utilizado para la lisis celular, la elección de la ribonucleasa para la digestión

del mRNA no protegido, la selección del tamaño de los fragmentos protegidos por el ribosoma, y la sustracción

de rRNA, hace que la técnica sea muy susceptible a sesgos operacionales.

En este trabajo de tesis se rescata la estrategia basada en el análisis de la cinética de síntesis de reporteros.

Para esto se utilizó un transcrito bicistrónico que codifica los genes gfp y mCherry, cuya transcripción depende

del  promotor  inducible  por  L-arabinosa,  PBAD (Figura  6A).  A partir  de  la  comparación  de  la  razón  de  las

intensidades  de  fluorescencia  de  GFP y  mCherry,  pudimos  comparar  el  efecto  de  la  inserción  de  distintas

secuencias en una zona cercana al inicio de la región codificante de gfp. Si bien pudimos haber utilizado la razón

de  las  tasas  de  aumento  en  el  tiempo  de  la  intensidad  de  fluorescencia  de  cada  reportero  (cuyo  valor  es

proporcional a la cantidad de proteína sintetizada), se desestimó este cálculo. Esto fue producto de los bajos y

muy dispersos  niveles  de  intensidad  de  fluorescencia  observados  en  dicho  intervalo  de  tiempo  bajo  estrés

oxidativo.  Sin  embargo,  observamos  que  las  curvas  del  cociente  de  las  intensidades  de  fluorescencia

GFP/mCherry, tienen un comportamiento asintótico cuyo valor tiende a la razón de las pendientes luego de las

2 horas (Figura 6B).

Cuanto más utilizamos este sistema de reporteros, detectamos y corregimos las falencias que nos presentaba

el modelo original. Por ejemplo, nos percatamos que muchas veces los niveles de traducción del primer gen

incidían en los niveles de traducción del gen río abajo. Para la gran mayoría de nuestras construcciones, tanto

gfp como  mCherry poseen sitios de unión al ribosoma independientes, para que éstos inicien su traducción a

través  del  mecanismo  canónico  de  iniciación.  Sin  embargo,  la   fluorescencia  de  mCherry dependería

parcialmente de la traducción de gfp ya que mCherry iniciaría parte de su traducción producto del resbalamiento

de ribosomas provenientes de la traducción de gfp sobre el mismo transcrito. Este mecanismo ha sido descrito en

policistrones y parece ser muy frecuente en E. coli (Yamamoto et al., 2016). Para corregir esto, incorporamos una

secuencia palindrómica capaz de generar una horquilla estable en el transcrito, la cual evita el resbalamiento de

los  ribosomas  (Figura  15A).  Esto  nos  permitió  reducir  la  varianza  de  las  intensidades  de  fluorescencia  de
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mCherry entre distintas construcciones, e incrementar la sensibilidad del sistema de genes reporteros (Figura

15B y C). Sin embargo, es importante recalcar que el resbalamiento solo atenúa las diferencias de expresión

entre  mCherry  y  GFP,  por  lo  que  los  efectos  observados  en  ausencia  de la  horquilla  son  conceptualmente

correctos. Es decir, probablemente las diferencias observadas habrían sido mayores si hubiésemos utilizado un

reportero con la horquilla en el diseño de la genoteca.

Luego de distintos ajustes operacionales y la mejora en el análisis de datos, fuimos capaces de obtener

información acerca de la eficiencia traduccional de cada codón al utilizar la genoteca de variantes de  gfp con

sucesiones de cuatro codones repetidos, en distintas condiciones de cultivo (Figura 7). Al comparar algunos de

los valores de eficiencia traduccional obtenidos con nuestro sistema de genes reporteros, como los codones de

prolina, glicina, aspartato y aminoácidos ramificados, observamos que tenían un comportamiento similar a los

resultados de  Ribo-seq de otros grupos (Mohammad et al., 2019). Esto nos ayuda a validar el uso de nuestra

genoteca  para  llevar  a  cabo  el  análisis  de  cambios  en  la  eficiencia  traduccional  de  codones  en  distintas

condiciones, de manera rápida, de bajo costo, y a partir de pequeñas volúmenes de cultivo. Sin embargo, el uso

de la genoteca de genes reporteros dificulta analizar el impacto de dichos codones en el contexto real de los

transcritos ya que en la práctica es imposible probar todos los contextos posibles. Además, así como en los

inicios  se  observó  que  la  frecuencia  del  uso  de  codones  no  es  aleatoria,  hoy  en  día  se  han  determinado

combinatorias de codones que son fuertemente preferidas o evitadas por parte de genomas virales, eucariontes y

procariontes (Tats et al., 2008; Wu et al., 2010 ). Todos estos efectos sinérgicos en la regulación de la traducción

son difíciles de analizar con el uso de genes reporteros, de modo que para estos casos el análisis de perfiles de

ribosomas seguirá siendo la metodología más idónea. 

 5.2. Cambios en la eficiencia traduccional de codones

Como se mencionó, a través de la introducción de sucesiones de cuatro codones idénticos en el extremo 5' de

la región codificante de gfp pudimos observar diferencias en la eficiencia traduccional entre los distintos codones

codificantes,  tanto en condición control  como bajo estrés  oxidativo inducido con 250 µM de paraquat.  En

algunos grupos de codones, como los codificantes de glicina y prolina, se observó una correlación entre los

valores de frecuencia de uso en el genoma de  E. coli y los valores de eficiencia traduccional  en condición

control (razón GFP/mCherry de las intensidades de fluorescencia). Sin embargo, bajo estrés oxidativo ocurren

cambios que modifican este tipo de correlaciones. El más llamativo de éstos es una disminución generalizada en

la eficiencia traduccional para todos los codones (Figura 7). Luego de distintas comparaciones entre los datos de

eficiencia traduccional  en condición control  y bajo estrés oxidativo,  podemos diferenciar  tres grupos.  En el

grupo mayoritario los codones que codifican un mismo aminoácido disminuyen de manera proporcional,  es

decir, en este grupo los codones que se traducen más rápido para un aminoácido bajo condición control siguen

81



Discusión

siendo los codones más rápidos para el aminoácido bajo estrés oxidativo. En los otros dos grupos, los codones se

alejan medianamente (una desviación estándar) o bastante (dos desviaciones estándar) de la proporcionalidad, es

decir, cambiando la razón entre las velocidades en que se traducen cada uno de los codones de un aminoácido

(Figura 9C).

La disminución generalizada de la tasa de síntesis de proteínas en cultivos sometidos a una condición de

estrés oxidativo es un fenómeno que ya había sido descrito en la literatura. Algunos autores plantean que esto se

debe a una rápida y masiva degradación de tRNA al inducir estrés oxidativo en cultivos de E. coli (Zhong et al.,

2015;  Sørensen  et  al.,  2018;  Zhu  et  al.,  2019).  Sin  embargo,  existen  ciertas  contradicciones  en  estas

afirmaciones. Por una parte, Zhu et al. (2015) indican que esta degradación alcanzaría su máximo cerca de los

5 minutos luego de la inducción de estrés, y los niveles de tRNA se restituirían a los 30 minutos (Zhu et al.,

2019). Mientras que Zhong et al. (2019) muestran que esta degradación continúa siendo observable luego de 60

minutos luego de la inducción de estrés (Zhong et  al.,  2015).  Por otra parte,  análisis  realizados en nuestro

laboratorio mostraron por Northern blot que los niveles de tRNAGly no eran alterados luego de la inducción de

estrés oxidativo (Figura 3A). Adicionalmente, experimentos de electroforesis de RNA mostraron que el resto de

los tRNA tampoco se degradaba. Estos resultados podrían ser coherentes con lo observado por el grupo de Zhu

et al. (2019), dado que nuestros análisis fueron realizados una vez transcurridos 30 minutos desde la inducción

de estrés oxidativo. Por otra parte, algunos autores han observado que en otras γ-proteobacterias la degradación

de tRNA afectaría principalmente a tRNA hipomodificados bajo condiciones de estrés (Kimura et al., 2019).

Considerando que algunos de los trabajos mencionados reportaron reducción de los niveles de tRNA utilizando

métodos dependientes de la retrotranscripción de éstos, es posible que exista un sesgo en dichos análisis, y que

las diferencias observadas correspondan a cambios en los niveles de tRNA inmaduros, ya que las modificaciones

químicas de nucleótidos de los tRNA dificultan su uso como sustrato de la transcriptasa inversa (Wilusz, 2015).

Un  factor  que  puede  tener  un  impacto  transversal  en  cambios  en  la  velocidad  de  traducción  es  la

acumulación de (p)ppGpp inducida por el estrés oxidativo. Algunos trabajos vinculan los niveles de (p)ppGpp

con la tasa de síntesis de nuevos tRNA y rRNA (Ryals et al., 1982). También se ha descrito que este metabolito

puede interactuar con varios de los factores traduccionales que se unen a GTP (Zhang et al., 2018). Algunos de

éstos presentan una alta afinidad por (p)ppGpp, pudiendo inhibir al factor traduccional debido a que éste es un

análogo no hidrolizable de GTP (Mitkevich et al., 2010). De esta manera la acomulación de (p)ppGpp podría

afectar la etapa de inicio (dependiente de IF2), elogación (dependiente de EF-Tu y EF-G), terminación de la

traducción (dependiente de RF3) y reciclaje de las subunidades ribosomales (dependiente de EF-G). Además, se

ha observado que (p)ppGpp es capaz de unirse a la GTPasa ObgE incrementando su afinidad por la subunidad

50S, evitando la asociación de las subunidades mayor y menor (Feng et al., 2014). Sumado a estos antecedentes,

algunos de nuestros experimentos muestran un mayor nivel de traducción en mensajeros canónicos bajo estrés
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oxidativo en una mutante carente del gen relA, el cual codifica una de las enzimas encargadas de la síntesis de

(p)ppGpp (Figura  29A).  Todo esto  sugiere  que  la  disminución  observada  en  la  eficiencia  de  la  traducción

canónica bajo estrés oxidativo es, al menos en parte, consecuencia de la regulación ejercida por (p)ppGpp. 

Como se  mencionó,  al  analizar  los  cambios  en  la  eficiencia  traduccional  se  distinguen  dos  grupos  de

codones en que la disminución de la eficiencia traduccional no es proporcional para codones sinónimos. Dentro

de estos grupos, los codones que más se destacaron fueron TCC (serina), GGA (glicina), CTC (leucina), CCT y

CCC  (prolina),  debido  a  que  conservaron  o  incrementaron  su  eficiencia  traduccional  (Figura  10A).  Estas

diferencias difícilmente pueden ser explicadas por las variaciones en los niveles de (p)ppGpp, y los principales

candidatos que surgen para entender este fenómeno son los tRNA implicados en su decodificación. En el caso de

los tRNAGly determinamos que 1) el nivel de los isoaceptores de glicina se conserva luego de la inducción de

estrés  oxidativo,  2)  ocurre  una  disminución  en  los  niveles  de  tRNAGly aminoacilado  in  vivo que  no  es

proporcional entre los distintos isoaceptores, y que 3) una población de tRNAGly pierde su capacidad de ser

aminoacilada (Figuras 2 y 3). Es probable que todos estos cambios terminen por afectar el proceso traduccional

de los codones de glicina. En efecto, al reducir los niveles del tRNAGly más abundante (tRNAGly
GCC) observamos

que la proporcionalidad entre la eficiencia traduccional de los codones sinónimos de glicina cambia, bajando la

eficiencia de traducción de los codones que son traducidos por el tRNAGly
GCC (Figura 16).

5.3. Rol del aminoácido glicina en el contexto del estrés oxidativo

A partir  del  análisis  de la genoteca de variantes de GFP detectamos que los codones que codifican los

aminoácidos de serina, glicina, leucina y prolina muestran cambios distintos a los observados para el resto de

codones. Particularmente nos llamó la atención el efecto del estrés oxidativo sobre los codones de glicina, pues

teníamos antecedentes que el estrés oxidativo causa la inactivación de tRNAGly (Figura 2).  Esto nos llevó a

estudiar en detalle el efecto del estrés oxidativo sobre la traducción de sus codones. Primero observamos que en

condición  control,  la  eficiencia  traduccional  de  los  codones  de  glicina  se  correlaciona  con  los  valores  de

frecuencia de uso en el genoma de  E. coli.  Cuando estudiamos el efecto del estrés oxidativo (inducido con

250 µM de paraquat) sobre la eficiencia traduccional de los reporteros, observamos que ésta disminuye para

todas las construcciones. Sin embargo, la eficiencia de traducción del reportero con sucesiones del codón GGA

disminuye menos que el resto de los codones, observándose una eficiencia traduccional similar para todos los

codones. Esto podría deberse a que el estrés oxidativo está causando un “cuello de botella” (o etapa limitante), el

cual limita la velocidad máxima a la que puede proceder la de traducción de los reporteros, haciendo que sea

independiente de los codones insertados en gfp. Sin embargo, cuando el estrés oxidativo fue inducido con una

mayor concentración de paraquat (700 µM) la disminución en la eficiencia traduccional de los codones GGT,

GGC y GGG fue mayor, posicionando al codón GGA como el más eficiente bajo estrés oxidativo (Figura 13).
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Esto sugiere que bajo un estrés oxidativo muy intenso la velocidad de traducción de algunos codones disminuye

lo suficiente como para acercarse a la velocidad de inicio, alterando la eficiencia de producción de GFP. Llama la

atención observar que cuando el medio de cultivo que contiene 700 µM de paraquat se suplementa con glicina, el

codon  GGA se  comporta  de  manera  similar  al  resto  de  los  codones.  Al  analizar  los  niveles  de  tRNA Gly

aminoacilado in vivo luego de la inducción de estrés oxidativo, documentamos una disminución en los tres tRNA

isoaceptores de glicina (Figura 3B). De modo que un incremento en los niveles de glicina en el medio de cultivo

parece compensar la disminución en los niveles de tRNAGly al aumentar la aminoacilación de la fracción que

sigue activa.

Análisis realizados en nuestro laboratorio indican que la concentración mínima inhibitoria (CMI) de la cepa

utilizada  en  estos  experimento  es  cercana  a  37,5  µM  de  paraquat  en  medio  M9r  con  agitación.  Resulta

importante este número ya que la mayoría de nuestros experimentos fueron realizados en una condición de estrés

oxidativo inducido con una concentración de paraquat que la sobrepasa casi 7 veces (250µM). Mayor relevancia

toma  cuando  los  principales  efectos  en  la  regulación  de  la  traducción  de  los  codones  de  glicina  fueron

observados cuando la concentración de paraquat fue 19 veces mayor a la CMI (700 µM). Para determinar si los

cambios  reportados  realmente  corresponden  a  un  mecanismo  de  regulación  de  la  traducción  y  no  son

consecuencia de procesos erráticos en células cuya muerte es inminente, debiésemos evaluar la letalidad del

paraquat  en  nuestras  condiciones  experimentales.  Algunos  reportes  indican  que  la  concentración  mínima

bactericida (CMB) para algunas bacterias como E. coli varía entre 10 a 100 veces sobre la CMI (Peterson et al.,

1981).  Algunos  experimentos  realizados  en  nuestro  laboratorio  mostraron  que  utilizando  concentraciones

superiores a 700 µM de paraquat en medio mínimo M9r, aún es observable el crecimiento de E. coli, en períodos

de  cultivo  mucho  más  extensos.  Es  importante  tener  estos  valores  en  consideración,  ya  que  bajo  fuertes

condiciones de estrés el proceso traduccional y su fidelidad podría verse alterado.

Algo que nos llamó la atención fue que cuando realizamos cultivos de una mutante  E. coli ΔglyVX::FRT

(que presenta menores niveles del tRNAGly
GCC) suplementados con glicina, observamos una disminución en la

tasa de crecimiento. Esto nos sugiere que de alguna forma la relación entre los niveles intracelulares de glicina y

los niveles de tRNAGly pueden estar  afectando procesos celulares esenciales para la replicación celular.  Por

ejemplo, se ha observado que la suplementación de glicina en el medio de cultivo puede inhibir la biosíntesis de

purinas en una cepa silvestre (Cheng et al., 2019), lo que podría explicar la disminución en la tasa de crecimiento

de  la  mutante  E. coli ΔglyVX::FRT  en  medio  M9r+Gly  (Figura  16).  Es  posible  que  los  altos  niveles  de

tRNAGly
GCC ayuden a tamponar las variaciones en la concentración intracelular de glicina en la cepa silvestre, y al

reducir  sus  niveles  con  la  mutación  de  los  genes  glyV y  glyX incrementamos  el  impacto  de  los  efectos

colaterales. De modo que la principal conclusión que se desprende de esto es que para comprender algunas de

nuestras observaciones debemos entender el papel de la glicina más allá del proceso traduccional.
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Glicina representa alrededor de un 9% de los aminoácidos que constituyen las proteínas más abundantes de

E. coli (Thanaraj et al., 1996). Sin embargo, este aminoácido es utilizado en otros procesos celulares, algunos de

los  cuales  son  necesarios  para  enfrentar  las  condiciones  de  estrés  oxidativo.  Por  ejemplo,  glicina  junto  a

glutamato y cisteína son requeridos para la síntesis de glutatión, un tripéptido que participa en la degradación de

ROS y restauración del  daño ocasionado durante una condición de estrés oxidativo (Cabiscol  et  al.,  2000).

Glicina también puede ser sustrato para la síntesis de serina por parte de la serina hidroximetil transferasa, y de

esta manera promover la síntesis de ATP a partir del ciclo de los ácidos tricarboxílicos (TCA) tras la conversión

de serina en piruvato (Cheng et al., 2019). Además, se ha observado que este ciclo no transcurre de igual manera

bajo estrés oxidativo debido a que tres de sus enzimas (aconitasa, succinato deshidrogenasa y fumarasa) poseen

centros de Fe-S susceptibles de ser oxidados. Esto tiene como consecuencia una disminución en la actividad de

estas enzimas, favoreciendo la utilización de la vía del glioxilato (Rui et al., 2010). En Pseudomonas aeruginosa,

una  γ-proteobacteria  como  E. coli,  se  ha observado que el  estrés oxidativo inducido por H2O2 promueve la

activación de la vía del glioxilato, producto de la activación transcripcional de las enzimas isocitrato liasa (aceA)

y malato sintasa (glcB). Se ha observado que la sustracción de esta vía, a través de la mutación de los genes

aceA y glcB, desencadena una desregulación en la homeostasis del hierro libre, aumentando la sensibilidad de P.

aeruginosa al estrés oxidativo (Ha et al., 2018). Esto nos sugiere que la ruta del glioxilato puede tener un papel

similar en E. coli. 

Por otra parte, la utilización de glicina como precursor para el ciclo de los TCA facilitaría el uso de fuentes

de carbono como glucosa-6-fosfato para la recuperación del poder reductor (NADPH). Esto sería inducido por

un incremento en la actividad de la enzima glucosa-6-fosfafo deshidrogenasa en la ruta de las pentosas, bajo

estrés oxidativo inducido con paraquat (Rui et al., 2010).

Todos estos cambios metabólicos inducidos por el estrés oxidativo pueden ser responsables de una caída

rápida de la concentración intracelular de glicina. Esta disminución ya ha sido documentada en microorganismos

evolutivamente cercanos a E. coli, como Pseudomonas fluorescens en respuesta a estrés oxidativo inducido por

H2O2 (Alhasawi et al., 2014). Frente a este fenómeno, algunos autores han explorado la posibilidad de cambios

en la tasa traduccional producto de la limitación de ciertos aminoácidos.  Elf et al. (2003) analizó de manera

teórica el impacto que tendría un escenario en que la concentración de aminoácidos es limitante, sobre el nivel

de  aminoacilación  de  tRNA isoaceptores.  A partir  de  cultivos  de  E.  coli realizados  en  distintos  medios  se

determinaron  los  niveles  de  cada  tRNA y  la  concentración  de  aminoácidos  para  estimar  el  grado  de

aminoacilación de cada tRNA de acuerdo a su frecuencia de uso (Elf et al., 2003). Estas predicciones mostraron

que ante la baja de un aminoácido, disminuiría drásticamente el nivel de aminoacilación de algunos tRNA que

decodifican codones con una alta frecuencia de uso. Esta propuesta coincide con algunos de los cambios que

observamos con la genoteca de variantes de GFP. Por ejemplo, Elf et al. (2003) plantéa que tRNAGly
CCG reduciría
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drásticamente su nivel de aminoacilación al disminuir la concentración de glicina, y nosotros observamos que

hay una mayor disminución en la eficiencia traduccional de los codones decodificados por tRNAGly
CCG.  Esta

disminución en la eficiencia traduccional de GGT y GGC posiciona a GGA como el más eficiente bajo estrés

oxidativo, dentro del grupo de codones sinónimos de glicina. Además, ante un incremento en la concentración de

glicina,  Elf et al. (2003) plantéa que se restaurarían los niveles de aminoacilación de tRNAGly
CCG, situación en

que  nosotros  observamos  que  desaparece  el  incremento  relativo  en  la  eficiencia  traduccional  de  GGA.  En

resumen,  algunos  de  los  efectos  traduccionales  pueden  depender  parcial  o  completamente  de  los  cambios

metabólicos ocurridos bajo estrés oxidativo.

5.4. Mecanismos alternativos de la iniciación de la traducción durante estrés oxidativo

Previamente nos referimos a las posibles causas de la disminución generalizada observada en el análisis de

la eficiencia traduccional de la genoteca de variantes de GFP bajo estrés oxidativo. Sin embargo, un punto que

no fue abordado es el papel de la iniciación de la traducción, una etapa que ha sido postulada por muchos autores

como aquella que define la velocidad de la traducción de un transcrito por ser la más lenta (Kennel et al., 1977;

Hersh et al, 2014). Hoy en día se conocen tres mecanismos de iniciación de la traducción bacteriana: iniciación

canónica,  iniciación  por  resbalamiento  de  ribosomas,  e  iniciación  de  mRNA carentes  de  líder  (lmRNA)

(Schmeing et al., et al., 2009; Yamamoto et al., 2016; Ptashne et al., 1976). Por muchos años ha regido como

paradigma que el inicio canónico de la traducción prepondera sobre otros mecanismos de inicio en bacterias. Los

reportes de mecanismos alternativos de iniciación correspondían a casos particulares, poco relevantes para la

fisiología bacteriana. Sin embargo, cada vez son más los autores que han desestimado las secuencias de consenso

en las regiones de unión a ribosomas (Ludwig et al., 2018). También se ha descrito la traducción de policistrones

a  través  del  resbalamiento  de  ribosomas  sobre  el  transcrito  una  vez  éstos  llegan  al  codón  de  detención

(Yamamoto et  al.,  2016).  Se han descrito  nuevos lmRNA que se  generan a  partir  de  genes  reguladores  de

procesos biológicamente relevantes, como virF en la virulencia de Shigella spp. (Di Martino et al., 2016).

Uno de los casos más estudiados en el campo de los lmRNA son los transcritos del gen cI, el cual codifica

uno  de  los  principales  reguladores  de  la  lisis/lisogenia  del  fago  Lambda.  Gran  parte  de  estos  estudios  se

centraron en el mecanismo de regulación de los promotores PRE y PRM, encargados de la transcripción de un

mRNA canónico y un lmRNA para el gen  cI, respectivamente (Resch et al., 1995). Es probable que la poca

atención que han recibido los lmRNA se deba en parte a los bajos niveles de traducción que se pueden observar

en condición control (Figura 22), condición en que se han realizado la mayoría de los estudios al respecto. Uno

de los principales hitos de este trabajo fue el análisis de la eficiencia traduccional de los lmRNA en un contexto

diferente. Considerando que tanto la activación del ciclo lítico del fago Lambda (dependiente de cI) así como la

virulencia  de  Shigella spp. (dependiente  de  VirF)  se  ven  promovidas  por  cambios  del  medio  extracelular
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(radiación UV, osmolaridad, temperatura, pH, oxígeno, etc), quisimos analizar la eficiencia traduccional de los

lmRNA en un contexto de estrés (Fry, 1959; Nakayama et al., 1995; Dorman et al., 1998). Esto nos llevó a

determinar que bajo estrés oxidativo la traducción de lmRNA se ve favorecida en comparación a la de mRNA

canónicos, producto de un aumento en la traducción de lmRNA a la par de una inhibición en la traducción de

mRNA canónicos (Figura 22). Esto se debe en parte a la acumulación de (p)ppGpp producto del estrés, la que

inhibe la traducción canónica sin afectar mayormente la traducción de lmRNA (Figura 29A). Algunos autores

postulan que la eficiencia traduccional se ve determinada por la estructura que puede adoptar el extremo 5' del

transcrito (de Smit et al., 1990). Esto no aplicaría para los vectores utilizados para la síntesis de transcritos sin

líder, dado que éstos generan transcritos cuya secuencia y estructura del extremo 5' es totalmente distinto entre

si: secuencia codificante de los genes gfp (Figura 22), cI (Figura 23) y katG (Figura 25). Esto ayuda a sustentar

la  idea  que  la  traducción  de  lmRNA se  ve  favorecida  bajo  estrés  oxidativo.  Algunos  análisis  preliminares

realizados en el laboratorio nos sugieren que esto no se restringe a una respuesta frente a estrés oxidativo, y que

el estrés salino también es capaz de inducir este incremento en la eficiencia traduccional de lmRNA.

Un aspecto que resulta muy importante en la regulación de la traducción bajo estrés oxidativo es la relación

existente entre las velocidades de iniciación y elongación. Cuando observamos la eficiencia traduccional de los

codones CTC y CTG en un transcrito con líder, vemos que CTC posee una eficiencia traduccional mucho menor

que CTG en condición control. Sin embargo, observamos que dicha diferencia entre codones se minimiza  bajo

estrés oxidativo. Esto es lo esperado para un escenario en que la velocidad de iniciación se reduce tanto, que

define la velocidad del proceso completo de traducción (Figura 31).  Esto nos indica que el estrés oxidativo

reduce  drásticamente  la  velocidad  de  inicio  de  mRNA canónicos,  convirtiendo  a  la  iniciación  en  la  etapa

limitante de la traducción (Figura 31). Una consecuencia que se desprende de esta conclusión es que el uso de

codones pierde su capacidad de afectar la cantidad total de proteína producida a partir de mRNA canónicos bajo

estrés oxidativo, y que cambios a nivel del inicio de la traducción pueden tener un mayor efecto.

El mecanismo que explica el aumento en la eficiencia de traducción de lmRNA es hoy una interrogante

mayor  que  cuando  se  inició  esta  tesis.  Por  ejemplo,  determinamos  que  este  incremento  en  la  eficiencia

traduccional  no  es  catalizado  por  la  endoribonucleasa  MazF,  la  cual  había  sido  reconocida  como  pieza

fundamental en la formación de una subpoblación de ribosomas especializados en la traducción de los lmRNA

(ribosomas  de  estrés  70SΔ43)  (Vesper  et  al.,  2011).  Ademas,  luego  de  la  utilización  de  distintos  enfoques

experimentales determinamos que la formación de ribosomas de estrés 70SΔ43 (producto de la digestión del

rRNA 16S) es indetectable bajo estrés oxidativo en E. coli K12 MG1655 (sección 4.5.3). Luidalepp et al. (2016)

y  Culvier et al.  (2018) han reportado que en otras condiciones tampoco se formarían ribosomas 70SΔ43.  Sin

embargo,  al  analizar  perfiles  de  polisomas  obtenidos  de  una  condición  de  estrés  oxidativo  observamos  la

aparición de un pico con menor coeficiente de sedimentación al de un ribosoma completo (70S) (Figura 28). Un
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hecho  que  llama  poderosamente  la  atención  es  que  otros  autores  han  observado  un  pico  de  similares

características (61S) en perfiles de polisomas obtenidos de células tratadas con kasugamisina, donde se activa la

traducción de lmRNA. Esta disminución en el coeficiente de sedimentación se debería a la falta de una serie de

proteínas ribosomales, producto del tratamiento con kasugamicina (Delvillani et al.,  2011; Kaberdina et al.,

2009). Además, la magnitud del pico de 61S incrementa al sobreproducir el lmRNA de  cI (Delvillani et al.,

2011).  Los  experimentos  realizados  en  esta  tesis  no  nos  permiten  determinar  si  el  pico  que  encontramos

corresponde a un caso similar al de la partícula S61 donde los cambios corresponden a una pérdida de proteínas

ribosomales o bien corresponden a un problema en la biogénesis ribosomal  no relacionado a la partícula S61.

Independiente de esto, la formación de una partícula semejante a la partícula S61 abre un camino para explorar

en la búsqueda de los mecanismos que permiten activar la traducción de lmRNA.

5.5. Regulación de la traducción bajo estrés oxidativo

Basado en los resultados obtenidos en este trabajo de tesis y en los antecedentes bibliográficos, proponemos

el  siguiente  modelo  de  cambios  inducidos  por  el  estrés  oxidativo  en  la  maquinaria  traduccional  y  sus

consecuencias en el proceso de síntesis de proteínas (Figura 34).

El estrés oxidativo induce alteraciones en la estructura de los ribosomas, causando la aparición de picos

entre la subunidad mayor (50S) y ribosomas maduros (70S). Estas partículas podrían tener variaciones en la

estequiometría de proteínas ribosomales que pueden deberse a problemas en la biogénesis y/o a la pérdida de

éstas. Como consecuencia del estrés oxidativo se induce la síntesis de la alarmona (p)ppGpp, la cual es capaz de

competir por IF2 y desplazar su unión a GTP, además de formar el complejo de anti-asociación de subunidades

ribosomales ObgE-(p)ppGpp. Esto tiene como consecuencia una inhibición en el mecanismo canónico de inicio

de la traducción, que sumado a la activación en la traducción de lmRNA hace que este mecanismo alternativo de

inicio de la traducción tome gran importancia bajo estrés oxidativo. Paralelamente, la acumulación de (p)ppGpp

activa el sistema toxina-antitoxina MazEF, el cual promovería la formación de nuevos mRNA carentes de líder

(lmRNA) a partir de mRNA canónicos. No podemos decir si es más frecuente la producción de lmRNA por

digestión de mRNA canónicos o por el uso de promotores alternativos. 

Dado que (p)ppGpp también es  capaz de unirse  a  los  factores  EF-Tu,  EF-G y RF3,  es  posible  que la

elongación y terminación también estén siendo inhibidas por esta alarmona. La oxidación de algunas de las

proteínas que participan en el proceso también podría apoyar su inhibición. Todo esto tendría como consecuencia

una disminución global en la tasa traduccional. Aunque bajo estrés oxidativo la traducción canónica pasa a ser

dominada casi exclusivamente por la velocidad de inicio del proceso, algunos codones (TCC, GGA, CTC, CCT

y CCC) conservan o incrementan su eficiencia traduccional respecto al resto. Todos estos cambios terminarían

promoviendo la traducción de los genes inducidos en respuesta al estrés oxidativo por sobre el resto de los genes
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del  genoma,  debido a  que poseen una adaptación a  los  cambios  en la  eficiencia  de traducción codogénica

ocurridos bajo estrés oxidativo. Finalmente, dado que el impacto del uso de codones observado en condición

control tiene mucho menor impacto bajo estrés oxidativo, producto que la velocidad del inicio de la traducción

canónica se convierte en la etapa limitante de la síntesis, es probable que estos genes además sean regulados a

nivel de su inicio traduccional. Futuros trabajos deberán determinar cuáles de estos genes son traducidos a partir

de mRNA carentes de líder, lo que nos permitirá establecer el real impacto de este mecanismo de inicio de la

traducción sobre la adaptación de E. coli al estrés oxidativo.
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Figura 34.  Modelo de alteraciones y/o regulación de la  maquinaria traduccional  bajo oxidativo.  En la  figura se

muestran los hitos más relevantes en la regulación de la iniciación y elongación de la traducción bajo estrés oxidativo

analizados en éste trabajo. A la izquierda se observa que lmRNA silvestres o provenientes del procesamiento de mRNA

canónicos interactúan con complejos 70S para iniciar su traducción. A continuación se observa la formación del complejo

de preiniciación requerido para la traducción de mRNA canónicos. En estas condiciones, este mecanismo de iniciación de la

traducción resulta menos eficiente que el  de lmRNA. En la parte central  de la figura se observa que RelA cataliza la

acumulación de (p)ppGpp, el cual puede unirse a los factores IF2, EF-Tu y EF-G, inhibiendo la iniciación canónica y la

elongación. Además, (p)ppGpp puede unirse a ObgE e inhibir la asociación de las subunidades mayor y menor. En la parte

inferior  se observa que producto del  estrés  oxidativo se inactiva una población de tRNAGly,  la  cual  es  incapaz de ser

aminoacilada. A la derecha se observa que en estas condiciones es mayor la eficiencia de la traducción de los codones TTC,

GGA, CTC, CCT y CCC (flechas verdes). Esto tiene como consecuencia un cambio en el proteoma, sintetizando una mayor

proporción de proteínas con tales codones (proteínas verdes). 
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Conclusiones

6. CONCLUSIONES

1. Una disminución en los niveles de tRNAGly
GCC reduce la eficiencia traduccional de los codones decodificados

por dicho tRNA.

2. A diferencia del resto de codones, la eficiencia traduccional relativa de los codones GGA (glicina),  TCC

(serina), CTC (leucina), CCT y CCC (prolina) se mantiene o incrementa bajo estrés oxidativo.  

3. El incremento en la eficiencia traduccional de GGA bajo estrés oxidativo inducido con altas concentraciones

de paraquat, es observable en genes silvestres de E. coli.

4.  La  eficiencia  traduccional  de  lmRNA es  mayor  que  la  de  mRNA canónicos  bajo  estrés  oxidativo.  Esta

diferencia es independiente de MazF. 

5. La acumulación de (p)ppGpp inhibe el inicio de traducción canónico bajo estrés oxidativo.

6. El estrés oxidativo inducido con paraquat no induce la formación de ribosomas de estrés (70S∆43).

7. A partir de la predicción de un modelo teórico de eficiencia traduccional, observamos que los genes de los

regulones SoxRS y OxyR tienen un uso codogénico adaptado para su traducción bajo estrés oxidativo.

8. La etapa limitante de la traducción bajo estrés oxidativo es la iniciación.
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Anexos

Tabla anexo 1: Frecuencias de uso de codones en E. coli (Thanaraj et al., 1996) y valores experimentales de

eficiencia traduccional en condición control (medio M9r) y bajo estrés oxidativo (medio M9r + Pq 250 µM). 
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Aminoácido Codón
M9r Pq 250µM

Promedio Promedio

Met ATG 0,0197 6,3755 0,4803 0,1798 1,8211

Cys
TGT 0,0010 4,5785 1,2359 0,1406 1,4504
TGC 0,0030 4,8287 0,7744 0,1465 1,3416

His
CAT 0,0044 5,6905 1,5794 0,1772 1,6707
CAC 0,0138 8,0665 1,0957 0,1476 1,8530

Lys
AAA 0,0600 6,5181 0,5373 0,2948 2,0442
AAG 0,0191 8,2725 2,4958 0,2472 2,0421

Arg

AGA 0,0001 6,5915 0,9102 0,1196 1,9099
AGG 0,0000 2,2922 0,6244 0,4749 1,5496
CGT 0,0488 6,1575 0,4114 0,2080 2,2295
CGC 0,0187 6,5484 0,8914 0,1898 1,7991
CGA 0,0003 3,3082 1,0276 0,2784 1,4433
CGG 0,0001 4,8957 0,8575 0,2997 1,8787

Asp
GAT 0,0185 2,2978 0,2301 0,1124 1,3736
GAC 0,0385 2,5065 0,1916 0,0736 1,4413

Glu
GAA 0,0542 2,3485 0,7389 0,4295 1,5068
GAG 0,0155 2,5676 0,5864 0,1415 1,7535

Gln
CAA 0,0046 7,1695 0,9662 0,1564 1,7333
CAG 0,0304 6,5359 2,1776 0,2263 1,9030

Asn
AAT 0,0032 4,7547 0,2364 0,1429 1,6586
AAC 0,0371 5,9927 0,8937 0,1829 1,8727

Thr

ACT 0,0253 8,2923 4,3859 0,4369 2,0616
ACC 0,0269 6,0137 0,3713 0,2758 2,0469
ACA 0,0010 4,6062 1,2287 0,3247 1,7825
ACG 0,0034 6,1657 0,7772 0,2962 2,2368

Ser

AGT 0,0012 6,0705 0,3634 0,1921 2,0091
AGC 0,0091 5,4361 0,5576 0,1809 1,9125
TCT 0,0169 4,4561 1,0807 0,1419 1,5991
TCC 0,0126 1,9262 0,3043 0,3310 1,7240
TCA 0,0009 5,0218 0,7312 0,1807 1,8716
TCG 0,0005 4,6275 0,2077 0,2345 1,6983

Trp TGG 0,0061 4,3933 0,8216 0,1413 1,3622

Phe
TTT 0,0069 4,8894 1,5785 0,2453 1,4940
TTC 0,0260 5,9135 0,4566 0,1832 1,6113

Tyr
TAT 0,0055 5,1136 0,1688 0,0966 1,1989
TAC 0,0192 5,5284 0,8625 0,1619 1,6142

Ile
ATT 0,0108 5,4148 0,2568 0,1844 1,6952
ATC 0,0475 5,6735 0,1213 0,2403 2,0108
ATA 0,0000 4,3470 0,2499 0,0433 1,8347

Frecuencia
De uso

Desviación
Estándar

Desviación
Estándar
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Aminoácido Codón
M9r Pq 250µM

Promedio Promedio

Pro

CCT 0,0038 0,7776 0,3516 0,9035 1,8939
CCC 0,0003 0,5660 0,3112 1,0947 1,7252
CCA 0,0038 3,0586 0,2491 0,3056 1,9251
CCG 0,0264 2,5876 0,8603 0,7849 1,7408

Ala

GCT 0,0470 6,0974 0,8550 0,4111 2,0975
GCC 0,0080 6,1785 0,9060 0,1521 1,7088
GCA 0,0272 5,9189 0,4970 0,0965 1,9599
GCG 0,0201 4,8161 0,3526 0,1864 1,8455

Val

GTT 0,0499 7,5271 1,9381 0,2046 2,3260
GTC 0,0063 5,1855 0,4995 0,1556 1,7704
GTA 0,0227 6,4546 1,3783 0,1794 1,9687
GTG 0,0120 4,7269 0,5060 0,1530 1,7364

Gly

GGT 0,0536 2,7808 0,2513 0,1745 1,8406
GGC 0,0354 3,5982 0,3238 0,1193 1,6788
GGA 0,0005 1,9365 0,0873 0,2700 1,7236
GGG 0,0015 2,3335 0,5976 0,2351 1,7003

Leu

TTA 0,0005 5,5465 0,8393 0,3393 1,9968
TTG 0,0026 7,1516 1,3046 0,1407 1,8950
CTT 0,0029 6,4404 0,9247 0,0774 1,6958
CTC 0,0023 0,9674 0,0959 0,3836 1,9845
CTA 0,0003 5,7448 0,4516 0,1980 1,9257
CTG 0,0611 5,7722 0,3566 0,2195 1,9597

Frecuencia
De uso Desviación

Estándar
Desviación

Estándar
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Tabla anexo 2: Número y porcentaje de codones de los reporteros GFP y mCherry. 
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GFP mCherry GFP mCherry
AA Codón N° codones % N° codones % AA Codón N° codones % N° codones %
Ala GCA 2 0,82 1 0,41 Lys AAA 14 5,71 20 8,13
Ala GCC 1 0,41 2 0,81 Lys AAG 6 2,45 6 2,44
Ala GCG 0 0,00 6 2,44 Met ATG 5 2,04 10 4,07
Ala GCT 5 2,04 3 1,22 Phe TTC 4 1,63 5 2,03
Arg AGA 0 0,00 0 0,00 Phe TTT 8 3,27 5 2,03
Arg AGG 0 0,00 0 0,00 Pro CCA 5 2,04 2 0,81
Arg CGA 0 0,00 0 0,00 Pro CCC 2 0,82 0 0,00
Arg CGC 2 0,82 5 2,03 Pro CCG 1 0,41 8 3,25
Arg CGG 1 0,41 0 0,00 Pro CCT 2 0,82 3 1,22
Arg CGT 5 2,04 3 1,22 Ser AGC 1 0,41 3 1,22
Asn AAC 9 3,67 2 0,81 Ser AGT 2 0,82 0 0,00
Asn AAT 5 2,04 5 2,03 Ser TCA 1 0,41 0 0,00
Asp GAC 6 2,45 5 2,03 Ser TCC 2 0,82 2 0,81
Asp GAT 12 4,90 9 3,66 Ser TCG 2 0,82 0 0,00
Cys TGC 2 0,82 0 0,00 Ser TCT 3 1,22 7 2,85
Cys TGT 0 0,00 0 0,00 Stop TAA 1 0,41 1 0,41
Gln CAA 6 2,45 3 1,22 Stop TAG 0 0,00 0 0,00
Gln CAG 1 0,41 6 2,44 Stop TGA 0 0,00 0 0,00
Glu GAA 11 4,49 14 5,69 Thr ACA 4 1,63 1 0,41
Glu GAG 6 2,45 11 4,47 Thr ACC 2 0,82 6 2,44
Gly GGA 9 3,67 0 0,00 Thr ACG 2 0,82 3 1,22
Gly GGC 4 1,63 14 5,69 Thr ACT 11 4,49 3 1,22
Gly GGG 3 1,22 0 0,00 Trp TGG 1 0,41 3 1,22
Gly GGT 7 2,86 11 4,47 Tyr TAC 5 2,04 4 1,63
His CAC 5 2,04 3 1,22 Tyr TAT 4 1,63 8 3,25
His CAT 5 2,04 3 1,22 Val GTA 3 1,22 2 0,81
Ile ATA 1 0,41 1 0,41 Val GTC 7 2,86 2 0,81
Ile ATC 3 1,22 7 2,85 Val GTG 0 0,00 7 2,85
Ile ATT 7 2,86 3 1,22 Val GTT 8 3,27 4 1,63

Leu CTA 2 0,82 0 0,00 Total 245 100 246 100
Leu CTC 4 1,63 1 0,41
Leu CTG 1 0,41 12 4,88
Leu CTT 11 4,49 0 0,00
Leu TTA 3 1,22 1 0,41
Leu TTG 0 0,00 0 0,00


