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RESUMEN 

El factor de elongación EF-Tu es una de las proteínas 

más abundantes tanto en las c é l u l a s p r oc art ón t i c a s como 

eucariónticas. Este factor tiene una función clave en la 

traducción al promover la unión del aminoacil-tRNA, 

dependiente de GTP, al sitio A del ribosoma durante el ciclo 

de elongación de la biosfntesis de protefnas. Este factor no 

sólo es interesante por su importante función bio16gica sino 

que t arnb i é n por la diversidad de moléculas con las cuales 

i n t e r ac t á a , Entre ellas se cuentan el aminoacil-tRNA, el 

GTP, GDP, el factor de elongación EF-Ts, los antibi6ticos 

kirromicina y pulvomicina y algunos componentes ribosomales. 

Además se ha descrito que esta protefna es metilada tanto en 

Escherichia col i como en Salmonel1a typhimurium. Esta 

modificaci6n se encuentra s610 en la 1 isina-56, en E. col i, 

pudiendo ser mono- o dimetill isina. Sin embargo, actualmente 

no se con oc e 1 a funci6n de '2'sta modificaci6n 

post-traduccional del EF-Tu. En este trabajo hemos abordado 

el estudio de algunos aspectos de la metilaci6n del factor 

de elongación EF-Tu en diversos organismos. 

Encontramos que tanto el EF-Tu de c l or op l a s t o s de 

Euglena gracilis como posiblemente el factor de la bacteria 

termof f 1 i c a Ba.c i 11 U5 stearotherrnoph i 1 us son me ti 1 ados. En 
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cambio en el EF-Tu de Bacil1us subtilis no fue posible 

establece~ la p~esencia de aminoácidos metilados. 

Los ~esultados obtenidos con el EF-Tu de clo~oplastos 

constituyen o t r a c ar-ac t e r I s t l c a de tipo b ac t e r-I an o p ar a el 

ap ar a t o t r aduc c i on a l de estos or-qane l o s , 10 que apoya la 

hipótesis de su posible o~igen endosimbiótico. 

Estos estudios compa~ativos y los de ot~os auto~es nos 

¡ndica~on un eie~to g~ado de conse~vaei6n para la metilaeiÓn 

del facto~ de elongación EF-Tu en algunas bacte~ias y en los 

clo~oplastos, 10 que sugie~e un posible papel de impo~tancia 

pa~a 1 a me t i 1 a e i ón de las p~otefnas del apa~ato 

t r aduc c i on a l , 

Se cíe s ar-r o l l ar-on dos sistemas de metilación in v i tr-o 

del facto~ de elongaeión EF-Tu. El p~ime~o, consistió en un 

sistema dependiente de DNA, en 

metionina-35S o S-Ado(metil-3H)Met 

).rifd18, el cual tiene el gen tufB 

el 

y 

que se utilizó 

el DNA del fago 

que codí f j ea p ar-a el 

+ ac t or- EF-Tu de E. coli. En este sistema se obtuvo p or­ 

p~ime~a vez la síntesis y la metilación del EF-Tu, en fo~ma 

ef i c. i en te, encon t~ándose mono- y di me ti 11 i si n a , El segundo 

sistema desarrollado empleó como sust~ato el EF-Tu 

submetilado a~tíficialmente. Pa~a el lo se c~ecie~on las 

c é l u l a s de E. col i en un medio en que la metionina se 

encont~aba 1 imitante, o en un medio mfnimo suplementado con 

etionina, en reemplazo de la metionina. Como dador de g~upos 
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metilos se utiliz6 S-Ado(metil-3H)Het. Con estos sistemas 

también se obtuvo la metilaci6n del EF-Tu, encontrándose 

mono- y dimetillisina. Estos resultados sugier'en que en 

todos los sistemas de metilaci6n in vitro desarrollados, el 

factor EF-Tu se metilarfa como in vivo. 

Mediante estos sistemas, pusimos en evidencia además de 

la metilación in vitro del factor EF-Tu de cloroplastos de 

E. gracilis, la presencia de una enzima metiltransferasa de 

EF-Tu tanto en E. col ¡ como en los cloroplastos. 

Esta actividad metiltransferasa resultó ser altamente 

inestable y no fue posible purificar la enzima, por 10 que 

se caracterizó en forma prel iminar sólo en extractos crudos 

de E. col i . 

El grado de metilación in vivo del factor EF-Tu de E. 

coli varió en las distintas etapas del crecimiento de la 

bacteria, alcanzándose la máxima incorporación de grupos 

metilo hacia la mitad de la fase logarftmica de crecimiento. 

Estos resultados nos sugirieron una posible función 

biológica para la modificación post-sintética del factor. 

Con el prop6sito de estudiar la posible función de la 

metilación en la estructura o actividad del EF-Tu se 

compararon algunas propiedades de preparaciones altamente 

purificadas del EF-Tu metilado (EF-TuL), obtenido de E. col i 

LBE1001 crecidas hasta la fase estacionaria t ar d í a de la 
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cu~va de c~ecimiento, y de dos p~epa~aciones de EF-Tu 

submetilado: EF-TuM, obtenido de E. coli MRE600 c r-e c i da s 

hasta la mitad de la fase logarftmica y EF-TuE, obtenido de 

c~lulas crecidas en presencia de etionina. 

Cuando el factor EF-TuL, metilado, 

menor velocidad 

se t~at6 con 

comparado con los facto~es submetilados 

de de gr adac i ón 

EF-TuM y EF-TuE. 

tripsina, presentó una 

Estos resultados sugieren que la metilaci6n de la 1 isina-56 

del EF-Tu, que se encuentra en una regi6n expuesta de la 

mol~cula, p~otegerfa a la protefna del ataque p~oteolftico. 

Al medir la velocidad de disociaci6n de los 

nucle6tidos GDP y GTP en las distintas p r-e p ar ac i on e s de 

EF-Tu, ésta pareci6 no estar efectada por la metí 1aci6n. Sin 

embargo, 1 a ac ti v i dad GTPasa, que presen t a el EF-Tu 

estimulada por aatRNA en presencia de k i r-rom i c i n a , se 

encontr6 signifivativamente aumentada cuando el EF-Tu estaba 

me ti 1 ado. 

Este efecto de la metilaci6n sobre la actividad GTPasa 

del EF-Tu p odr J a t e n e r- una i mp cr t an c i a fisiol6gica p ar a la 

bacte~ia, ya que la actividad GTPasa está d¡~ectamente 

cor~elacionada. con la fidel idad en el proceso de traducci6n 

mediado por los ribosomas. 
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ABSTRACT 

The elongation factor EF-Tu is one of the most abundant 

cellular proteins in both prokaryotic and eukaryotic cel1s. 

This factor plays a central role during translation by 

pr-omoting the GTP-dependent binding of aminoacyl-tRNA to the 

A site of t h e ribosomes during the elongation c vc l e of 

protein biosynthesis. In addition, this p ro t e l n factor is 

i n ter e s t i n 9 be c a u s e ¡ti n ter a c t s w i t h am i n o a e y 1 - t RNA , GT P , 

GDP, elongation factor EF-Ts, the antibiotics kirromycin and 

pulvomycin and some components of the ribosome. The 

elongation factor EF-Tu has been found methylated in both 

Escherichia col and Salmonel1a typhimurium. This 

modification takes place in the lysine-56 in E. coli and it 

can be mono- or dimethyl1ysine. However, the function of 

this post-trans1ationa1 modification is at present unknown. 

In this work we have studied some a sp e c t s of the EF-Tu 

methylation in severa1 microorganisms. 

We found tha t both the EF-Tu from c h 1 orop 1 asts from 

Euglena gracilis and possibly the factor from the 

thermophil ic Bacillus stearothermophilus were methylated in 

vivo. However, we could not find methylated amino acids in 

the factor from Bacil1us subtilis. 
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The simi lar- i ty between the r e su l ts obtai ned wi th the 

chlor-oplast EF-Tu and those with E. eol i suppor-t the 

possible endosymbiotic ,:)r-igin +or- the or·ganel1e. 

These compar-ative studies, together- with evidence fr-om 

o t h er- investigator-s, suggested some degr·ee of c on s er-v a t í on 

+or- the me t hv l a ti on of EF-Tu +r crn some eubac ter- i a an d +r om 

e h 1 or- op 1 a s t, i n di e a t i n gap oss i b 1 e i mp or- tan t r- o 1 e f or- t he 

methylation of pr-oteins fr-om the tr-anslational apparatus. 

We developed two in vitro systems to study EF-Tu 

methylation. The first was a DNA-dependent system employing 

35S-methionine, S-Adenosyl(methyl-3H)Methionine and ~rifd18 

DNA, coding +or- EF-Tu from E. eoli. With this system, we 

obtained +or- the first time, t he efficient synthesis arid 

methylation of EF-Tu, in which mono- and dimethyl1ysine were 

found. The second s v s t ern employed ar-tificial1y 

under-methylated EF-Tu, obtanied by gr-owing E. coli 

limiting methionine c on c e n t r-a t i on or- in the pr-e s e nc e 

ethionine instead of methionine. S-Ado(methyl-3H)Met 

at 

of 

was 

used as a methyl group donor. 8y using these systems, we 

found both mono- and dimethyl1ysine in EF-Tu. Therefor-e, the 

me t hv l a t i on of EF-Tu r-esembled that obtained in vivo with 

a l l the in vi tro systems developed. 

These in vitro systems were useful not only in showing 

the in vitro methylation of the EF-Tu from chloroplasts but 

al10wed us to confirm the presence of an EF-Tu 
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me t h v l tranferase both in E. col i and ch 1 or op 1 asts from E. 

grac i 1 i s , 

However, the rne t h y l t ran s f e r a s e ac t i v i t x 1,\) a 0:' h i qh l » 

unstable and it was on l y p o s s l b l e to make a p r e l i m i n ar-v 

ch ar ac t e r-i za t i on by using c ru de e x t r ac t s from E. col i . 

Th e degree of in vivo me t hv l a ti on of EF-Tu changed 

during the growth phase of t h e b ac t e r-i a , having a maximun 

value towards the half of the 10garithmic growth phase these 

r-e su l t s o:;uggested a possible biological ro l e +or- the 

post-synthetic modification of EF-Tu. 

To study the possible effect of rne t hv l a t i on on the 

s t r-u c t ur-e or- +un c t i on of EF-Tu, we c omp are d some p rop e r-t i e s 

of highly purified methylated EF-Tu (EF-TuL) obtanied +rom 

E. col i LBE 1001 grown up to the 1 ate stat i on ar y growth 

phase and those of two undermethylated EF-Tu purified 

preparations: EF-TuM, from E. coli MRE 600 grown up to half 

of the logarithmic growth phase and EF-TuE, from cel1s grown 

in the presence 0+ ethionine. 

When the methylated EF-TuL was tested in the presence 

0+ tryps in, i t s h owe d a grea t 1 y reduced degrada ti on ra te 

compared with the two undermethylated EF-Tu factors (EF-TuM 

and EF-TuE). These results suggested that the methylation OT 

the Lys-56 present in an exposed region of the EF-Tu 

molecule, would protect the protein from proteotytic attacK. 
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The me thyl a ti on of EF-Tu ap p e ar-e d not to affec t the 

rate of GDP and GTP exchange. However, the aatRNA-stimulated 

GTPase ac ti vi ty rne a sur-e d in the p r e s e n c e of K i r-r omvc in, was 

greatly stirnulated when the EF-Tu was rnethylated. 

Th i s effect of methylation upon t h e EF-Tu GTPase 

activity could be physiologically important since the GTPase 

ac t i v i t v is directly correlated with the fidelity of the 

ribosome rnediated translation process. 
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1.- INTRODUCCION 

La estructura primaria de una protefna está determinada 

por la secuencia de los aminoácidos que la constituyen. Sin 

embargo, esta estructura puede ser modificada 

covalentes post-traduccionalmente mediante uniones 

especfficas de grupos qufmicos a los residuos aminoacfdicos 

que la constituyen. (Al i x , J. H. y Hayes, D., 1983; Paik, W. 

K y Kim, S., 1980). Estas modificaciones post-sintéticas son 

de e sp e c i al interés ya que pueden alterar 1 a e s t r-u c t ura 

terciaria de la proteína, 10 que podrfa provocar cambios en 

su funci6n. 

La metilaci6n de protefnas ha sido de especial interés 

duran te 10s ú 1 timos 20 a~os y se ha i nv e s t i gado en forma 

activa en procesos tales como: la quimiotaxis bacteriana, la 

exocitosis, la regulación de la expresión de genes, la 

contracci6n muscular, el transporte de electrones y la 

sfntesis del transportador de grupos acilo (carnitina) 

(Al i x , J. H y Have s , D., 1983; Paik, W. K. y Kim, S., 1980). 

Nuestro laboratorio se ha interesado en los últimos 

a~os en efectuar un estudio comparativo de la metilación de 

las proteínas del apara.to traduce i ona.l en distintas 

especies, ya que éste presenta una serie de características 

comunes en todos os seres vivos y 

1 



2 

desempe~a en el los la misma función (Nierhaus, N. H., 1982). 

Los componentes ribosomales se han encontrado altamente 

conservados en muchas espec i es (Wi t tmann, H. G., 1982). 

Además, regiones de los genes que codifican el factor de 

elongaci6n EF-Tu son altamente conservadas dentro de los 

procariontes (Fíler, D. >' Furano, A. 1..)., 1980). Por otro 

lado, muchos componentes del aparato traduccional p re s e n t an 

metilaciones post-sintéticas. Algunas protefnas ribosomal@s 

son metiladas en Escherichia coli (Al ix, J. H. >' Hayes, D., 

1974; Chang, F. N. y col., 1974; Chang, C. N. y Chang, F. 

N., 1975), en Bacillus subtilis, Bacil1us 

stearothermophilus, Alteromonas espejiana y en Halobacterium 

cutirubrum (Mardones, E. >' col., 1980; Amaro, A. M. Y Jerez, 

C. A., 1984) >' esta modificación parece ser altamente 

conservada (Amaro, A. M. Y Jerez, C. A., 1984). Los 

eucariontes presentan varios de los componentes del aparato 

t r adu e e i on a 1 me t i 1 ados ( Ch an g , F • N • >' col. , 1 976 ; 

Hernández, F. >' col., 1978). El RNA ribosomal y varios tRNA 

también son metilados en numerosas especies (Nierhaus, K. 

H., 1982; 1 sono, K., 1980). 

No está claro aún el papel que juegan estas 

modificaciones en la estructura>, funciÓn de las protefnas. 

El ónico caso en el cual se ha establecido c l ararne n t e la 

función que cumple la metilaci6n de una protefna, es en la 

carboximetilación de las protefnas de 
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membrana, t1CPs, que se encuentran impl icadas en la 

quimiotáxis (Ko sh l an d Jr. D. E., 1980). Recientemente se ha 

comprobado que la trimetilaci6n de la lisina 115 de la 

calmodul i n a , provoca una disminuci6n de la estimulaci6n en 

los niveles de activaci6n de la NAO quinasa. Estos 

resultados proporcionan por primera vez un antecedente claro 

sobre un efecto funcional de la trimetill isina en una 

protefna (Roberts, D. M. y c o l , , 1986). 

Por otra parte, el alto grado de conservaci6n de la 

metilaci6n de las proteínas ribosomales en distintas 

especies, establecido en nuestro laboratorio CMardones, E. y 

col., 1980; Amaro, A. M. y Jerez, C. A., 1984) sugiere que 

esta modificaci6n qufmica de las protefnas ribosomales puede 

tener una importante funci6n. 

Se ha descrito también que, los factores de iniciación 

IF-3 (Brauer, D. y Wittmann-Liebold, B., 1977) y de 

elongaci6n EF-Tu de E. coli son p r c t e f n a s metiladas 

(Ferro-Luzzi, G. y NiaKido, K., 1979; Ohba, M. y col., 1979; 

V'Italien, J. J. y c o l , , 1979). Además, el EF-Tu se rne t i l a 

in v i t r-o (Toledo, H. y Jerez, C. A., 1985). 

El EF-lc(, el factor de elongaci6n eucari6ntico hom6logo al 

EF-Tu de los procariontes, también se ha descrito metilado 

en vari.as especies (Amons, R. y c o l ; , 1993; Cop p ar-cí , N. J. y 

col" 1 983 ; F on Z i , W. A, y col" 1 985 ; H i a t t, W. R. y c o l , , 

1982; van Hemert, F. J. y col., 1983), 
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Con el prop6sito de ampl ¡ar nuestro estudio comparativo 

de 1 a me ti 1 ac i 6n de 1 as pr-o t e f nas de 1 aparato traduce i ona 1 , 

hemos extendido el anál isis de la metilaci6n al factor EF-Tu 

en distintas especies y hemos anal izado la posible relaci6n 

entre esta modificaci6n post-sintética y la funci6n de la 

protefna. 

Por muchos atios se ha trabaj ado en los mecan i smos 

enzimáticos involucrados en la biosfntesis de protefnas y en 

forma especial en la relaci6n estructura-funci6n de los 

factores de elongaci6n que participan en este proceso. 

Se han real izado importantes estudios en torno al 

factor de elongaci6n EF-Tu de E. col i, el que juega un papel 

e e n t r- a 1 du r an te 1 a s f n t e s i s pro te i e a • E s e s t a u n a mo 1 4 e u 1 a 

que ofrece un modelo atractivo para dilucidar problemas como 

la interacci6n entre protefnas y los ácidos nucleicos, 

debido a que el EF-Tu es capaz de formar un 

ter n a r i o con e 1 am i n o a e i 1 - t RNA ( a a - t RNA ) y GT P , 

complejo 

el cual 

desempetia un papel esencial en la biosfntesis de las 

protefnas (Lucas-Lenard, J. y Limpmann, F., 1971; Mi ller, D. 

L. y Weissbach, H., 1977; Kaziro, Y., 1978). 

El EF-Tu también se considera como una p r o t e í n a 

transductora de energfa, debido a su actividad hidrolftica 

de GTP (GTPasa). El EF-Tu comparte esta propiedad con muchas 

otras protefnas con funci6n similar, que están 

en diversos procesos, tales 

involucradas 

como: la 
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r e p 1 i c ac i 6n de 1 DNA, e 1 sistema de au toensambl aj e de los 

microtúbulos o microfilamentos y en la transmisi6n de la 

se~al por parte de los receptores hormonales y en los 

fotorreceptores. En todos estos sistemas el mecanismo básico 

parece ser muy similar (Allende, J. E., 1988). 

Además de su actividad más importante, cual es la 

par tic i p ac i 6n en la sfntesis de proteínas, el 

func i ones. Par t i e i pa 

EF-Tu 

de s ernp e ñ a una mu 1 ti P 1 i e i dad de en la 

repl icación del bacteri6fago RNA Qp de E. col ¡constituyendo 

una de las cuatro subunidades que forman el complejo 

r e p l icativo de la Q(?J r e p l icasa del bacteri6fago 

( B 1 ume n t h al, T. y e o 1 ., 1972). 

Tamb i é n se ha suger i do que el EF-Tu es un re qu 1 ador­ 

positivo en la sfntesis del RNA ribosomal (Tr-av e r-s , A., 

1973). 

Por otra parte, existen evidencias que el EF-Tu se 

encuentra asociado a la membrana i n ter n a de E. col i 

(Jacobson, G. R. y Rosenbusch, J. P., 1976) lo que ha 

permi tido especular acerca de una posible funci6n 

e s t r uc t ur e l del factor en la bacteria (BecK, B. D. y col., 

1978), aunque la local izaci6n inmunocitoqufmica del EF-Tu en 

E. coli no ha permitido confirmar esta asociaci6n a la 

membrana (Schilstra, M. J. y col., 1984). 
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1.1.- Funci6n del factor de elongaci6n EF-Tu en la 

sfntesis proteica 

La función pr-incipal del EF-Tu es la de pr-omover- la 

unión del aa-tRNA al sitio A del r-ibosoma (ver- figur-a 1). 

Esta uni6n s610 es posible cuando el EF-Tu for-ma un complejo 

binar-¡o con GTP, del tipo EF-Tu'GTP y no como EF-Tu'GDP ya 

que éste último complejo no i n t e r ac t ú a con el aa-tRNA par-a 

for-mar- el complejo ter-nar-io (EF-Tu·GTP·aa-tRNA). El complejo 

t e r-n ar- l o es el tr-anspor-tador- del aa-tRNA al sitio A del 

r-ibosoma donde se encuentr-a la infor-mación codificada por- el 

mRNA, de modo que el aminoácidc. es colocado en el or-den 

cor-r-ecto dur-ante su incor-por-aci6n en la cadena pol ipeptfdica 

(ClarK, B. F. C., 1980). El complejo b i n ar i c EF-Tu·GTP ':se 

une pr-eferencialmente al tRNA aminoacilado, mientr-as que el 

EF-Tu·GDP no i n t e rac t ú a con el tRNA am i n o ac i l a do ni con el 

tRNA desacilado (Kaziro, Y., 1983). 

Esto sugiere que el GTP a l t e r a la c on+or-mac i ón del 

EF-Tu al un i r-s e a él, de modo de facilitar- la interacción 

con el aa-tRNA y con el ribosoma (Allende, J. E., 1988; 

el ar- K, B. F. c. y e o 1 ., 1994; Dou g 1 a s, J. y 81 ume n t ha 1, T., 

1979) (figur-a 1). 

Al un i rs e el complejo EF-Tu·GTP·aa-tRNA al sitio A del 

ribosoma, el GTP es hidrol izado simul táneamente, 
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Figura 1.- Mecanismo de acci6n del factor de elongaci6n 
EF-Tu en la sfntesis de protefnas. 

En el diagrama, el r-e c t an qu l o representa la 
conformación del EF-Tu inducida por el GDP y las el ipses 
achuradas la conformaciÓn inducida por el GTP <adaptado de 
Kaz i r-o , Y., 1983). 
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generándose GDP y fosfato inorgánico. La hidr61 isis del GTP 

aparentemente es requerida para liberar el EF-Tu·GDP del 

ribosoma, produciéndose un cambio conformacional del EF-Tu 

que no favorece la interacci6n con los ribosomas (C1arK, B. 

F. C. y col., 1984; Dou g 1 a s, J. y B 1 ume n t h al, T., 1979). 

Además, el factor EF-Tu cumple una importante funci6n 

en la fidel ¡dad de la selecci6n del aa-tRNA y en la edici6n 

(lIproofreadingU) durante la sfntesis proteica, eventos que 

dependen de 1 as in t e r ac c i on es en tre el EF-Tu y el r i bosoma 

exclusivamente. Estas interacciones determinan la velocidad 

de h i dr- 61 i s i s de 1 GTP y 1 a ve 1 oc i dad de di soc i ac i ón de 1 

compl ejo EF-Tu· GDP del r i bosoma (Thompson, R. C. y col., 

1986), como se anal izará en la sección Discusión. 

El complejo binario EF-Tu'GTP es regenerado mediante el 

intercambio del GDP por GTP, reacci6n que es mediada por la 

participaci6n de un segundo factor de elongaci6n , el factor 

EF-Ts (Clar-K, B. F. C, 1980; Hachmann, J. y c o l , , 1971; 

Weissbach, H. y col., 1970). Esto permite que el EF-Tu 

recupere la conformaci6n que le permitirá real izar un nuevo 

ciclo de unión del aminoácido a la cadena pol ipeptfdica 

creciente (figura 1). 

Al par-ecer, la r e ac t i v l dad de la molécula de EF-Tu es 

modulada a través de transiciones secuenciales en su 

c on+or-rnac í ón producidas por el intercambio de GDP Y GTP, en 
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la formación del complejo binario con el EF-Tu (Douglas, J. 

y Blumenthal, T., 1979). 

La importancia funcional del EF-Tu, en la biosfntesis 

de las protefnas, ha estimulado la investigación de la 

estructura y de los dominios funcionales de la molécula, del 

mismo modo que la identificación y expresión de los genes 

que la codifican. 

1.2.- Estructura del iactor de elongación EF-Tu de 

E. coli. 

El EF-Tu es la protefna más abundante en E. c o l i , 

pudiendo alcanzar niveles del 5 al 10 Yo de la protefna total 

de 

de 

la célula dependiendo de 

la bacteria (Furano, 

las condiciones de crecimiento 

A. V. , 1975). Esta cantidad 

r e l at i vamente al t a del EF-Tu es igual a 1 a cant i dad de 

aa-tRNA presente en la célula. La razón EF-Tu : EF-Ts : EF-G 

protefnas ribosomales es 6:1:1:1, de acuerdo a la alta 

concentración del EF-Tu en E. coli. 

El EF-Tu es una prote f n a monomér i ea cuya e s t ru c t ur a 

primaria ha sido determinada y comprende 393 aminoácidos con 

un peso molecular de 43.225 (Arai, K. y col., 1980; Laursen, 

R. A. y c o l ; , 1977; Laursen, R. A. y c o l , , 1981). Su extremo 

N-termi nal corresponde a una serina que se encuentra 

acetilada,)I el e-terminal puede ser glicina o serina, esto 

porque es la ú n i c a protefna en E. col i que se 



11 

encuentra codificada por dos genes diferentes local izados en 

distintas regiones del mapa genético (tuf A y tuf B) 

(Fur ano , A., 1978; JasKunas, S. R. y c o l , , 1975) (ver más 

adelante). 

Posee una lisina ubicada en la posici6n 56 que está 

metilada, al igual que el factor de elongaci6n EF-Tu de 

Salmonel1a typhimurium (Ferro-Luzzi, G. y NiaKido, K, 1979; 

L"Ital i e n , J. J. y Laursen, R. A., 1979; Ohba y c o l , , 1979). 

Este aminoácido se encuentra como monometillisina y 

dimetillisina cuando el EF-Tu es sintetizado y metilado 

tanto in uivo (Van Noort, J. M. y col., 1986) como in ultro 

(Fer·ro-Luzzi, G. y NiaKido, K., 1979; L' Ital i e n , J. J. y 

c o l , , 1979; Toledo, H. y Jerez, C. A., 1985; Toledo, H. en 

esta tesis). 

El factor EF-Tu es hidrol izado rápidamente por 

tripsina, generando un fragmento A (59-393) y dos fragmentos 

más peque"os D (1-44) y F (45-58). A mayor tiempo de 

reacci6n se producen los fragmentos B <59-263) y C (264-393) 

(Laur s e n , R. A. Y col., 1981; Nak amur a , S. y c o l , , 1977). 

Esta hidr6l isis rápida Que genera el fragmento F sugiere Que 

la regi6n comprendida entre los aminoácidos 44 al 58 está 

particularmente expuesta. 

la accesibilidad de la 

Nuestros resul tados que muestran 

enzima metilante a la lisina 56 

confirman que esta regi6n se encuentra expuesta 
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(T'o l e do , H. y Jerez, C. A., 1985; Toledo, H., en esta 

tesis). 

La protefna contiene tres residuos de cistefna: la 

cistefna 81, que de acuerdo a los estudios de inhibici6n de 

la uni6n del aa-tRNA con N-tosil-L-fenilalanilclorometano 

(TPCK) (JonaK, J. y col., 1982) está relacionada con la 

unión del aa-tRNAj la cistefna 137 se e n c u e n t ra asociada a 

la unión de GDP/GTP; y la cistefna 255 que se encuentra 

oculta en la estructura de la p r-c t e I n a (ClarK, B. F. C. y 

c o l , , 1984). 

Otros arn i n o ác i do s importantes de destacar son: la 

histidina 66, que según los experimentos de entrecruzamiento 

entre el EF-Tu y el é-bromoacetill isil-tRNA está involucrada 

en la interacci6n del aa-tRNA con el EF-Tu (Johnson, A. E. y 

c o l . , 1978; Rubin, J. R. y colo, 1981>; el ácido a sp ár-t i c o 

138, ~1 cual se encuentra en el dominio de uni6n de GDP y 

GTP. Su reemplazo por asparragina, mediante experimentos de 

mutag~nesis sitio dirigida, incremento. la afinidad del 

factor mutado por la xantosina 5/ difosfato (XDP) y 

concomitantemente disminuye la afinidad por GDP (Hwang, Y-W 

y Miller, D., 1987). 

La sustituci6n de la a l an i n a 375 por t r e on i n a , como 

ocurre en una cepa mutante de E. coli, le confiere al EF-Tu 

resistencia al antibi6tico Kirromicina, el cual 

inhibidor de 1 a biosfntesis de protefnas que 

es un 

actúa 
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impidiendo 1 a 1 i be rac i ón del EF-Tu • GDP de 1 ribosoma 

(Parmeggiani, A. y Swart,G. W. M., 1985; Pingoud, A. y col., 

1982; Wo 1 f, H. y col ., 1974). 

Estudios de difracción de rayos X muestran que en la 

molécula de EF-Tu se pueden reconocer tres dominios (figura 

2) ( Ru b in, J. R. y col., 1981 ) . 

El dom in i o 1 o "t i gh tU, como se 1 e h a de n om in adc , ~ s t á 

altamente estructurado e incluye 180 am í n oác í dc s , desde la 

isoleucina 60 al glutámico 240. En él está el sitio de uni6n 

para GDP y posee una alta proporc i ón de estructura 

secundaria. El plegamiento de este dominio muestra 5 

estructuras paralelas, el que es extendido por una sexta 

an t i p ar a l e l a ( Rubin, J. R. y col, 1981). Los segmentos se 

encuentran conectados a través de 6 estructuras o: h é l ice. 

Las estructuras ~ constituyen un núcleo central hidrofóbico. 

Rodeando éste n é c l eo central, 1 as estructuras o; h é l ice 

ofrecen una eficiente interfase al solvente (figura 2 B). 

El dominio 11 o dominio "loose" contiene alrededor de 

100 residuos, los cuales forman varias estructuras (3 pero 

ninguna o; h é l ice. Este dominio está conectado con las 

hél ices 1 y 11 del dominio 1 y ambos se encuentran 

covalentemente unidos a través del segmento formado de los 

residuos 44 al 58 que contiene la 1 isina-56 metiláda, la que 

como ya se ha dicho, estarfa en una región altamente 



Figu~a 2.- Modelo p~el imina~ del EF-Tu basado en los 
estudios de cristalograffa de rayos X. 

A) Representación tridimensional de los 
dominios del EF-Tu'GDP a baja resolución. La posici6n del 
sitio de unión del GDP se senala por la región del imitada 
mediante la lfnea cortada. Los dominios 1, 11 y 111 se 
describen en el texto. 

B) Elementos de estructura secunda~¡a 
encontrados en el domino "tight" (1). Las flechas 
representan las estructuras ~ , desde el N-terminal al 
extremo e-terminal. Los cl) indros representan las 
estructuras ~-hél ice <tomado de Duieterwinkel, F. J., 
1984) • 

14 
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expuesta de la mol~cula. El ~esto de las inte~acciones son 

debidas a inte~acciones hid~of6bicas y puentes sal ¡nos. 

La densidad e l e c t r ón i c a en el dominio 111 o dominio 

"floppy" hace diffcil de FLn i r-Lc debido a la aparente falta 

de estructura secunda~ia. Este se encuentra unido al dominio 

11 a t r av é s de 1 ~es i duo 300, que corresponde a una prol i na 

(ClarK, B. F. C. y col., 1984; Bosch, L. y c o l ; , 1983). 

1.3.- Los genes 

elongaci6n EF-Tu. 

que cod i f i c an el fac tor de 

Existen dos genes que codifican EF-Tu en E. col i 

(Furano, A., 1978; JasKunas, S. R. y col., 1975). El gen tuf 

A, que se encuentra en la ~egi6n str del mapa genético, a 

los 73 minutos, y el gen tuf 8, en la ~egi6n rif, a los 88 

minutos. 

La unidad t~ansc~ipcional donde se encuent~a el gen tuf 

A con tiene además tres genes que cod i f i can el fac tor de 

elongaci6n EF-G (fus) y las protefnas ribosomales 812 (rpsL) 

y 87 (~psG), los cuales son cotranscritos en t a i d í r e c c t ón 

rpsL, rpsG, fus y tuf A (JasKunas, 8. R. y col., 1977). 

Los c u a tr-o genes se encuentran bajo el control de un 

promotor comón (JasKunas, 8. R. y col., 1975; Post, L. A. y 

colo, 1978). A p e s ar- de ello, el EF-G y las p r-o t e I n a s 

ribosomales (87 y 812) se expresan en cantidades 
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equimolares, mientras que el EF-Tu se expresa 3,5 veces más. 

Esto sugiere que algón tipo de s e ñ a l local izada cerca del 

gen tuf A es responsabl e de su mayor expresi 6n (An, G. y 

c o l , , 1982; Z e ge I , J. M. y L i n dah I , L., 1982). 

El otro "locus" que codifica para el EF-Tu8 contiene 

además cuatro genes de tRNA que c od i f i can el tRNAThr4 

<thrU), el tRNATyr2 <tyrU), el tRNAGly2 (glyT) y el tRNAThr3 

<thrT), además del gen tuf 8, los que se cotranscriben en el 

mismo orden en una ónica unidad transcripcional (Lee, J. S. 

y c o l , , 1981; Hudson, L. y c o l , , 1981). 

El estudio de los genes del EF-Tu ha permitido contar 

con fagos '" transductores, tales como el fago ~rifd18 que 

contiene el gen tuf B y el fago A fus3 que contiene el gen 

tuf A. El empleo del DNA de estos fagos ha sido muy ú t i l 

para estudiar la sfr.tesis y r'egulación de la expresión del 

EF-Tu in vitro ( Chu , F. y c o l , , 1976; Toledo, H. y Jerez, C. 

A., 1985). Estos sistemas no s610 permiten estudiar la 

sfntesis de las protefnas codificadas en el DNA del fago 

sino que también su modificaci6n post-traduccional in vitro 

(Jerez, C. y Weissbach, H., 1980; Toledo, H. y Jerez, C. A., 

1985). 

El gen tuf A se expresa 3,5 veces más que el gen tuf 8 

(Reech, S. y Pedersen, S., 1978). Tanto in vivo como in 

vitro el EF-Tu se sintetiza en proporci6n de 6 a 8 veces 
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mayor que las protefnas ribosomales (Furano, A. V., 1975; 

Zarucki-Schulz, T. y c o l . , 1979). 

Se determinó prl rne r-c la secuencia nucleotfdica del gen 

tuf A (Yok o t a , T. y c o l , , 1980), encontrándose una completa 

coincidencia entre la secuencia de aminoácidos deducida del 

DNA y la estructura primaria de la proteína, que habfa sido 

determinada a partir de la mezcla de los productos EF-TuA y 

EF-TuB (Arai, K. y col., 1980). Del an á l isis de la secuencia 

nucleotfdica se determinó que el C-terminal para el producto 

del gen tuf A es gl icina (GGC), mientras que para el 

pr odu c to de 1 gen tuf B es ser i n a , como se de du J o de su 

secuencia (An, G. y Friesen, J. D., 1980). 

Al comparar los productos de la digestión trfptica del 

EF-TuB con los productos obtenidos de la digesti6n con 

t r- i psi na del EF-TuA se encontr6 que no existía una 

divergencia significativa entre ambas protefnas CFurano, A. 

V., 1977). Hecho que se confirma al comparar la secuencia de 

ambos genes, observándose una marcada conservac i 6n en t re 

ellos. Existen s610 trece posiciones diferentes, dos de las 

cuales reemplazan la primera posición de sendos codones, 

correspondientes a los codones de iniciación ( tu+ A: GUG· - , 
tuf B: AUG) y a los codones para el C-terminal (tuf A: GGC; 

tuf 8: AGC). Las otras once diferencias reemplazan la 

tercera posici6n del cod6n, de modo que no se afecta la 

informaci6n para el aminoácido. 
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La duplicación de los genes tuf se ha descrito en E. 

col i K12, E. col ¡By en Salmonella typhimurium (Furano, A. 

V., 1$'78). Tamb i é n , se ha descrito bacterias que poseen IJn 

sólo gen tuf, como Bacil1us subtilis (Smith, I. y Paress, 

P. , 1978) y la arquebacteria Methanococcus vann i el i i 

(Lechner, K. y BocK, A., 1987). 

El que existan bacterias con un solo gen, junto al 

hecho que la inactivación del gen tuf B en E. col i inhibe 

levemente 

establecer 

el crecimiento 

claramente la 

de la bacteria, no permi te 

de ésta necesidad funcional 

du P 1 i e ac i 6n • 

Con respecto a la conservación de los genes de E. eoli, 

estos presentan una divergencia muy baja al comparar con los 

de b ac t e r-i a s no r·elacionadas. A t rav é s de experimentos de 

h i br i dac i ón del DNA, se ha podi do e s t ab l e c e r- un a al t a 

homologfa entre d i f e r-e n t e s bacterias (Fi1er, D. y Furano, A. 

V., 1980). Además, existe una extensa homologfa entre el gen 

t u f d e E • e o 1 i y e 1 gen d e E F - Tu q u e con t i e n e e 1 DNA de 

c1orop1asto de Chlamydomonas reinhardti i n,Jatson, J. C. y 

SurzycKi, S. J., 1982). 

Estas observaciones, junto a las similitudes 

estructurales encontradas entre los factores de diferentes 

especies de Streptomyces y el EF-Tu de E. coli (Weiser, J. 

y Mikul i k , K., 1981) más la al t a homologfa que presenta el 

EF-Tu de c l or op l a s t o de Euglena Gracilis con el de E. c o l l , 
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deducida de la secuencia de nucleótidos (Montandon, P. E. y 

Stutz, E., 1983), pueden implicar la existencia de una 

fuerte presión selectiva que opera de modo de preservar 

ciertas secuencias del gen tuf entre los procariontes. 

La mu 1 ti func i ona 1 i dad de 1 EF-Tu y su capac i dad de 

interactuar con diferentes 1 igandos, hacen de ésta protefna 

un modelo ideal para estudios de relación estructura y 

funciÓn. 
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1.4.-0bjet vos de la. Tesis 

En este trabajo, hemos anal izado 1 a rne t i 1 ac i ón del 

factor EF-Tu en relación a su papel más importante, cual es 

la síntesis de protefnas. Para ello se plantearon los 

siguientes objetivos: 

1.- Estudiar comparativamente la metilación del factor de 

el ongac i ón EF-TI.J en di feren tes bac ter i as, i nc 1 uyendo el 

cloroplasto como de un posible origen bacteriano. 

2.- Desarrollar sistemas de me ti 1 ac i ón del fac tor de 

elongación EF-Tu in uitro. 

3.- Identificar la enzima r e sp on s ab l e de la metilaci6n del 

factor de elongación EF-Tu en E. col i. 

4.- Anal izar la funci6n de la metilaci6n del factor de 

elongación EF-Tu en la síntesis de protefnas. 



2.- MATERIALES Y METODOS 

2.1.- Reactivos 

La (metil-3H)metionina (85 Ci/mmol), e 1 

S-Adenosil-L-(metil-3H)-metionina (85 

( 1 O ,8 

(10 

(8-3H)-Guanosina 

(8-3H)-Guanosina 

L-(35S)metionina 

-difosfato 

-trifosfato 

Ci/mmol) y (1000 El' 1 

adquirieron Amersham 1 n ter n a t i on al. en 

22 

Ci/mmol) , 

Ci/mmol), 

Ci/mmol), 

"Ampli-fy" se 

La glucosa, 

e i anocobal ami n a , ác i do mál i c o , ác i do 91 utámi c o , sacarosa, 

tiamina, ácido nicotfnico, ácido uridfl ico, gl í c er o l , EDTA, 

biotina, 2-mercaptoetanol, PMSF, alúmina, acrilamida, 

b i s acr-Ll arn i da , ur e a , TEt1ED, riboflavina, Tris, Tricine, 

diaminooctano, azul de Coomassie, SDS, ninhidrina, ATP, GTP, 

CTP, UTP, fosfoenolpiruvato, PPO, POPOP, tRNA total de E. 

col í , DNAasa DN-100, RNAasa, p i r uv a t o quinasa, 1 isozima, 

aminoácidos, ~-N-monometil1 isina, sulfona de metionina, 

sulf6xido de metionina, S-AdoMet, etionina, DEAE-Sephadex 

ASO, Sephadex G-100, Sepharose 48-200, bromuro de cian6geno, 

borohidruro de sodio y placas cromatográficas de 

pol ieti lenimino 

Chemical 

celulosa se adquirieron 

Co. é.,-N-trimetillisina se 

Calbiochem-Behring. La bactotriptona y el 

levaduras se adquirieron en Difco. Acidos, 

en Si gma. 

obtuvo de 

ex trae to de 

solventes 
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orgánicos y sales minerales se 

piridina fue obtenida de Riedel 

adquirieron en MercK. La 

de Hae n , El papel filtro 3 

MM, papel filtro NDl y los discos de fibra de vidrio (2,5 cm 

de diámetro) GF/C, se adquirieron en Whatman. Los filtros de 

nitrocelulosa (Schleicher & Schuell; grado: 8A85; 2,5 cm de 

diámetro; 0,45 micrones) y las películas radiográficas KodaK 

X-Omat AR5 se adquirieron en VWR. La Kirromicina fue 

gentilmente donada por 8. Kraal 

2.2.- Cepas de Microorganismos 

Escherichi a col i 0-10 (met, r e l r , fue gent i lmente 

cedida por O. Hayes; Escherichia coli LBE 1001, un tipo 

si lvestre de la cepa de E. col i K12 y Escherichia col i MRE 

600 (RNAasa-), fueron gent i lmente donadas por 8. Kra a l ¡ 

Bacillus subtilis SR 151 (met, lis, t r-p r , se ha mantenido en 

nuestro 1 aborator i o por val" i os ar.os; Ba.c i 11 us 

stearothermophilus 1063 strr, fue donada por S. Fanestocl<; 

Euglena. gracilis variedad bacillaris, donada por G. Mora y 

J. Schiff; Euglena gracil is W10 8SmL, cedida por S. G6mez y 

J. Schiff. 

2.3.- Medios de cultivo 

Los medios de cultivo y las condiciones de crecimiento 

para los diferentes microorganismos se resumen en la Tabla 

l. Los medios mínimos se utilizaron para obtener células 



Tabla 1 

Cepas de microorganismos y medios de cultivo 

Microorganismo 

Escherichia coli 
0-10 (me t, I"'e 1 ) 

Escherichia col i 
LBE 1001 

Escher i ch i a col i 
MRE 600 (RNAasa-) 

Bac i 1 1 u s subt i - 
1 i s SR 1 51 (me t , 
lis, tr-p ) 

Bac i 11 us s t e ar-o+ 
thermophilus 
1063 s tr-" (met) 

Eugl e n a grac i 1 i s 

Euglena gracilis 
W10 BSmL 

Medios de cultivo Temperatura 
de 

crecimiento 

a) mínimo M-9 37· 
b) mfnimo M-9 suple- 

mentado con e ti on i n a 37D 

c) medio I"'ico 37D 

a) minimo M-9 37- 
b) medio rico 37D 

a) minimo M-9 37· 

a) medio Spizizen 37D 

a) mfnimo TMLM 

a) medio Hutner 

a) medio Hutner 

24 
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marcadas radiactivamente o para obtener el factor de 

elongaci6n EF-Tu submetilado. Los medios ricos se util izaron 

para obtener células no rnar-c ada s o factor de elongación 

EF-Tu metilado. 

2.3.1.- Medio mfnimo M-9 para E. coli. Contenía por 1 itro: 

10 9 de NH4Cl, 3 9 de KH2P04, 6 9 de Na2HP04 y 0,5 9 de 

NaCl. El pH se ajust6 a 7 y después de ester i 1 izado, el 

medio se suplement6 con 65 mg de MgS04, 4 9 de glucosa y 20 

~g/ml de metionina o etionina. 

Las soluciones de glucosa y el MgS04 se autoclavaron 

independientemente, en tanto que las soluciones de metionina 

y de etionina se esteril izaron mediante filtración, a través 

de filtros Nalgen (0,4 micrones). 

2.3.2.- Medio rico para E. c o l t , Contenfa por litro de 

medio: bactotriptona 10 9 y NaCl 5 g. La solución se 

esteril iz6 mediante autoclavado. 

2.3.3.- Medio mfnimo de Spizizen para B. subtilis. Contenfa 

por litro: 14 9 de K2HP04, 6 9 de KH2P04, 1 9 de c i t ra t o 

tris6dico x2 de H20, 2 9 de (NH4)2S04' 200 mg de MgS04 x7 de 

H20. Después de esteril izado se suplement6 con 5 9 de 

glucosa, que se ester i 1 izó i ndepend i en temen te por 

10 ,.ü g/m 1 de tr- i P t of an o, 20)J g/m 1 de 

de metionina, que se esteril izaron 

au toc lavado, y con 

1 i es i n a y 20 )J g/m 1 

mediante filtraci6n. 
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2.3.4.- Medio mfnimo TMLM para B. stearothermophilus. 

Contenía por litro: 42 mg de histidina, 100 mg de 

isoleucina, 52 mg de metionina, 126 mg de val ina, 400 mg 

de ácido glutámico, 1 mg de biotina, 1 mg de ácido 

nicotfnico, 1 mg de tiamina, 5 mg de CaC12 x2 de H20, 50 ~g 

de FeCl3 x é de H20, 162)Jg de MnC12, 2 9 de glucosa, 1 9 de 

NH4Cl, 1 9 de NaCl, 400 mg de MgS04 y 50 mI de amortiguador 

fosfato 1,8 M pH 7,7. 

El volumen final se ajustó con agua desionizada y la 

so 1 u e i ón se e s ter i 1 izó por f i 1 t r- ac i én , El P H fin a 1 de e s t e 

medio fue de 7,3. 

2.3.5.- Medio rico para B. stearothermophilus. Contenfa por 

litro: 10 9 de bactotriptona, 5 9 de extracto de levaduras, 

5 9 de NaCl, 10 9 de glucosa y 0,1 mg de MnC12• El pH final 

se ajustó a 7 con KOH 1 N. La solución se esterilizó por 

autoclavado. 

2.3.6.- Medio de Hutner para E. gracil is. Contenfa por 

litro: 0,4 9 de KH2P04; 0,5 9 de MgS04; 0,2 9 de CaC03; 5 9 

de ác i do gl utámi co; 2 9 de ác i do rná l i co; 5 mg de FeC13; 0,2 

9 de (NH4)2P04' 0,44 ml de una mezcla de metales trazas. 

Después de esteril izada esta solución se suplementaba con 4 

ml de una mezcla de antibi6ticos y vitaminas. La mezcla de 

metales trazas contenfa por 1 itro de solución: 
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28 9 de Fe(NH4)2(S04)2 x6 de H20; 24,8 9 de Mn804 xl de H20; 

52,8 9 de Zn804 x7 de H20; 0,8 9 de CuS04 x5 de H20; 0,36 9 

de (NH4)6M07024 x4 de H20; 4,8 9 de C0804 x7 de H20; 0,37 9 

de Na3V04 x16 de H20; 1,14 9 de H3B03' 

La mezcla de antibi6ticos y vitaminas contenfa: 

6 mg de tiamina; 3 mg de cianocobalamina y 2,4 x 106 

unidades de penicil ina s6dica. Estos t~es últimos compuestos 

se disolvie~on en 300 ml de H20, se filt~a~on en condiciones 

esté~iles y se guarda~on congelados a -20·C. 

2.4.- Amortiguadores. uti 1 izados en 1 a 

preparación de los extractos celulares 

2.4.1.- Amo~tiguador A. (Lavado de células): Tris HC1 10 mM 

pH 7,8; KCl 50 mM; M9C12 10 mM; EDTA 5 mM; 2-mercaptoetanol 

10 mM; gl í c e r o l 10 % (v/v). 

2.4.2.- Amortiguador B. (Ruptu~a de células): T~is HCl 50 mM 

pH 7,5; M9C12 20 rr~; KCl 0,2 M; EDTA 1 mM; 2-mercaptoetanol 

6 mM; PM8F 3,5 mM; 91 icerol 5 Yo (v/v). 

2.4.3.- Amortiguador C. (Lavado de ribosomas): Tris HCl 10 

mM pH 7,5; acetato de magnesio 10 mM; 0,5 M' , 
2-me~captoetanol 6 mM. 

2.4.4.- Amortiguador D. (Lavado de E. gracilis): Tris Hel 50 

mM pH 7,8; MgC12 40 mM; NH4Cl 75 mM. 
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2.5.- Crecimiento y marcaci6n de células 

2.5.1.- Crecimiento de bacterias para los ensayos de 

metilaci6n in vivo 

Para los experimentos de metilación in vivo del factor 

de elongación EF-Tu de eubacterias, se creció cada tipo de 

c&lula en su correspondiente medio mínimo (ver Tabla 1). Los 

cultivos se hicieron en 100 ml de medio, a la temperatura 

adecuada (ver Tabla !) y con agitaciÓn, hasta la fase 

semilogarftmica de crecimiento para impedir la esporulación 

del B. subtilis y del B. stearothermophilus. En ese momento 

las células se cosecharon en forma estéril, mediante 

c e n t r I+u qac i ón a 9.000 r prn por 10 min a 5- en un r o t or­ 

BecKman JA-14. El sedimento de células se lavó dos veces con 

su correspondiente medio mfnimo de cultivo, carente de 

metionina, y p o s t e r Lor-rne n t e , se resuspendió en 50 ml del 

mismo medio, pel"o sin metionina. De cada una de estas 

suspensiones c s l u l ar e s se tornaron dos alfcuotas de 5 ml, 

para cada microorganismo. A una de estas alfcuotas se le 

agregó 1 mg de cloramfenicol y se prosigió la incubaciÓn de 

amba s pOI" 8 mi n a 30 • e n el caso de E. col i y de 1 B. 

subtilis o a 50· en el caso del B. stearothermophilus. Luego 

se tom6 1 ml de cada una de las alfcuotas anteriores y se 

las suplementó con (metil-3H)metionina., de modo tal que la 
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concentraci6n final del is6topo fue de 2,2 ~M, y se continuO 

la incubaci6n por 30 mina 

De cada alfcuota de cultivo, 

presencia de cloramfenicol y de 

tomaron finalmente fracciones de 

incubada en ausencia o en 

(metil-3H)metionina, se 

300 )J 1. Una de estas 

fracciones se diluy6 10 veces con acetona f~fa (pa~a detene~ 

posibles actividades rne t l l a s a s ) . Las células se cosecharon 

mediante centrifugaci6n. Los p~ecipitados celulares se 

lavaron y se guardaron a -70· (Fe r-r-o+Luzz i , G. y NiaKido, 

K., 1979). El e r- e c i m i en t o e e 1 u 1 al' se si gu i O mi die n do 1 a 

absorbancia a 660 nm, en un espectrofot6metro Zeiss, durante 

todo el proceso. 

2.5.2.- Crecimiento de E. col en condiciones 

1 imitantes de metionina 

Se creci6 E. col iD-lO en medio mínimo suplementado con 

s610 0,8 ~g/ml de metionina, con agitaci6n y a 37" (Chang, 

C. N. y Chang, F, N., 1974). En estas condiciones, al cabo 

de 1,5 h se agot6 la metionina en el medio, a juzgar por el 

cese en el incremento en la absorbancia del cultivo medida a 

660 nm en un espectrofot6metro Zeiss (figura 3 !). Se 

la metionina se agot6 en el medio ya que al 

con 20 }J g/m 1 del aminoácido, las células 

confir-ma que 

suplementarlo 

1 ,5 h después 

embargo, manteniendo 

del agotamiento 

el 

de 

recuperaron su 

cultivo por 

crecimiento. Sin 
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Figura 3.- Curvas de crecimiento de E. coli 0-10 en medio 
que permiten la submetilaci6n artificial. 

1 ,- Se creció E. coli 0-10 en medio mínimo 
suplementado con 0,8 ~g/ml de metionina <o o), con 
agitación y a 37-, Durante 6 horas el cultivo se mantuvo 
bajo las mismas condiciones (o o) o se suplementó con 20 
~g/ml de metionina (o o), 

11,- Se creció E. coli D-I0 en medio m1nimo 
suplementado con 20 ~g/ml de metionina, con agitación y a 
37·, Cuando el cultivo alcanzó una densidad óptica de 0,8 
U/ml, las células se cosecharon mediante centrifugación a 
15,000 g por 20 min a 4D, Después de lavarlas, 2 veces, con 
el medio de cultivo sin metionina, se transfirieron al mismo 
medio pero suplementado con 20 ~g/ml de etionina y se 
continuó el cultivo en las mismas condiciones por 2 h más 
(o o) o bien se suplementaron con 20 ~g/ml de metionina 
( ) . 

El crecimiento de las células se siguió 
midiendo la variaci6n de la absorbancia del cultivo a 660 nm 
en un espectrofot6metro Zeiss, 
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1 a me t i on i n a , se obt i ene una pr-e p ar ac i ón de células 

subme ti 1 adas , las que se cosecharon en forma estéril 

mediante centrifugación a 10.000 rpm por 20 min a 4·, en un 

rotor Sorvall GSA. 

2.5.3.- Crecimiento de E. col en presencia de 

etionina 

E. c o l i 0-10 cr-ecidas con agitaci6rl y a 37- en medio 

mínimo suplementado con 20 ~g/ml de metionina, se cosecharon 

en la Tas~ logarftmica de crecimiento (00660 nm = 0,8 U/mI). 

Las células se lavaron 3 veces mediante centrifugación a 4- 

con el mismo medio de cultivo pero sin metionina. Luego se 

resuspendieron en el medio mfnimo suplementado con 20 ~g/ml 

de etionina para dar- una densidad óptica medida a 660 nm 

igual a 0,75-0,8 U/mI y se continuó la incubación a 378 por- 

1,5 h con agitaci6n (figura 3 11). Luego las células se 

cosecharon y se 1 av ar on 2 veces con 1 a sol uc i 6n de 1 av ado 

(Al ix,J-H. y Hayes, D., 1974). 

El apar-ente incr-emento de la absor-bancia del cultivo en 

pr-esencia de etionina se debi6 a un aumento en el t amañ o de 

las bacter-ias (Smith, R. C. y Salmon, W. D., 1965). Hubo muy 

poca división c e l u l ar ¡ a juzgar pOI" el númer-o de células 

contadas en una cámal"a de Petroff-Hausser y Helder-. Al 

inicio del cultivo en pr-esencia de etionina se determinaron 
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4 x 109 células/ml y al cabo de 90 min de incubaci6n, 1 a 

c an t i dad fue de 5 x 109 e él u 1 as/m 1 • 

2.5.4.- Cr-ecimiento y mar-caci6n de E. gr-acilis par-a 

estudiar- 1 a me t i 1 ac i 6n in vivo e in vitr-o del EF-Tu 

Para estudiar la me t i l ac i ón in vivo del factor de 

elongación EF-Tu de cloroplastos en E. gr-acilis, las células 

se crecieron en 50 ml de medio Hutner hasta la fase 

semilogarftmica de crecimiento, a la t emp e r a t ur-a adecuada 

(ver Tabla 1) y con agitación, en presencia de luz 

artificial (con 4 tubos fluorescentes de 20 Watts cada uno, 

para el caso de la E. gr-acilis variedad bac l l l ar-í s ) , El 

crecimiento celular se siguiÓ midiendo, en matraces con tubo 

la t e r a 1, 1 a absorbanc i a con f i 1 tro r-o i o < 660 nrn) en un 

fotocolorfmetro Klett-Summerson, o bien contando el número 

de células en una cámara de Petroff-Hausser y Helder. Cuando 

las células alcanzaron la fase sem i 1 ogar f tm i e a de 

crecimiento se tomaron a l f c uo t a s de 5 rn l del cultivo, las 

que se suplementaron con 1 mCi de (metil-3H)metionina y se 

c on t i nu ó la incubación en las condiciones ya descritas por 

24 h. Luego de este perfodo las células se cosecharon 

mediante centrifugación y se lavaron dos veces con la 

soluciÓn de 1avado. 

Para los experimentos de m~tilAci6n in vitro del EF-Tu 

de cloroplastos, las células se crecieron en las mismas 
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condiciones, salvo que los cultivos se hicieron en 2 1 itros 

de medio Hutner. 

2.5.5.- Crecimiento d~ E. gracil is W10BSmL 

La E. gracilis W10BSmL se creció en el medio Hutner en 

las mismas condiciones descritas para la E. gracilis 

variedad bacillaris, pero en ausencia de luz artificial, ya 

que esta mutante carece de clorop1astos. 

2.5.6.- Crecimiento de E. col en medio rico 

E. col i LBE 1001 se creció en medio rico hasta la fase 

estacionaria t ar-d í a , durante 15 h a 37- con agitación. Las 

células se cosecharon mediante centrifugación, se lavaron 2 

veces con solución de lavado y se rompieron como se describe 

en 2.6.1. 

Para obtener una fuente de enzimas con el propósito de 

aminoacilar el tRNA total de E. c o l i , se creció E. coli MRE 

600 en medio rico y se cosecharon las células en la fase 

logarftmica tardía. 
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2.6.- Ruptura de células)" obtenci6n de 

extractos celulares 

2 • 6 • 1 • - Ru P tu r- a de c e 1 u 1 a s de E • col i e r- e c i da s en 

condiciones de submetilación 

Las células crecidas en condiciones submetilantes, es 

decir en presencia de cantidades limitantes de metionina o 

en presencia de etionina, se lavaron 2 veces con la soluci6n 

de lavado, se rompieron mediante mol ienda con alÚmina 

(1:2,5 p/p) y se r-e su s.p e n d i ó el macerado en 1 volumen de 

amortiguador de ruptura de células (2.6.2). El homogeneizado 

se centrífug6 2 veces a 30.000 g por 20 min a 4· (S30). El 

S30 se centrifug6 entonces a 150.000 g por 4,5 ha 4· 

(S150). El S150 obtenido se d i a l iz6 a 4· contra 2 1 itros de 

amortiguador de metilaci6n (ver 2.11.1) por 2 h , con un 

cambio de amortiguador. 

2.6.2. - Preparac i ón de un ex t r ac to 

aminoacilación del tRNA de E. col i 

crudo para 

Se rompieron 7 g de E. coli MRE 600 mediante mol ienda 

en un mortero con a l úm i n a <1:2,5 p/p) hasta obtener una 

pasta homogénea. Este mac e rado se resuspendi 6 en 14 ml de 

amortiguador de ruptura (Tris Hel 50 mM pH 7,5, MgC12 20 mM, 

KCl 200 mM, EDTA 1 mM, 2-mercaptoetanol 6 mM, PMSF 3,5 mM y 

gl icerol 5X v/v) y se centrífug6 dos veces a 30.000 9 por 
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20 mino Al sob •... enadante obtenido (830) se le ag •... eg6 DNAasa 

hasta una concentraci6n de 1 ~g/ml y se cent •... ifug6 a 150.000 

9 po •... 4 h. El sob •... enadante (8150) se dial iz6 cont •... a 2 1 it •... os 

de un amo •... tiguado r- que contenfa: Tr·is HC1 10 mM pH 7,5, 

Mg(CH3COO)2 10 mM y 2-me •... captoetanol 6 mM. De esta fo •... ma se 

obtuvo una p •... epa •... aci6n c •... uda de aminoacil-tRNA sintetasa. 

2.6.3.- P •... epa •... aci6n de ext •... actos de cflulas de E. 

grac i 1 ¡s 

Pa •... a i nmunop •... ec i p í ta r- el 

c é 1 u 1 as ma r- cadas •... ad i ac t f vamen te 

EF-Tu de 

en 1 a 

clo •... oplasto, 

secci6n 2.5.4, 

1 as 

se 

•... ompie •... on resuspendiéndolas en amo •... tiguado.... de 

i nmunop •... ec i p i t ac i 6n (T •... i s HCl 50 mM, NaCl 0,5 mM y T •... i t6n 

X-IOO 1%), mediante sonicaci6n (30 seg a 200 Watts por 4 

veces, con intervalos de 1 min cada vez). 

En los experimentos de metilaci6n in vit r- o en que se 

utiliz6 e x t r ac t o total de E. g •... ac l I l s variedad bacilla •... is 

como de la mutante W10B8mL, las c~lulas también se crecieron 

hasta la fase semilogarftmica. de crecimiento. Los 

p r e c i pitados e e 1 u 1 a r- e s se r- esuspendi eron en 1 vol umen de 

amortiguador de metilaci6n y la suspensi6n se sonic6 por 20 

seg a 200 Watts por 4 veces, con intervalos de 1 mín cada 

vez, en un son i e ador Sr aun son i e 1510. El homogene izado se 

cent r- ifug6 2 veces sucesivas a 30.000 9 por 20 min a 4· 
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para descartar los restos celulares y el sobrenadante se 

utilizó para los ensayos de metilaci6n de los extractos 

totales in vítro. 

2.6.4.- Obtención de cloroplastos 

Las células de E. gracilis crecidas en 2 litros de 

medio Hutner, se lavaron y se rompieron mediante mol ienda 

con perlas de vidrio (75-150 micrones), resuspendiendolas en 

un volumen de amortiguador KTM15 (Tris HCl 50 mM pH 7,5, KCl 

25 mM, MgC12 15 mM y sacarosa O ,25 M) igual al peso del 

precipitado celular obtenido. El homogeneizado se centrifugó 

a 700 9 por 3 mín y el sobrenadante de esta centrifugación 

se recentrifugó a la misma velocidad por 2 min y luego a 

1.200 9 por 10 mino El precipitado, que corresponde a los 

cloroplastos crudos, se resuspendió en 2 volÚmenes de 

amortiguador KTM15 homogeneizando suavemente. Este 

homogene izado se 

para sedimentar 

centr i fugó nuevamente a 700 

los restos celulares y 

9 por 5 mi n 

los núcleos 

contaminantes. El sobrenadante, que contenfa los 

cloroplastos, se centrifugó a 1.200 9 por 15 mino Estos 

últimos dos pasos se repi tieron dos veces para obtener 

cloroplastos puros (Avandhani, N. G. y Buetow, D. E., 1972). 
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2.6.5.- Preparación de extractos de cloroplasto 

Los cloroplastos purificados se resuspendieron en 

amortiguador de metilación (ver 2.11.1) y se sonicaron 

durante 15 seg a 200 Watts por 4 veces con intervalos de 1 

mi n a O·. El homogene j zado resu 1 tan te se c e n tr i fugó a 

14.000 9 en una centrffuga Eppendorf a 4- y el sobrenadante 

se util izó para los experimentos de metilación del EF-Tu de 

clor-oplastos. 

2.7.- Mftodos elect~o~orfticos 

2.7.1.- Electroforesis en geles de pol iacrilamida 

2.7.1.1.- Geles cilfndricos de pol iacril~ina al 10 X 

Para anal izar el EF-Tu metilado in vitro e 

inmunoprecipitado se real izaron geles cilfndricos de 

pol iacrilamida, de 9 cm, en las condiciones siguientes: 

ac r i 1 am i da al 10 %, b j s ac r- i 1 arn i da a 1 0,27 %, Tr- i s He 1 

0,375 M pH 8,8, SDS a 1 0,1 x, TEMED a 1 0,15 % y 

persulfato de amonio al 0,05 % 

Una vez pol imerizados los geles se apl l c ar on las 

muestras y se llevó a cabo la electroforesis a temperatura 

ambiente y a una intensidad de corriente constante de 1 mA 

por tubo hasta que la muestra penetró en el gel y 

posteriormente se continuó 1 a electroforesis una 
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intensidad de corriente constante de 3 mA por tubo, durante 

aproximadamente 4 h. 

2.7.1.2.- Geles en placa de pol iacrilamida al 10 % 

Para el an á l isis del EF-Tu de c l or-op l a s t o s de E. 

gracilis se real izaron geles de poI iacrilamida en placas de 

vidrio en las condiciones siguientes: 

Gel de separación: acrilamida al 10 X, bisacrilamida al 

0,27 x , 91 i c e r-o l al 1 x, Tris HC! 0,375 M pH 8,8, SDS 

al 0,1 X, p e r su l f e t o de amonio al 0,037 X y TEMED al 

0,03 % 

Se dejó poI imerizar por 2 a 3 h y se adicionó el gel de 

concentración. 

Gel de concentraciÓn: acrilamida al 3 %, bisacrilamida 

al 0,08 x, Tris HCl 0,125 M pH 6,8, SDS al 0,1 x , 
persulfato de amonio al 0,03 % y TEMED al 0,01 %. 

Una vez po1 imerizado el gel de concentración se 

apl icaron las muestras y se llevO a cabo la electroforesis a 

temperatura ambiente y a un voltaje constante de 55 Volt, 

durante toda la noche. 

_ _j 
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2 .7. 1 • 3 • - Ge 1 e s en p 1 ac a de po 1 i ac r- i 1 aro i da en gr ad i en te 

entre el 7 y el 15 Y. 

Pa~a el anál isis del factor EF-Tu metilado in vivo como 

in vitro en extractos de células o inmunoprecipitado se 

real izaron geles de pol iacrilamida en gradiente en placas de 

vidrio en las condiciones siguientes: 

Gel de separación: se pr e p ar ar on dos soluciones que 

contenfan, a) acrilamida al 7 Ya, bisac~ilamida al 0,185 

x, 91 icerol al 0,9 x , Tris HCl 0,375 t1, SDS al 0,1 x , 
persulfato de amonio al 0,034 Ya y TEMED al 0,027 %, y 

b) ac 1"' i 1 am i da al 15 %, b i sac 1"' i 1 am i da a 1 0,4 %, 9 1 i e e rol 

al 4 x, TI" i s HCl 0,375 M, 8DS a 1 0,1 x , p e rsu 1 fa to de 

amonio al 0,034 Ya y TEMED al 0,027 Ya 

Ambas soluciones se mezclaron con la ayuda de un 

aparato para la preparación de soluciones en gradiente de 

concentración, marca Buchler. 

Se dejó pol imerizar durante 2 a 3 h y se egragó el gel 

de concentración, que se preparó igual que en el caso 

anterior. 

Una vez que pol i rne r- i zó el ge 1 de concen trae i 6n se 

apl icaron las muestras y se llevó a cabo la electroforesis a 

temperatura ambiente y a un voltaje constante de 55 Volt, 

durante toda la noche. 
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En todos los sistemas electroforéticos, ya sea en geles 

cilfndricos o en placa y con SDS, el amortiguador 

el e c t r o l i to Que se ut i 1 i z6 c on t e n í a Tr- i s O ,025 M, g1 i c i n a 

0,19 M y SDS al 0,1 %, el pH de la soluci6n era 8,9. Una vez 

que final iz6 la electroforesis los geles se ti~eron con azál 

de coomassie (Laemmli, U. K., 1970). 

2.7.1.4.- Electroforesis bidimensional de Q'Farrel 

Para la determinaci6n de pureza de! 

mediante cromatograffa de afinidad se 

EF-Tu pur i f i cado 

r e a 1 i z 6 ge 1 e s 

bidimensional de Q.lFarrell en las condiciones descritas por 

O"'Farrell (O"'Farrell, P. H., 1975). 

2.7.2.- Mapa peptfdico in situ mediante prote61 isis 

1 imitada en presencia de SOS 

El método de prote6l isis 1 imi tada consiste en la 

di ge s t i 6n par e i al 

partir de un 

proteasa en un 

de una p r-o t e í n a que ha s i do a i s lada a 

gel de poI iacrilamida/SDS, 

amor ti guador que con tiene 

mediante alguna 

SDS. 8aj o estas 

condiciones se pr-oduce una digesti6n parcial estable y los 

péptidos se separan mediante electroforesis en geles de 

poliacrilamida al 15 %, en presencia de 80S (0,1 X), en 

placas de vidrio. El patr6n de péptidos generados, altamente 

reproducible, es caracterfstico de la protefna sustrato y de 

la enzima proteolftica empleada. 



42 

El procedimiento consistió en cortar de un gel 

pr ev i amen te seco 1 a banda de prote f na apr op i ada, 1 a que se 

depositó en los pocillos de muestra del gel de concentraci6n 

(4 cm de largo). El trozo de gel se h i dr a t ó in situ por 20 

min con 20 ~l de una solución que contenfa: Tris HCl 0,125 M 

pH 6,8, SDS 0,1 X, gl i c e r o l 10 X, EDTA 0,001 M, 

2-mercaptoetanol 0,043 M y trazas de azul de bromofenol. 

Después, a las muestras se les agregó 10)Jl de p r o t e a s a (1 

~g de proteasa V8 de S. aureus) en la misma soluci6n 

anterior y se continuó la incubaci6n por 35 mina Final izado 

este perIodo, se real izó la electroforesis apl icando 25 

voltios por 2,5 h, aumentando posteriormente el voltaje a 60 

voltios y se prosiguió la electroforesis en la forma 

habitual (Cleveland, D., 1983). 

2.7.3.- Preparación de 1 as muestras para 

electroforesis 

Las muestras lfquidas como las s61 idas, antes de ser 

apl i cadas a los gel es de pol i acr- i 1 ami da, se mezcl aron con 

solución de muestra de Laemml ¡que contenfa Tris HCl 0,0625 

M pH 6,8, SDS 2 X, 

az u 1 de bromofenol 

gl i c e r o l 

al 0,001 

10 x, 2-mercaptoetanol 5 % y 

% ( Laemm 1 r , U. K., 1 970). Se 

hirvieron inmediatamente por 5 min en un ba~o de agua 

hirviente y se centrifugaron por 1 min en la centrffuga 
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Eppendorf, para remover el material insoluble. El 

sobrenadante se apl ic6 a los gele~ de pol iacrilamida. 

2.7.4.- Tinci6n de los geles con azul de coomassie 

Los geles cilfndr-icos se sumer·gieron en una solución 

que contenfa ácido acético glacial al 9,2 %, metanol 45,4 % 

Y azul de coomassie al 0,07 % y se incubaron por 1,5 h a 

Posteriormente se desti~eron colocándolos en una 

so 1 u e i ón de ác i do ac é tic o al 7,5 % y me tan o 1 al 5 % e 

incubándolos durante toda la noche a 37D• 

Mientras que los geles en placa se sumergieron en una 

soluci6n que contenfa ácido acético glacial al 7 %, metanol 

al 50 % y azul de coomassie al 0,2 % y se incubaron por- 1 h 

a 378• Posteriormete se desti~eron colocándolos en una 

solución de ácido acético glacial al 7 Yo y metanol al 20 % e 

incubándolos por aproximadamente 4 h a 37·, real izando 

cambios de la solución cada 30 mino 

2.7.5.- Autorradiograffas 

Con el fin de local izar las bandas de protefnas 

radi act i vas en los gel es de pol i acr- i 1 ami da en pl ac a , se 

real i z aron autorradiograTfas. Para esto se incubar·on los 

geles con Amplify durante 30 min a 37°, se secaron al vacfo 

y se expusieron a pelfculas autorradiográficas KodaK X-Omat 

AR-5 a -70·, en chassis herméticos con doble 
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pantalla i n t e n s i f i c ador a , El tiempo de exposici6n de las 

autorradiograffas varió dependiendo de la cantidad y tipo de 

is6topo presente en las proteínas. Finalmente las pelfculas 

se revelaron 'y se fijaron. 

2.7.6.- Electroforesis de alto voltaje. 

Se real izó en papel Whatman 3 MM de 53 x 20 cm, durante 

1 h a 2.000 volts, en amortiguador barato de sodio 0,05 M pH 

9,3. Baj o estas cond i e i ones todos los am i noác idos bás i c o s 

migran juntos, pero el sistema permite separar éstos de los 

aminoácidos neutros metilados, de 1 a me t j on i n a y su s 

p roduc t o s de oxidación. Como marcador se utiliz6 6 jJg de 

azul de bromofenol. Las muestras junto con 10 ~g de cada uno 

de los estándares se apl icaron a 22 cm de uno de los 

extremos del papel. 

Una vez apl icadas las muestras, el papel se empap6 con 

amortiguador borato y se colocó entre dos láminas gruesas de 

polietileno (41 x 50 cm) las que se ubicaron a su vez entre 

2 placas de vidrio del mismo tamafto para mantener estirado 

el papel durante la electroforesis. Todo este sistema se 

colocó sobre una placa de cobre refrigerada con agua 

circulante, quedando los extremos del papel conectados a los 

el ec trodos y cube tas que con ten f an e 1 amor ti guador bora t o , 

mediante un trozo adicional de papel Whatman 3 MM (20 x 13 

cm). La localización de los aminoácidos y la 
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dete~minación de la ~adiactividad se hizo de la misma fo~ma 

desc~ita que para la c~omatograffa descendente. 

2.8.- Procedimientos inmuno16gicos 

2.8.1.- Obtención 

EF-Tu 

de antisuero pol ivalente contra 

Como fuente de antfgeno se u t i Li z ó EF-Tu p ur-i f i c ado 

mediante cromatog~affa de afinidad, él que se resuspendiÓ en 

ml de solución sa 1 i na de HanKs balanceada, sin Mg+2 ni 

Ca+2, en una concent~aciÓn de 100 }Jg/ml . Esta soluciÓn se 

mezclÓ en una propo~ciÓn de 1 : 1 con adyuvante completo de 

Freund, en 1 a p~ime~a inmunizaciÓn y con adyuvante 

incompleto de Freund pa~a las t~es inmunizaciones siguientes 

y se sometió a abundante emulsificaciÓn mediante jeringas. 

La emulsiÓn se inyect6, 1 vez por semana, subcutáneamente en 

cuatro si ti os en conejos h ernbr a bl anc o s New Zeal anda La 

sang~e obtenida de los conejos se dejÓ a 37· toda la noche. 

Después de 1 a coagulación el suero se obtuvo por' 

centrifugaci6n a baja velocidad (10.000 9 por 10 rn i n ) y se 

i n ac ti v6 1 a ac c i 6n de 1 comp 1 emen to por i ncubac i ón de 1 suero 

a 56· por 20 mino El suero resultante se t i tu l ó , se dividió 

en alfcuotas y se guard6 a -20·. 
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2.8.2.- Inmunodifusión de Ouchterlony 

Se util iz6 el método de inmunodifusi6n de Ouchterlony 

en placas de agar al 1 % en amortiguador fosfato de p o t a s i o 

50 mM pH 7,5. La cavidad central contenfa 10 ,LI1 de suero 

antiEF-Tu y las cavidades periféricas cantidades variables 

de los extractos que se anal izaron. 

2.8.3.- Inmunoprecipitación en solución 

Para imnunoprecipitar el EF-Tu en solución se tomaron 

alfcuotas de 50 ~l de muestra más 100 ~l del correspondiente 

antisuero en Tris Hel 50 mM pH 7,4, NaCl 0,5 M y Trit6n 

X-lOa 1 % (solución e) en un voiumen final de 200 }Jl 

(Morrissey, J. J. Y c o l , , 1976). Las mezclas de reacción se 

incubaron a 37- por 4 h y 1 uego se enfr i aran a 4-. Los 

inmunoprecipitados se sedimentaron mediante centrifugación, 

luego se lavaron 2 veces con 200 }Jl de solución e y se 

disolvieron como fue descr i to por ZarucKi-Schulz 

(ZarucKi-Schulz, T. y c o l ; , 1979). 

2.8.4.- MediciOn de la concentraci6n de EF-Tu por la 

t~cnica de inmunoimpresi6n 

Las muestras para determinar la concentración de EF-Tu 

se aplicaron sobre una membrana de nitrocelulosa de 9 x 12 

cm mediante succión en un aparato de microfiltraci6n 
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BIO-DOT. Se lav6 cada pocillo de muestr-a con 100 }Jl de 

NaZC03 0,1 M pH 10. Después se incub6 la membr-ana durante 5 

min en 30 ml de amor-tiguador- de tr-ansfer-encia y lavado <Tris 

Hel 50 mM pH 8, NaCl 0,15 M y 1 eche de s c rama.da 5 %) y 

posterior-mente 1 h en 90 m1 de amor-tiguador- de transferencia 

y lavado que contenía suer-o antiEF-Tu (1:100). Luego se lav6 

la membr-ana 5 veces con 30 ml del amor-tiguador sin suero 

dur-ante 10 min cada vez, con agitaci6n, y se 

con e 1 amor ti gu ador que con ten f a además 

125I-pr-otefna A. Después de esta incubación 

incubó por- 1 h 

1,5 ,&.Iei de 

el f i 1 t r o se 

lavó 3 veces con 30 ml del amort i guador de tr-ansferenc i a y 

lavado durante 10 mín y 2 lavados de 30 mI con el mismo 

amortiguador per-o sin leche dur-ante 30 min 

las etapas anter-ior-es se desar-r-ollar-on 

cada vez. Todas 

a temperatura 

una p e l í c u l a 

de EF-Tu se 

ambiente. La membrana se secó y se expuso a 

radíográfica por 3 h a -70· . Las cantidades 

determinaron por- compar-ación con una cur-va estándar- de 

EF-Tu, cuantificando en todos los casos por- densítometr-fa de 

los autor-r-adiogr-amas. 
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2.9.- Determinaci6n de la radiactividad 

2.9.1.- Determinación de la radiactividad en los geles de 

pol iacrilamida cilfndricos 

Los gel es de pol i ac r- i 1 ami da e i 1 t n dr- i c o s se cortaron en 

secciones de aproximadamente 1 mm, cada tajada se colocó en 

un frasco de centelleo y se les agregó 0,5 ml de H202 al 30 

%. Se calentaron a 70·, hasta disolución del gel (2 a 3 h ) Y 

luego se les agregó a cada frasco 5 m1 de solución de 

centelleo para muestras lfquidas que contenfa: 5 g de PPO, 

0,1 9 de POPOP, 667 ml de tolueno y 333 ml de tritón X-lOO. 

2.9.2.- Determina.ción de la. ra.diactividad en crornatogramas y 

electroforetogramas 

a) Crornatograffa. en placa fina: se rasparon las manchas que 

contenfan el nucleótido de inter~s, colocando el polvo en un 

frasco de centelleo. Los compuestos radiactivos se eluyeron 

con 0,7 ml de trietanolamina al 7 % (v/v) durante 10 h a 

378• Luego se agregó a cada +ras c o 5 ml de sol u e i ón de 

centel leo para muestras 1 fquidas. 

b) Cromatograffa en papel y electroforesis de alto voltaje: 

los cromatogramas y los electroforetogramas se cortaron en 

tiras de 0,5 x 2,5 cm, las que se introdujeron en frascos de 

centelleo y se eluyeron como en el caso anterior. Luego se 
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agregó a cada frasco 5 ml de solución de centelleo para 

muestras lIquidas. 

2.9.3.- Determinaci6n de 

filtros 

la radiactividad retenida en 

La radiactividad retenida tanto en filtros de fibra de 

\) i dr- i o GF/C como en los filtros de nitrocelulosa se 

determinó colocándolos en sendos frascos de centelleo a los 

que se les agreg6 5 ml de liquido de centelleo para muestras 

s61 idas que contenfa: 5 g de PPO, 0,1 g de POPOP en 1.000 ml 

de to1ueno. 

2.9.4.- Determinaci6n de la incorporación total de 

amino!cidos radiactivos en las proteínas 

Para medir la incorporación de metionina-35S, 

(metil-3H)metionina o de grupos metilo en las p rc t e f n a s 

totales y en el EF-Tu sintetizado o metilado in vitro, se 

emplearon a1fcuotas de 1.3.s mezclas ,je reacción o de los 

inmunoprecipitados resuspendidos. Las alfcuotas se agregaron 

a 2,5 ml de C13CCOOH al 10 X, +r I o , que contenía 40}J9 de 

a l bum í o a de suero de bovino. Después de hervirlas por 20 

min, las muestras se e n+rt ar cn y se filtraron a trav~s de 

filtros de fibra de vidrio GF/C los cuales se lavaron 3 

veces con 2,5 ml de C13CCOOH al 10 X, +rI o , y se determinó 

la radiactividad retenida en los filtros. 
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En todos los casos la radiactividad de las muestras se 

determin6 empleando un contador de centelleo lfquido Tracor 

Anal itic Delta 300, con una eficiencia de 30 X para 3H y 60 

X para 14C. 

2.10.- Métodos cromatograficos 

2.10.1.- Cromatogra~fa descendente en papel 

Se real izó en papel Whatman N· 1 de 57 x 23 cm durante 

15 h a temperatura ambiente. El solvente util izado fue 

piridina-acetona-NH40H 3 M (50:30:25 v/u/v), Bajo estas 

cond i c i ones se pueden separar 1 as tres formas de 1 i s i n a 

metilada, Lis(Me), Lis(Me2) y Lis(~1e3). Como marcador se 

uti 1 izaron 10 fl9 de é-DNP-l isina y 10}J9 de cada uno de los 

estándares setlalados en las figuras, los que se mezclaron 

con 100 ~l de la muestra, apl icandose la mezcla a 9 cm de un 

extr-emo del papel. La local i zac i 6n de los ami noác i dos se 

r-eve16 con ninhidrina al 0,4 X en acetona, seguido de 

calentamiento a por 5 min y se de t e r-rn i nó 1 a 

radiactividad contenida en cada uno de estos. 
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2.10.2.- Cromatogr-affa en placa fina de 

pol i iminocelulosa 

Para la determinación de la actividad GTPasa, las 

muestras se anal izaron mediante cromatograffa en placa fina 

de pol i iminocelulosa las que se desarrollaron con HCOOH 1 M 

y Li Cl 1 M por aprox imadamente 2,5 h. Las posi c i on e s de 

migración del GDP y del GTP se identificó agregando a las 

muestras una mezcla de los nucle6tidos no radiactivos, los 

que se visualizaron claramente con luz U. V. <254 nrn i , 

El GTP hidrol izado se determin6 a partir de la 

radiactividad recuperada en la mancha de GDP (van Noort, J. 

M. y col., 1986). 

2.10.3.- Pf"~paf"a.ci6n de GOP-Sephaf"ose 

2.10.3.1.- Activaci6n de la sepharose 

La sepharose húrne d a (50 g) 1 avada con abundante agua 

+r I a , se resuspendi6 en 48 ml de amortiguador fosfato de 

potasio 5 M, pH 12 y se le agreg6 10 9 de br omuro de 

cian6geno disuelto en 40 ml de dioxano, deshidratado con 

Na2S04" La suspensi6n se mantuvo con agitación suave durante 

la reacci6n, controlando que la temperatura no excediera de 

20·. Para contrarrestar el descenso del pH y mantenerlo en 

11 se util iz6 NaOH 5 N. La reacci6n se complet6 después de 

12 a 15 min, lo que se detectaba por 
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el cese de la 1 iberación de protones. La mezcla de reacción 

se transf i r i 6 rap i damente a un embudo Buchner y se 1 av ó con 

1,8 litros de amortiguador (3-g1icerofosfato de sodio 0,1 M 

pH 7, +r-f c , Todas estas operaciones se re a l izaron bajo 

campana con flujo de aire. 

2.10.3.2.- Acoplamiento de di am i nooc t an e a la 

Sepharose activada 

El lavado y la adición del 1 igando (diaminooctano) debe 

hacerse rap i damen te porque 1 a sepharose ac ti vada es 

inestable. Los 50 g de sepharose activada se resuspendieron 

en 100 mI de diaminooctano 2 M pH 10, disuelto en agua, y se 

ag i t6 suavemen te a 4- 

en un embudo Buchner 

fria, 2 1 i t r-o s de HCl 

por 16 h. Después, la resina se lav6 

suc e s i vamen te con 2 1 i tros de agua 

0,01 N frio, 2 1 itros de NaOH 0,01 N 

frío y 2 litros de agua fria. 

2.10.3.3.- Uni6n del GDP a la aminooctil-sepharose 

Se disolvió 0,1 mmol de GDP en 1,5 ml de agua y el pH 

se ajustó a 8,2. Todos los demás pasos se real izaron a O·. 

Se agregó 0,11 mmoles de periodato de sodio y la mezcla se 

mantuvo por 30 min en la oscuridad. Enseguida, la solución 

se mezcló con 1,5 rn l de amcr t i guador Tr- i cine 0,2 M pH 8,2, 

NaCl 1 M, 20 rn l de aminooctil-sepharose, lavada 

abundan temen te con amor ti guador Tr i cine 0,1 M pH 8,2, NaCl 
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o ,5 M y se e omp 1 e- t 6 a 40 m 1 con e 1 mismo amor- t i gu ader- • Se 

incubó por- 2 h a 4D con agitación suave. Al tér-mino de este 

per-fodo se le adicionó 1,5 mI de bor-ohidr-ur-o de sodio 0,3 M 

en Tr-icine 0,2 M pH 8,2 y se continuó la incubación por- 1 h 

más. Poster-ior-mente se r-epitió el último paso y finalmente 

1 a r-es i n a mod i f i cada se 1 av6 con 1 1 i t r o de NaCl 4 M fr- f o 

< Gil h am , P. T., 1 971 ) • 

2.11.-Ensayos de actividades 

2.11.1.-Ensayo de metilaci6n in vit~o del EF-Tu 

La rne t i l ac i ón in vitro del EF-Tu se r-eal izó bajo las 

mismas condiciones descr-i tas por- Chang y Chang par-a la 

metilación in vitro de las proteínas r-ibosomales de E. coli 

(Chang, C. N. y Chang, F. N., 1974), con algunas 

modificaciones, que se detallan a continuación. 

La mezcla de r-eacción contenfa: cantidades var-iables de 

p r-o t e í n a <extr-actos obtenidos de E. col iD-lO crecidas en 

condiciones 1 imitantes de metionina o en pl"esencia de 

etionina) como fuente de EF-Tu submetilado, 

usados como fuente 

50 de 

proteínas 

(SISO de 

los extractos de enzima 

E. coli D-I0 crecidas hasta la fase logarftmica 

t ar d í a de cr·ecimiento), 20 }lCi de S-Ado(metil-3H)Met en 

100}Jl que contenían Tr-is HCl 50 mM pH 7,8, NH4C1 50 mH, 

MgCl2 20 mM y 2-mer-captoetanol 5mM. Las mezclas de reacción 
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se incubaron a 37- por 35 min y las reacciones se detuvieron 

por enfriamiento a O·. 

El EF-Tu metilado se anal izó directamente empleando la 

mezc 1 a de r e ac c i ón c omp 1 e t a o med i an te i nmunoprec i p i tac i ón 

pr-evia, por electroforesis en geles en placa de 

po 1 i ac r i 1 am i da en gr ad i e n t e en t r e el 7 Y el 15 % , en 

presencia de SDS (0,1 %) (Laemml i , U. K., 1970), seguido de 

fluorograffa. Los geles obtenidos se expusieron a pelfculas 

radiográficas por diferentes tiempos. 

2.11.2.- Determinaci6n de 1 a disociación de 

nucle6tidos 

El intercambio de nucleótidos por EF-Tu se midió 

empleando EF-Tu· GDP en una concentración ,je 6,6 }JM en 

amortiguador A (Tris HCl 50 mM pH 7,4, MgC12 3,5 mM, KCl 75 

mM, PMSF 100 }JM y GDP 10 ".uM), el cual se mar-e o por 

intercambio de nucleótidos a 37- por 30 min empleando 3HGDP 

o 3HGTP, agregados en una concentrac i 6n de 3 }JM o 4 }1M, 

respectivamente. Cuando se real izó el intercambio con GTP, 

se suplementó la mezcla de incubación con piruvato Kinasa 50 

~9/ml y fosfoenolpiruvato 5 mM. Una vez intercambiado el GDP 

por nucleótido radiactivo desde el EF-Tu' GDP, Sf¡> enfrió la 

mezcla a O· y se midió la disociación del nucleótido 

radiactivo mezclando rápidamente 30 Fl del EF-Tu nucte6tido 

r- a d i a e t i v o e o n 1 O }J 1 d e u n a s o 1 u c i 6 n 2 mM 
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en nucle6tido no radiactivo. La soluci6n de GTP no 

radiactiva se preincub6 a 378 por 30 min con piruvato 

qu i nas a (50 )Jg/m1) y fosfoenolpiruvato (5 mM), con el 

propósito de asegurar la presencia de GTP solamente. A los 

tiempos indicados, las muestras se diluyeron con 3 ml de 

amortiguador A frfo e inmediatamente se filtraron a través 

de filtros de nitrocelulosa. La fracci6n no disociada de 

EF-Tu nucleótido se calculó a partir de la radiactividad 

recuperada en los filtros (van Noort, J. M. y col., 1986). 

2.11.3.- Determinaci6n de la actividad GTPasa 

El ensayo se re a 1 i z6 en un 901 umen de 40 }J 1 que 

contenfa 100 pmoles de EF-Tu, 6 nmoles de 3HGTP (10 

Ci/mmol), 2 nmoles de Kirromicina y cantidades variables de 

aa-tRNA en Tris HCl 50 mM pH 7,4, MgC12 3,5 mM, KCl 75 mM, 

PMSF 100 }JM y etanol 6 ./ ,. (v/v) • Después de 60 mi n de 

incubaci6n a 37· la mezcla de r e ac c i ón se enfri6 a O· y de 

cada muestra se aplicó 2 }Jl a una placa fina de 

cromatografia de polietileniminocelulosa para separar' los 

nucle6tidos y determinar posteriormente la radiactividad en 

el GDP formado (van Noort, J. M. y col., 1986a). 
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2 • 11 • 4 • - S f n t e s i s y me t i 1 ac i 6n de pro t e f n as i n v i t r o 

en un sistema dependiente de DNA 

La sfntesis y metilací6n del factor de elongaci6n EF-Tu 

se real iz6 en un medio de ensayo cuyo volumen final era de 

70 }J 1 y que contenía Tris acetato 15 mM pH 8, 

di me t i 1 9 1 u t ar- a t o de sod i o 10 rnM p H 6, ac e t a t o de amon i o 35 

mM, acetato de potasio 65 mM, acetato de magnesio 13 mM, DTT 

2 mM, UTP, CTP y GTP 0,7 mM cada uno, ATP 2,7 mt1, 

fosfoenolpiruvato 30 mM, piruvato Kinasa 0,8 ~g, 2,5 mg de 

pol ietilengl icol 6.000, espermidina 0,8 rnM, cada uno de los 

aminoácidos 0,125 mM (excepto la rne t i on t n a) , 35S-metionir,a 

( 40 pmo 1 e s más 2 nmo 1 e s de me t i on i n a f r fa), 1,5 nmo 1 e s de 

N5,10-meteni l-tetrahidrofolato, 50 }Jg de tRNA de E. col i , 

1,5 a 3,0 unidades de A260 de lavado ribosomal con NH4Cl y 

cantidades saturantes de DNA del fago A rifd18 como molde 

(entre 2 y 5 ~g). El sistema contenfa además los siguientes 

componentes proteicos: 240 pg de un elufdo de DEAE-celulosa 

con NH4Cl 0,25 M , 16 ~g de un elufdo de DEAE-celulosa con 

NH4Cl 1 M y 100 }J9 de un 1 av ado r i bosoma 1 con NH4Cl 1 M. 

Para medir la incorporaci6n de grupos metilo al EF-Tu 

sin te ti z ado a par ti r- de lONA, se u ti 1 i z 6 e 1 mismo me dio de 

incubaci6n 

reemplaz6 

ya 

por 

descr i t o , excep to 

S-Ado(metil-3H)Met 

que la 35S-metionina se 

136 }1M. La mezc 1 a de 

reacci6n se incub6 a por 60 mino Al cabo 
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de este perfodo se le agregó 1 pg de DNAasa 1 y se continu6 

la i n cub ac i ón a 37° por 10 mino La mezcla de r e ac c i ón se 

enfri6 rápidamente y se centrifugó a 12.000 g para el i rn i n ar­ 

el material insoluble (Zarucki-Schulz, T. y c o l , , 1979; 

Jerez, C. y Weissbach, H., 1980). 

Se emplearon alfcuotas de entre 2 y 5 pl del 

sobrenadante para medir la incorporaci6n total de 

35S-metionina en las protefnas totales o de grupos metilo en 

el EF-Tu sintetizado in vitro, después de hervir las 

muestras en TCA y determinando la radiactividad retenida en 

filtros de fibra de vidrio. 

2.12.- Puri-ficaciOn de los -factores de 

e1ongaciOn EF-Tu y EF-Ts de E. col i 

2.12.1.- Purificaci6n preparativa del 

metilado y submetilado de E. col i 

factor EF-Tu 

Como han demostrado van Noort y col. (van Noort, J. M. 

y c o l , , 1986) y como se v s r á en la sección Resultados, el 

EF-Tu se encuentra submeti lado en la fase temprana del 

cree j m i @nto d@ E. col i m i en tras que en 1 a fase t ar d í a se 

encuentra totalmente metilado en la Lis-56. Por 10 tanto, 

para establecer si el grado de metilación del factor EF-Tu 

afecta sus propiedades, se desarrollaron dos procedimientos 

de purificaci6n prepa.ra.tivos del EF-Tu de E. co1 i , 
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pr-oven i en te de ambos tipos de c é 1 u 1 as. Por- otr-o 1 ado, se 

p r oc e d i ó también a pur-ificar- el EF-Tu a par-tir- de células 

cr-ecidas en las condiciones ya definidas en Mater'iales y 

Métodos, para obtener- el factor EF-Tu submetilado 

artificialmente en presencia de etionina. 

2.12.2.- Purificación preparativa del factor EF-Tu de 

E. col ¡mediante cromatograffa de afinidad 

El factor- EF-Tu une GDP, formándose un complejo binario 

EF-Tu·GDP. POI" esta pr-opiedad es posible separar- fácilmente 

al EF-Tu del r-esto de las protefnas pr-esentes en un extr-acto 

de E. coli mediante cr-omatogr-affa de afinidad empleando una 

col umna de GDP-sepharose, 1 a que se prepar6 de acuer-do al 

procedimiento de Jacobson y Rosenbusch (Jacobson G. R. y 

Rosenbusch J. P., 1977), (ver secci6n cor-respondiente). 

Todas las etapas de la purificación se real izaron a 4·, 

excepto los pasos relacionados con la columna de afinidad 

los que se desarrollaron a temperatura ambiente. 

Se 1 isaron seis gr-amos de células mediante maceración 

con 15 9 de alúmina y la pasta resultante se resuspendió en 

2 volúmenes de una solución que contenfa: Mg(CH3COO)2 10 rnM, 

NH4Cl 60 mM, 2-mercaptoetanol 6 mM y Tris Hel 10 mM pH 7,4. 

A esta suspensión se le agreg6 ribonucleasa y 

desoxir-ribonucleasa de modo que la concentraci6n final par-a 
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cada enzima fue de 10 ~g/ml, y la suspensi6n se cent~ifug6 a 

16.000 ~pm po~ 30 min en un ~oto~ So~val1 88-34. El 

sobrenadante (830) se centrifug6 po~ 4 h a 45.000 rpm en un 

~oto~ BecKman tipo 65. Los dos tercios supe~iores del 

sobrenadante ~esultante (S150) se concent~aron mediante 

precipitaci6n con (NH4)2S04' colectándose el p r e c i p i t adc 

obtenido a una satu~aci6n de 35-65 % . Este precipitado se 

r·esuspendi6 en 12 mI de amortiguador de columna que 

contenfa: MgCl2 10 mM, NaCl 0,35 M, 2-me~captoetanol 5 mM y 

T~is HCl 50 mM pH 7.8 (Jacobson, G. R. y Rosenbusch, J. P., 

1977) 

Los siguientes pasos se r e a l izaron a t emp e r a t ur a 

ambiente. La suspensión obtenida se mezcl6 con un volumen 

igual de GDP-sepha~ose p re p ar ade como ya se de s c r-i b i ó en 

2.10.3. Esta suspensi6n se introdujo en un tubo de diál isis 

y se dializ6 contra 1 litro del amortiguador de columna, 

durante toda la noche con agitación suave pa~a asegurar una 

mezcla completa. Luego esta suspensi6n se empleó para fo~mar 

una columna (2 por 5 cm) y se colect6 toda la soluci6n que 

pas6 a través de ella. Posteriormente esta se lav6 con el 

amortiguador de columna hasta que la absorbancia medida a 

280 nm fue mfnima y se mantuvo constante. A continuaci6n se 

eluy6 la columna con 1 volumen de columna del mismo 

amortiguador pero que contenfa GDP 100 fM. En seguida se 
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ce~~6 la llave de paso de la columna y se incub6 ésta po~ 1 

h. Después de este p er I odo , para pr-omover- el i n t e r-c amb i o de 

GDP, se eluy6 el EF-Tu de la columna con 5 volúmenes de 

amorti9uado~ de columna que c c n t e n I a GDP 100 }JM, 

colectándose f~acciones de 0,5 ml cada una. 

Las +r-ac c i on e s que contenfan el EF-Tu, medido por 

abso~bancia 

Ouchte~lony, 

a 280 nm o medi ante inmunodifusión de 

se junta~on y se pre c i P i t ar on a9~e9ando 

% El pr e c i pitado 

obtenido se r-e su sp e nd i ó en un amor f i qu ador- que c on t e n f a r 

Mg(CH3COO)2 10 mM, saca~osa 0,25 M, 2-me~captoetanol 5 mM y 

Tris HCl 20 mM pH 7,5 Y se gua~d6 a -70· (Smith, 1. y 

Paress, P., 1978). 

La figura 4 muestra que este p roc e d i m l ento p e r-m i ti 6 

obtener el EF-Tu esencialmente pu~o, a juzgar por la 

ausenc i a de otras bandas de prote f n a cuando se an a 1 izó 1 a 

pr-e p ar ac l ón mediante e l e c tr-o+or e s i s en geles en placa de 

poliacrilamida en g~adiente e n t re el 7 y el 15 %, en 

presencia de SDS o cuando se anal iz6 mediante la técnica de 

electroforesis de Q/Farrel1. En ambos casos las protefnas se 

ti~e~on con azul de coomassie 

Sin emba~go, la cantidad de EF-Tu obtenida por este 

procedimiento fue bastante baja. y la actividad del +ac t or­ 

med i da como in tercamb i o de GDP no era mayor al 10 % de 1 

te6rico. De modo que p ar a los fines de estudiar si la 



61 

Figura 4.- Purificaci6n del EF-Tu por cromatograffa de 
afinidad. 

Extractos (S150) provenientes de E. col iD-lO 
crecidas en metionina o en etionina se equil ibraron con 
GDP-Sepharose durante 12 h a temperatura ambiente. Enseguida 
se montaron sendas columnas con el material adsorbido a la 
GDP-Sepharose y se eluyeron hasta que toda la protefna no 
unida emergi6 de las mismas. Posteriormente se eluyeron las 
columnas con 100 ~M GOP. Se colectaron fracciones y se 
determinó en ellas la presencia de EF-Tu mediante 
inmunodifusión de Ouchterlony. Las fracciones que contenfan 
el EF-Tu se concentraron y se sometieron a electroforesis en 
geles en placa de poI iacrilamida en gradiente entre el 7 y 
el 15 %, en presencia de SDS (0,1 X) o a electroforesis 
bidimensional de O~Farrell. (1) Proteínas presentes en el 
S150 de las células crecidas en metionina (A); EF-Tu 
purificado del S150 anterior (B); proteínas del S150 de las 
células crecidas en etionina (C) y EF-Tu purificado a partir 
del S150 anterior <O), (2) Anál isis del EF-Tu purificado en 
1 A por electroforesis bidimensional de O/Farrell, Se indica 
la posición del factor EF-Tu purificado estándar. Los 
námeros a la derecha representan marcadores de peso 
molecular, para el gel de segunda dimensión de Q/Farrell, El 
isoelectroenfoque de la primera dimensión se hizo entre pH 5 
(a la izquierda) y pH 7 (a la derecha), 
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actividad del factor EF-Tu era afectada por la metilaci6n de 

la 1 isína-56, no result6 ser un método de purificaci6n muy 

adecuado. Por este mot i vo se op t6 por mon tal" un segundo 

procedimiento de purificaci6n. 

Debido al alto grado de pureza del EF-Tu obtenido por 

esta técnica, este se utiliz6 para preparar anticuerpos 

contra el factor en conejos. 

2.12.3.- Purificaci6n preparativa del factor EF-Tu de 

E. coli por cromatograffa de exclusi6n molecular e 

intercambio i6nico 

Tanto el factor de elongaciOn EF-Tu como el EF-8 poseen 

la capacidad de hidrol izar GTP en presencia de ribosomas. 

Por 10 tan to, para poder estud i al" esta ac ti v i dad de 1 EF-Tu, 

es necesario no sólo obtener una preparaci6n activa de EF-Tu 

sino que esta debe estar 1 i br e de 1 factor EF-G. La 

f j 1 t r- ac i ón a través de col umnas de Sephadex G-l00 permi te 

separar ambos factores en presencia de GDP (Wurmbach, P. y 

Nierhaus, K.H., 1979). Asf es posible obtener una completa 

separaci6n de ambos factores mediante dos filtraciones 

sucesi vas en Sephadex 8-100. Otras protefnas contami nantes 

se el iminan mediante cromatograffa en DEAE-Sephadex A-50, en 

ausencia de GOP (P. Wurmbach y K.H. Nierhaus, 1979). 



64 

La pu~ificacjón se ~eal izó ent~e O y 4D• Las células se 

1 isaron mediante macer-ac i ón con alúmina, en una p r op or-c i ón 

de 1 de células y 2,5 de alúmina. La pasta se ~esuspendió en 

un volumen de una solución igual a la masa c e l u l ar-; Esta 

solución contenfa: fosfato de potasio 10 mM pH 7,5, clo~u~o 

de magnesio 1 mM, 2-me~captoetanol 6 mM y DNAasa 1 pg/ml. La 

alúmina y los restos celulares se el l m i n ar on mediante dos 

centrifugaciones sucesivas de 20 min cada una, a 30.000 9 y 

el sob~enadante obtenido (830) se cent~ifugó durante 4,5 h a 

150.000 g. Este sobrenadante se dial izó durante toda la 

noche contra 1 litro de un amor t i qu ador- que c on t e n í a s Tris 

c l or h í dr-Lc o 10 mM pH 7,5, ac e t a t o de 

2-mercaptoetanol 6 mM, r e a l izándose 

magnesio 10 mM y 

dos cambi os del 

amortiguado~. El dial izado se centrifugó nuevamente por 4,5 

h a 150.000 g. Los tres cuartos superiores de este 

sobrenadante se uti 1 i z ar on como fuente de EF-Tu (S150). Al 

S150 obtenido se le agregó Tris He1 1M pH 7,8 (1 a 2 rn l ) 

p ar a aumentar la capacidad amortiguadora. La 

s a t ur ó en segu i da con (NH4)ZS04 só1 i do hasta 

solución se 

80 % y se 

mantuvo con agitación suave durante 30 mino Posteriormente 

se centrifug6 p er- 30 min a 30.000 g. El precipitado se 

~esuspendió en un mfnimo volumen (1 a 3 mI) de amortiguado~ 

A/GDP, (Tris HC1 10 mM pH 7,8, Mg<CH3COO)2 10 mM, KC1 100 

mM, Z-mercaptoetanol 5 mM, PMSF 0,58 mM y g1 ¡cerol 20 % 
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v/v) que contenfa además GDP 20 ~M y se dial izó hasta que la 

solución se aclaró (aproximadamente 2 h), contra dos cambios 

de 1 litro del mismo amortiguador. 

El dial izado se apl icó a una columna de Sephadex G-100 

(2 x 100 cm) y se colectaron fracciones de aproximadamente 3 

ml (100 gotas por fracción; 20 seg por gota). Se leyó la 

absorbancia a 280 nm y las fracciones que contenfan tanto el 

EF-Tu como el EF-G se i den ti f i caron med i an te ¡ nmunod i fus i ón 

de Ouchterlony empleando sueros antiEF-Tu y antiEF-G <cedido 

gentilmente por H. Weissbach), cada tres fracciones (figura 

5 A). Se juntaron las fracciones .qu e c on t e n t an el EF-Tu, 

evitando al máx imo 1 a con t am i n ac i ón con EF-G y se 

concentraron mediante precipitación con (NH4)2S04 (80 % de 

saturación). El precipitado resultante se resuspendió en 1 a 

2 m 1 de 1 amor t i gu ador A/GDP y se di al izó con t r a e 1 mismo 

amortiguador. Luego la muestra se sometió a un segundo paso 

de filtración a través de una columna de Sephadex G-I00 (2 x 

100 cm) (figura. 5 8). Después de la filtración, las 

fracciones que contenían el EF-Tu se juntaron, el i rn í n an do 

aquellas que contenfan EF-G. 

El conjunto de las fracciones recolectadas se apl icaron 

directamente, sin ningón paso previo de concentración o 

diál isis, en una columna. de DEAE-Sephadex A-50 (1 x 30 cm) 

equilibrada. con amortiguador A, sin GDP. Las protefnas se 

el uve r cn con un grad i en te 1 i nea 1 de 500 rn l de KCl en t r e 0,1 
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Figura 5.- Diferentes separaciones cromatográficas en la 
purificación del EF-Tu de E. col i. 

Las protefnas se separaron a través de una 
columna de filtración de Sephadex G-100 (A). Las fracciones 
que contenfa EF-Tu (región achurada) se concentraron y se 
filtraron nuevamente a través de Sephadex-G100 (8). Las 
fraciones conteniendo el EF-Tu (región achurada) se juntaron 
y se sometieron sin concentración previa a cromatograffa en 
DEAE-Sephadex A-50 (C). Las fracciones que contenfan el 
EF-Tu (región achurada) se concentraron finalmente por una 
segunda cromatograffa en DEAE-Sephadex A-50 (D). las barras 
horizontales indican las fracciones que reaccionaron 
positivamente con los antisueros que se indican. las 
regiones achuradas representan las fracciones que se 
colectaron en cada separación. Los detalles del 
procedimiento de purificación del EF-Tu se describen en el 
texto. (o o) absorbancia a 280 nm; (o o) conductividad. 
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y 0,4 M en amo~tiguado~ A. Se colecta~on f~acciones de 100 

gotas y aquellas que contenfan el EF-Tu se i de n t i f i c ar-on 

ante~io~es (figu~a 

de Ouch te~ 1 onv , como en los 

C). El EF-Tu e l u I do de 

pasos 

esta 

med i an te i nmunod ¡ fus i ón 

5 

cr-cma t cqr a+t a se e n c on t r ó 1 i br-e de EF-G. Con el objeto de 

c onc e n t r-ar- el f ac t or- EF-Tu, las +r ac c i one s que contenfan el 

facto~ se junta~on y se díal iza~on cont~a 1 1 it~o de 

amo~tiguado~ A po~ 1 h y luego se apl ica~on a una columna de 

OEAE-Sephadex A-50 (1 x 15 cm), equ i 1 i br ada con e 1 mismo 

arnor-t i qu ador-, El factor' se e l uvó empleando emor t I qu ador- A, 

que contenta KCl 1 M (figu~a 5 O). Las +r ac c t one s que 

contenían el EF-Tu :·e juntaron y se d i a l t z ar on 3 veces 

durante 1 h cada vez cont~a 1 1 it~o de amortiguador 8 ( Tris 

HC 1 50 mM P H 7,8, 2-me r- cap t oe tan o 1 2mM y 9 1 ice rol 50 X 

v/v). El factQ~ purificado se guardó a -20·. (Nierhaus, K. H 

Y Oohme, F., 1979; Wurmbach, P. y Nierhaus, K. H., 1979). 

El gr'ado de pureza de 1 as preparac ¡ ones de EF-Tu 

obtenidas, se determin6 mediante electroforesis en geles de 

po 1 i ac 1" i 1 am i da al 10 %, en p~esencia de SOSo Primeramente 

se construy6 una curva de cal ibración empleando EF-Tu 100 % 

puro (obtenido por c r-crna t o qr a+I a de afinidad), el que se 

separó por el e c t rc+o r e s t s en geles 

el 7 y 

en placa de 

en poliacrilamida en 

presencia de SOS, 

gradiente entre el 15 X, 

bandas te?lidas. 

y se cuantific6 por densitometrfa de las 

Comparado con estos estándares se pudo 
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establecer que el grado de pureza fue de al menos un 85 % 

para las diferentes preparaciones (figura 6), ya que al 

determinar la pureza en geles sobrecargados (hasta 30 pg de 

proteína) se confirmó la presencia de algunos contaminates 

menores. 

2.12.4.- Purificaci6n parcial del factor de elongaci6n 

EF-Ts de E. col i MRE 600 

A partir de 63 9 de E. col i MRE 600 y medí ante el 

proced im i en t o de rup tura con al úrn i n a descr i to prev i amen te, 

se obtuvo un extracto que contenía entre otros, el factor de 

elongación EF-Ts. 

Se obtuvo un S150 el que se saturó con sulfato de 

amonio sól ido hasta un 30 % 

mediante centrifugación. Al 

El precipitado se eliminó 

s cbre n adan te se 1 e agregO 

sulfato de amonio hasta 70 % de saturación y el precipitado 

conteniendo el factor EF-Ts se recuperó por centrifugación. 

Este se resuspendi6 en 5 ml de amortiguador 1 (Tris 50 mM pH 

7,8, MgCl2 10 mM y 2-mercaptoetanol 5 mM) y la suspensión se 

dial izó contra el mismo amortiguador. El dial izado se 

centrifugO para retirar el material insoluble. 

A continuaci6n se acidific6 la solución que contenía el 

EF-Ts hasta pH 5 con ácido acético 1 N. La suspensión se 

mantuvo con agi tación suave durante 1 h a 
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Figura 6.- Determinaci6n de la pureza de los EF-T~ 
purificados de E. col ¡mediante electroforesis. 

Los EF-TuL (b), EF-TuM (c) y EF-TuE (d) 
purificados mediante filtraci6n en Sephadex G-100 y 
cromatograffa en DEAE-Sephadex A-50 se anal izaron mediante 
electroforesis en geles en placa de poI iacrilamida al 10 %, 
en presencia de SDS (0,1 X). Se apl ic6 10 ~g de proteínas 
de cada muestra al gel, el que se ti~6 con azul de 
coomassie. Los números a la izquierda representan los 
marcadores de peso molecular en kilodaltons. 
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O·, se c en tr i+uqó y el pr-e c i p i t ado se lavó con 5 ml de 

Tr-Ls+ac e t e t c 50 mM pH 4,5. El pH del sobl"enadante Y del 

lavado, ambos conteniendo el EF-Ts, se ajustó a 7,0 con Tris 

1 M Y el m a t e r La l insoluble se el í rn i n ó mediante 

centl"ifugación. 

El sobl"enadante de la etapa anterior se calentó por 10 

min a 60·, se enfrió, se centrifugó y el sedimento se l av ó 

con 1 ml del amortiguador le El lavado y el s obr-en aden t e , 

conteniendo el EF-Ts estable al calentamiento, se juntaron y 

se saturó la solución con sulfato de amonio só1 ido hasta un 

50 X • El sedimento se desca.rt6 y la solución sobrenadante 

se concentr6 agr'egando sulfa.to de arnon i o hasta 70 % de 

saturación. El precipitado se disolvió con 4 ml de 

amortiguador 1 que conten1a 50 mM KCl y luego se d i a l izó 

contra 1 a mi sma sol uc i ón. El di al izado (25,9 mg de 

p r-o t e f n azrn l ) contenfa el factor EF-Ts semipurificado l i br-e 

de c on t arn i n ac i ón de EF-Tu segón se c omp robó mediante 

electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de 

SOSo 
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2.13.- Ot~os p~ocedimientos 

2.13.1.- Anál isis de los aminoácidos metilados 

Para anal izar la naturaleza de los aminoácidos 

metilados en el EF-Tu, tanto la p r-o t e I n a sintetizada y 

metilada in vi tro como 1 a me t i 1 a d a i n vivo se 

inmunoprecipit6 y se separó mediante electroforesis en geles 

de poliacrilamida al 10 %, en presencia de 80S (0,1 X). La 

banda de EF-Tu se ubicó con las autorradiografias y mediante 

tinci6n de los geles con azul de coomassie que contenfan 

EF-Tu estándar, cortandose del gel la región donde migra el 

EF-Tu. La pr-o t e t n a se extrajo con 6 ml de amortiguador 

fosfato de sodio 0,01 M pH 6,8 y 80S 0,1 %, mediante 

agitación, durante toda la noche a 30G• Luego se dial izó la 

protefna extrai da y el gel contra 2 1 i tr o s de agua (3 

cambi os) para r-emover- el exceso de colorante y de SOSo El 

dial izado se filtró para retirar el gel y luego se 1 iofil izó 

a sequedad. La protefna se hidrol izó con 2 ml de HCl 6 N en 

tubos sellados al vacfo por 24 a 48 h a 110·. El solvente se 

el iminó en un evaporador ratorío BUCHI a 40·, El hidrol izado 

final se disolvió en un p e que ñ o volumen de etanol al 50 % • 

Los aminoácidos metilados se analizaron mediante 

e l e c t r o+or-e s i s de alto voltaje o cromatograffa descendente 

en pape 1 (Chang, C. N. y Chang, F. N., 1975). 
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2.13.2.- Cuantificación del EF-Tu sintetizado in vitro 

a par t i r- de DNA 

Alfcuotas de las mezclas de r e ac c í ón (20 }Jl de las 

p r o t e f nas marcadas con 35S-me ti on i n a y 50 ,u 1 de las 

pr-o t e í n a s 3H-metiladas), en que se sintetiz6 in vitro el 

EF-Tu, se tra.taron con DNAasa, se mezc t ar cn con 5 ,ug de 

EF-Tu y se some ti e r on a i nmunoprec i p i t ac i 6n en sol uc i 6n • 

Los inmunoprecipitados se anal izaron mediante 

e l e c tr-o+or e s i s en geles cilfndr-icos de po1iacri1amida al 10 

x, en presencia de SDS (0,1 %) (Laemmli, U. K., 1970), Los 

geles se cortaron en secciones de aproximadamente 1 mm y a 

cada secci6n se le deter-min6 la radiactividad. 

La recuperaci6n del producto sintetizado en este 

proced i m i e n to se de term i n6 agr-egando 3HEF-Tu (gen ti 1 men te 

cedido por- H. l...Jeissbach) a través de todo el procedimiento 

como estándar interno (Zar'ucki-Schulz, T. y c o l ; , 1979). La 

cantidad de producto sintetizado in vitro se calcu16 de la 

actividad especifica de la metionina u s acía , del número de 

metioninas que tiene la pr-c t e í n a (Arai, K. y col., 1980; 

Laur sen , R. A. y col., 1981) y del p orc e n t a.i e de 

recuperaci6n del producto (Jeréz, C. y Weissbach, H., 1980). 



75 

2.13.3.- Digesti6n t~fptica del EF-Tu 

Se di g i r i 6 el EF -Tu (250}J g/m l ) con t r- i p sin a ( r az ón 

enzima/sustrato, 1/50 p/p) a O· en un amortiguador que 

contenfa Tris HCl 50 mM pH 7,4, MgC12 5 mM, EDTA 1 mM, DTT 

0,1 mM, CaC12 1 mM y GDP 10 ~M. A los tiempos especificados 

se tomaron alfcuotas de 12}Jl que se mezclaron con igual 

volumen de solución de muestra de Laemmli (Laemmli, U. K., 

1970) y se calentaron inmediatamente por 5 min en un ba~o de 

agua hirviente, para detener la acción de la enzima. Los 

productos se anal izaron mediante electroforesis en geles en 

placa de pol l ac r-I lamida al 7,5 %, en presencia de 8DS (0,1 

%) (Nal<.amura, S. y c o l , , 1977; van Noort, J. M. Y c o l . , 

1986). 

2.13.4.- Aminoacilaci6n del tRNA total de E. col 

Para consegu i r el máx i mo de arn i noac i 1 ac i 6n de 1 tRNA 

total de E. col i , éste se desaci16 p r-e v i arne n t e por 

incubaci6n durante 2 h a 37· en Tris HCl 0,1 M pH 8,8, y 

luego se dial izó contra 2 1 itros de la misma soluciÓn por 2 

(W i 11 i ams, L. y Fr-e und l i ch , M., 1969.). La 

am i noac i 1 a e i ón se realizó en un volumen fina 1 de 5 ml que 

contenía 250 ~l de Tris HCl 1 M pH 7,5, 25 }J 1 de MgCl 1 M, 

35 }J 1 de 2-mercaptoetanol 1 : 10 , 125 }J 1 de ATP 0,1 M pH 7, 

además de 300 )Jl de una solución 1 mH de cada uno de los 
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20 aminoácidos, 12,S mg de tRNA y un volumen óptimo de SlS0, 

previamente determinado midiendo la incorporación de 

(U_14C)-fen i 1 al an i n a (513 Ci/mmol) al tRNA total de E. col i 

Después de incubar a 3711 por 20 m j n , 1 a re ac c i ón se 

detuvo con O,S mI de acetato de potasio al 20 %, pH 6 y S,5 

rn l de fenol saturado en agua. Se agitÓ y la emulsión se 

separ6 centrifugándola a 11.000 rpm por 2S min, en un rotor 

BecKman JA-20. Se tom6 1 a fase ac u o s a y a 1 a fase fenól i e a 

se reextrajo con 2 mI de agua. Ambas fases acuosas se 

juntaron y se le agregÓ 1/10 volumen de acetato de potasfo 

al 20 % pH 6 y 3 volúmenes de etanol frlo (a -20·) y se dejÓ 

precipitar durante 12 h a -20D• 

El precipitado se s e p ar ó rna d i an t e centrifugación a 

11.000 rpm por 20 min en el rotor BecKman JA-20. El material 

sedimentado se r e su sp e nd i ó en 3 ml de H20 más 0,3 rn l de 

ac e t a t o de potasfo 0.120 % pH 6 y 10 rn l de etanol frfo. Se 

incubÓ por 2 h a -20·. El aa-tRNA total se recuperó mediante 

cenfrifugación y se lavó con 10 m1 de etanol frfo. Luego se 

resuspendió en 0,5 mI de H20 y se dial izÓ contra 2 1 itros de 

H20 a S·, durante toda la noche. Se estim6 que este RNA 

total estaba aminoacilado ya que en un ensayo de actividad 

GTPásica, en presencia de Kirromicina, se hidrol izaron 

cantidades de GTP equivalentes a las reportadas en la 

1 i t e r-a t u r-a (van No or- t , J • M. y col • , 1986) • 
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. En cambi o, en presenc i a del tRNA desac i l adc no se obtuvo 

estímulo de la hidról isis del GTP por el EF-Tu. 

2.13.5.­ 

protefnas 

Determina.ción de la. concentración de 

La concentración de proteínas de de t e r-m i n ó según el 

método de Lowry (Lowry y col., 1951), usando seroalbúmina de 

bovino como estándar. 
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3 RESULTADOS 

3.1 Me t i 1 ac i 6n in v i vo de 1 -factor de 

elongaci6n EF-Tu en varios microorganisrnos 

3.1.1.- Metilaci6n in vivo del EF-Tu, en E. coli, 

B. subtil is y B. stearothermophilus 

Para un estudio comparativo de la modificación del 

factor de elongación EF-Tu se util izaron microorganismos 

incapaces de sintetizar- metionina, los que se emplearon 

previamente en nuestro laboratorio para el estudio de la 

metilación de las protefnas ribosomales <Amaro, A. M. r 

Jer-ez, C. A., 1984; Amaro, A.M., 1987; Sanhueza, S., 1987). 

Como bacter-ia gram negativa se util iz6 Escherichia col i D-10 

y como bacterias gram positivas se emplearon el Bacillus 

subtil is (cepa SR151) y el Bacil1us stearothermophilus (cepa 

1063 strr). Además se emple6 Euglena gracil is variedad 

bacillar-is y la cepa W10 SS mL, con el pr-op6sito de extender­ 

el estudio al factor- EF-Tu de c l cr op l a s t o , -ya que este 

organel0 ha sido considerado como de un posible origen 

b ac t e r t ano (Gr-ay, M. W. y Doolittle, W. F., 1982). 

Todos los micr-oor-ganismos se crecieron en sus 

respectivos medios mfnimos, descritos en Mater-iales y 

M~todos, hasta 1 a mitad de 1 a exponencia.l de 
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crecimiento, de modo de evitar la esporu1ación del B. 

subtilis y del B. stea.rothermophilus. luego las células de 

cada microorganismo se l av aron y r-e su sp e no i er-on en igual 

volumen de sus respectivos medios de cultivo pero en 

ausencia de metionina. 

las células se incubaron en presencia de (metil-3H) 

metionina y en ausencia o en presencia de cloramfenicol para 

detectar la incorporación total del aminoácido en las 

protefnas o 1 a incorporación de grupos me ti 10 

respectivamente. 

la figura 7 muestra los perfiles de incorporaciÓn del 

aminoácido radiactivo a las protefnas totales de E. col ¡(A) 

y de B. subtil is (8). Cuando las células se trataron 

previamente con c l or am+e n i c o l (C y D), se observó el efecto 

i n h i bit or- i o de 1 an t i b i 6 tic o en 1 a s f n t e s i s t o tal de 1 a s 

pr-o t e f n a s , En esta cond i e i ón se pudo ap r e c i ar- además 1 a 

presencia de IJn pico de r e d i ac t i v i de d que c om i qr ó con un 

estándar de EF-Tu en el caso de E. coli (C), de acuerdo a la 

me ti 1 ac i 6n del factor de elongación 

(Ohba, M. 

EF-Tu de s c r i ta 

previamente en esta bacteria y col., 1979; 

Ferro-luzzi, G. y Niakido, K, 1979). Sin embargo, en el caso 

del B. subtilis <D), después del tratamiento con 

cloramfenicol no se observa ningún pico de radiactividad en 

la región donde migra el factor de elongaci6n EF-Tu. 

Para comprobar que en las condiciones empleadas el B. 
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Figura 7.- Metilaci6n in vivo de protefnas en E. coli y ~ 
subtilis. 

Se creci6 E. coli y B. subtil is hasta la mitad 
de la fase logarftmica de crecimiento en sus respectivos 
medios mínimos, a 37· y con agitación. Se cosecharon las 
células y se lavaron 2 veces con el mismo medio sin 
metionina y se resuspendieron en el medio sin el aminoácido. 
Se incubaron dos alfcuotas de 5 ml de cada tipo de células, 
una en presencia de 1 mg de cloramfenicol <C y O) y la otra 
sin el antibiótico (A y B) por 8 mín a 30·. Terminada esta 
incubaci6n se tom6 1 mI de cada alícuota y se les agreg6 
(meti 1-3H)metionina (concentraci6n final 2,2 ~M) 
continuándose la incubación por 30 min, a 30· con agitaci6n. 
Finalmente, las células se disolvieron mediante ebul l ici6n 
en 30 ~l de solución de Laemml i. La incorporaci6n total del 
aminoácido a las distintas protefnas de E. col i (A) Y de B. 
subtilis (8), como la incorporación de grupos metil-3H a las 
proteínas de E. coli (C) y B. subtil is <O) se anal iz6 
mediante electroforesis en geles cilíndricos de 
poI iacrilamida al 10 %, con 0,1 % de SOSo La radiactividad 
de cada trozo de gel se determin6 como se describe en 
Materiales y Métodos. 
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subtil is sintetiza una 

empleamos un an t i c u e rp o 

proteína equivalente al EF-Tu 

pol ivalente antiEF-Tu, obtenido 

contra el factor puro de E. coli. La figura 8 A muestra 

mediante un ensayo de inmunodifusión de Ouchterlony, que los 

extractos subcelulares de B. subtil is dan una banda de 

inmunoprecipitación en presencia del antisuero contra EF-Tu 

de E. col i , Estos resul tados confirman la inmunoreacción 

cruzada que ha sido descrita para ambas moléculas. Teniendo 

en cuenta estos antecedentes experimentales se efectuó una 

inmunoprecipitación liquida de los extractos radiactivos 

tanto de E. coJi como de B. subtilis, en presencia del suero 

contra el EF-Tu de E. coli. Los inmunoprecipitados obtenidos 

se anal izaron mediante electroforesis en geles ci 1 fndricos 

de poliacrilamida al 10 %, en presencia de SDS. Se observa 

que en los extractos de B. subtilis (figura 8 B) ha.y una 

proteína que es inmunoprecipitada por el suero empleado. El 

peso molecular de esta proteína de B. subtilis estaría de 

acuerdo con el descri to para e 1 EF-Tu de este 

microorganismo, el que corresponde a 47.000 

de p o l Lac r Ll am i da en 

d a l tons según 

presenc i a de electroforesis en geles 

SDS (Smith, 1. y Paress, P.,1978). Este valor es un poco 

mayor' que el de s c r-I t o p ar a el factor' EF-Tu de E. c o t t , que 

corresponde a 43.225 da l t on s , determinado a partir de su 

secuencia de aminoAcidos (Jones, M. D. y col., 1980). 
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Figura. 8.- Presencia en B. subtil is de una protefna. 
inmunoprecipitable con suero antiEF-Tu de E. 
col i • 

(A) inmunodifusi6n de Ouchterlony en placas de 
agar al 1 X • Pocillo 1, 10 ~9 de EF-Tu purificado de E. 
coli; pocillo 2, 100 P9 de protefnas de un 8150 obtenido de 
E. col i; pocillo 3, 100 ~g de proteínas de un 8150 obtenido 
de B. subtilis; pocillo c e n t ra l , 10).11 de suero antiEF-Tu de 
E. coli. 

(8) Un 8150 obtenido de B. subtilis crecido en 
presencia de (metil-3H) metionina se inmunoprecipit6 con 
suero antiEF-Tu de E. coli. Después de disolver el 
inmunoprecipitado en 2-mercaptoetano1 0,1 M, 80S 2 % se 
separaron las protefnas por electroforesis en geles 
cilfndricos de pol iacrilamida al 10 %, en presencia de SOS 
0,1 Yo, y la radiactividad se determin6 en cada fracci6n como 
se describe en Materiales y Métodos. 

(C) 3HEF-Tu de E. coli marcado qufmicamente e 
inmunoprecipitado. 
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Estos ~esultados obtenidos con el B. subtilis sugie~en 

que el EF-Tu de esta b ac t e r i a Gr-am positiva podr·fa no s e r­ 

metilado, a l menos en las condiciones ernp l e ada s en estos 

ensayos (figu~a 7). 

Los estudios de la metilaci6n in vivo se extendieron a 

la bacteria Gram positiva Bacil1us stearothermophilus. La 

f i gur·a 9 muestra el an á 1 i s i s de 1 as prote f n a s me ti 1 adas 

mediante electroforesis en geles en placa de pol iacrilamída 

en gradiente entre el 7 y el 15 %, en presencia de SDS, 

seguido de au t or-r ad í oqr-a+í a , El au t or r ad i oqr ama muestra la 

inco~poraci6n de (metil-3H)metionina a las protefnas totales 

de E. coli c o i , de B. subtilis (d) y de B. 

stearothermophilus (f). 

p~evio a la incubaci6n 

Cuando 

con el 

las células se tr a t ar on 

arn i noác i do r ad i ac t i v c en 

presencia de cloramfenicol, 

para E. col i una banda 

se observó como ya se describió 

~adiactjva (c) que comí gra con 

el estándar de EF-Tu (a). Igual fenómeno se ob s e r v a en el 

caso del B. stearothermophilus en el que se observa una 

banda débilmente rne t i l ada con un peso mo l e c u l ar- aproximado 

de 43.000 daltons (9), lo que sugiere que en esta última 

especie el EF-Tu también podrfa ser metilado. Sin embargo, 

como ya vimos, con el B. subtil is (e) no se detecta ninguna 

banda que sugie~a la presencia del factor de elongación 

EF-Tu metilado. 
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Figura 9.- Metilaci6n del EF-Tu de B. stearothermophilus y 
otros microorganismos. 

Células de E. col i c b , c i , B. subtil l s (d, ~) y 
B. stearothermophilus (f, g) se crecieron en las mismas 
condiciones descritas en la figura 7, excepto que en el caso 
del B. stearothermophilus las temperaturas de incubaci6n 
fueron 60·, para el crecimiento, y 50·, para la marcaci6n de 
las proteínas. La incorporaci6n de (metil-3H)metionina se 
real iz6 durante 30 min en ausencia (b, d, f) o en presencia 
(c, e, f) de cloramfenicol, como se describi6 anteriormente. 
Como estándar se emple6 3HEF-Tu marcado qufmicamente (a). 
Las muestras se anal izaron mediante electroforesis en geles 
en placa de p o l iacri lamida en gradiente del 7 al 15 %, en 
presencia de SDS 0,1 % . 
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Se ha de ser- i to que los EF-Tu de E. col i y S. 

typhimurium son me ti 1 ados in vivo en p re s e n c i a de 

c l cr-arn+e n i c o l y que ambos contienen Lis<lvle) y Lis(Me2) 

(Ferro-Luzzi, G. F. y NiaKido, K., 1979; V"Ital ien, J. J. y 

Laur s e n , R., 1979; J. M. van Noor-t y col., 1986). La mejor 

forma de confirmar directamente si una protefna es metilada 

es de term i nar e 1 con ten i do de am i noác i dos me ti 1 ados que 

posee mediante h i dr-ó l Ls i s de la protefna y análisis por 

cromatograffa o electroforesis de alto voltaje o ambos 

(Amaro, A. M. y Jerez, C. A., 1984; Toledo, H. y Jerez, C. 

A., 1985). El EF-Tu de B. subtilis, pr-oveniente de células 

marcadas con (metil-3H)metionina, ~"e inmunoprecipit6 de los 

extractos de la bacteria con el suero antiEF-Tu de E. coli. 

En el caso del B. stearothermophilus no se pudo real izar el 

mismo anál isis ya que el factor de esta especie no present6 

reacción cruzada con el suero antiEF-Tu de E. col i. La misma 

falta de reacci6n inmunológica cruzada con E. coli se ha 

observado para el factor EF-Tu de Thermus thermophilus HB8 

(Arai, K. y c c l • , 1978), otro mi croorgan i smo t e r-rno+I 1 i ea. 

El inmunoprecipitado de B. subtilis se sometió a 

electroforesis en geles c i l f n dr-i c o s de poliacrilamida al 10 

%, en presencia de SDS. Como se mostr6 en la figura 8 8, la 

banda de la protefna. inmunoprecipitada se extrajo del gel 

p a.r a se r some t i da a h i dr- 61 i s i s y pos ter i or an á 1 i So i s de 1 os 
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aminoácidos mediante crQmatograffa en papel. El anál isis del 

cromatograma mostr6 la ausencia de aminoácidos metilados 

entre los productos de la hidról isis, confirmando finalmente 

que el EF-Tu de esta especie bacteriana no seria metilado. 

Este resultado es inesperado, especialmente si se considera 

que previamente se encontr6 un alto grado de conservaci6n en 

la metilaci6n de las protefnas ribosomales de B. subtilis y 

de B. stearothermophi lus cuando se 1 as compar6 con E. col i 

<Amaro, A.M. Y Jerez, C.A., 1984). 

3.1.2.- Metilaci6n del -factor d@ @longaci6n EF-Tu 

de cloroplasto d@ E. gracil is 

Considerando el posible origen bacteriano para los 

cloroplastos, nos interesó comparar la metilaci6n del EF-Tu 

del organelo con la ya observada en 1 as bacterias 

estudiadas. 

La secuencia de aminoácidos del factor de elongaci6n 

EF-Tu de cloroplasto de E. gracilis ha. sido determinada a 

partir de la secuencia del gen que 10 codifica (Montandon, 

P-E. y Stutz, E., 1983), encontrándose un 70 X de simil itud 

Con el EF-Tu de E. coli. Al anal izar la secuencia del +ac t or­ 

de cloroplasto se encontr6 una región de 17 aminoácidos que 

contiene una lisina que coincide con la 1 isina-56 metilada 

de E. eo 1 i . Esta región del EF-Tu de E. col i 
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presenta un 88 % de aminoácidos idénticos a los de la regi6n 

equivalente del EF-Tu de c l or-op l a s t o (Tabla 11). Esto nos 

sugiri6 la posibilidad de que el EF-Tu del or-qan e l o p cdrt a 

ser metilado, ya que el sitio de modificaci6n estaría 

al tamente conservado. Con el pr-op ó s i to de e s t ab l e c e r- si el 

EF-Tu de cloroplasto es metilado se real izaron experimentos 

de metilaci6n tanto in vivo como in vítro. 

Se creci6 E. gra.cilis, en presencia de (metil-3H) 

metionina y se obtuvo un extracto total libre de células 

(S100). Este extracto se inmunoprecipitó con suero antiEF-Tu 

de E. col i, y el inmunoprecipitado se anal iz6 mediante 

e t e c tr-c+or-e s í s en geles en placa de poliacrilamida al 10 %, 

SDS 0,1 %, seguido de fluorograffa y au t or rad i oqr a+f a . La 

figura 10 1 mue s t r-a que el inmunoprecipitado contenía, e n t re 

otras, dos protefnas mayoritarias, una de las cuales migr-6 

con un peso mo l e cu l ar- ap are n t e de 46.000 aproximadamente 

(flecha en B). Este valor de peso molecular está pr6ximo al 

descrito por Montandon, quien determin6 un peso molecular de 

45.011 para el EF-Tu de cloroplasto, a partir de la 

secuencia de nuc:le6tidos del gen (Montandon, P. E. y Stutz, 

E., 1983). La segunda banda rnavor I t ar-f a de protefna 

inmunoprecipitada (asterisco en figura 10 1, B) con un peso 

molecular ap ar an t s de 54.000 podrfa corresponder al factor 
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Tabla 11 

Comparaci6n del sitio d@ m@tilaci6n in vivo del factor d@ 
elongaci6n EF-Tu de E. col i con la región del factor de 

elongaci6n de cloroplasto de E. gracilis 

E. arac i 1 ¡s 
cloroplasto 

48-64 

* Q 1 D N A P E E K A R G 1 T 1 N T 

D 1 D S A P E E K A R G 1 T 1 N T 

E. col i 48-64 

Con asterisco <*) se indica la 1 isina-56 metilada en E. coli 

Las secuencias indicadas fueron tomadas de: E. coli (Laur-sen , R. A. y 
co l , , 1981>, E. gracilis cloroplasto (Monhndon, P. E. '1 Stutz, E., 
1983). 
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Figura 10.- Análisis de los ~inoácidos metilados presentes 
en el EF-Tu de cloroplasto de E. gracilis 
metilado in vivo. 

1.- Se creció E. gracilis hasta la mitad de la 
fase logarftmica de crecimiento. Las células obtenidas se 
incubaron por 24 h en presencia de 1 mei de 
(me ti 1-3H)me ti on i na y después se r·omp i eron med i an te 
sonicación en presencia de amortiguador de 
inmunoprecipitación. El extracto de células marcadas se 
trató con suero preinmune CA) o con suero antiEF-Tu de E. 
coli (B). 

11.- La banda correspondiente a 46 KDa (flecha 
en 1 B), se extrajo de geles en placa de pol iacrilamida al 
10 %, en presencia de SDS y se sometió a hidról isis, como se 
describe en Materiales y Métodos. El anál isis de los 
aminoácidos metilados se efectuó mediante electroforesis de 
alto vol taje apl icando 100 ~l del hidrol izado en un papel 
Whatmann 3MM junto con 10 ~g de los siguientes aminoácidos 
estándares: Lis, Lis(Me), LisCMe3), Met, Met<O) y Met(02). 
El polo positivo se encuentra a la derecha y el negativo a 
la izquierda de la figura. Las condiciones para la 
electroforesis de alto voltaje, la detección de los 
aminoácidos y la determinación de la radiactividad se 
describen en Materiales y Métodos. 
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EF-l~ de la E. gracilis, ya que el peso molecular del EF-l~ 

determinado en distintas especies es de 53.000 daltons 

(Amon s, R. y c o l . , 1983; Cop par' d , N. J. y e o 1 ., 1983; L i n z , 

J. E. y eol.,1986),. Esta protefna inmunoprecipita en 

similitud entre el 

ya que 

EF-Tu 

existe un 

bacteriano 

cier·to 

y su 

grado de 

hom61090 

nuestras condiciones 

e uc ar-i ón t i c o (Amons, R. y colo, 1983; Crechet, J-B. y c c l ; , 

1986; van Hemert, F. J. col., 1984). 

La banda que eorresponderfa al EF-Tu de cloroplasto, es 

decir, la que migró con un peso molecular aparente de 46.000 

daltons, se extrajo del gel y la protefna e l u í da de este se 

some ti Ó a h i dr- Ó 1 i s i s par a an a 1 izar los am in o ác i dos e omo se 

de sc r i be en Ma ter i a 1 e s y Mé todos. Como se mu e s t r a. en 1 a 

figura 10 11, en el anál isis de los aminoácidos de la banda 

de 46.000, por electroforesis de alto voltaje se encontr6 un 

pico de 1 isina meti lada. Por anál isis cromatográfico, que 

separa las distintas +or-rna s de 1 a 1 i si n a me ti 1 a da , 

encontramos que el aminoácido metilado c cr-r-e sp cn de rf a a. 

monometill isina (no se muestra el resultado). Estos 

resultados nos s e ñ a l an que el EF-Tu de cloroplasto también 

es metilado in vivo. La banda correspondiente al posible 

factor EF-lo<. (asterisco en figura 1, B), también se encontr6 

metilada al anal izar sus aminoácidos (no se muestra el 

resultado). En este sentido, como ya se coment6, el EF-l~ de 

varias especies también se 
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ha encontrado metilado (Amons, R. y col., 1983; Coppard, N. 

J. y col., 1983; F on z í , W. A. Y e o 1 ., 1985; van Heme r- t, F. 

J. y e o 1 ., 1983; H i a t t, W. R. y col ., 1982). 

Para confirmar la modificación post-sintética del 

factor EF-Tu de cloroplasto, se procedió a metilar la 

protefna in vitro. Para ello se obtuvo un sobrenadante 530 a 

partir de células de E. gracil is crecidas hasta la mitad de 

la fase l oq ar I trn i c a de crecimiento. Este sobrenadante se 

sometió a un ensayo de me t i lac i ón in vitro y s e analizó la 

i ncorporac i ón de grupos me ti 1_3H a 1 as prote f nas tota 1 es 

mediante electroforesis en geles en placa de pol iacrilamida 

al 10/., 8DS O, 1 /. (f i gu r a 11). 

Se puede apreciar que existe una banda de proteína, que 

rn i qr a en la zona de peso rno l e c u l ar- 45.000 aproximadamente 

(flechas), que se meti16 in vitro en los extractos (A - D). 

Esta protefna metilada es inmunoprecipitable con el suero 

antiEF-Tu de E. coli (O). Por 10 tanto, estos resultados 

confirman la metilación del EF-Tu de clo!"'oplasto y muestran 

además que en los extractos de E. gracil is existe una 

actividad 

p!"'otefnas 

enzimática 

metiladas 

que metila el EF-Tu. 

podr f an c or-r-e sp on de r- a 

Las otras 

proteínas 

ribosomales que son metiladas en el organel0 (Sanhueza, S., 

1987) o a otras proteínas del cloropla.sto que también se 

metilan (BlacK, M. T. y c o l , , 1987). Como se emplearon 

extractos totales de E • graci 1 ¡s, 
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Figura 11.- Metilaci6n in vitro del factor de @longaci6n 
EF-Tu de cloroplasto de E. gracilis. 

S@ cr@ci6 E. gracil is hasta la mitad d@ la fase 
logarftmica d@ crecimiento. Las células se rompieron 
mediante sonicación para obtener un extracto 1 ibre de 
células (S30) o los cloroplastos purificados (A - H). 

Ambas preparaciones se emplearon en un ensayo 
de metilación in vitro que contenfa entre 200 y 600 ~g de 
protefna del 530 ó 160 ~g de protefnas de un extracto de 
cloroplastos purificados ó 200 ~g de protefnas de un 830 de 
E. gracilis W10 BSml y 20 ~Ci de S-Ado(metil-3H)Met (85 
Ci/mmol) en un volumen de 100 ~l en amortiguador de 
metilación. 

Los productos metilados se anal izaron mediante 
electroforesis en geles en placa de poI iacrilamida al 10 %, 
en presencia de SDS 0,1 %, posterior fluorograffa y 
autorradiograffa a -70· durante 18 dfas. 

A, B, C, 200, 400 y 600 ~g de 830 de E. gracil is 
respectivamente. D, productos inmunoprecipitados con suero 
antiEF-Tu de E. col i a partir de un ensayo equivalente al 
real izado en C. E, extracto de cloroplastos purificados. F, 
830 de E. gracil is W10 88ml. 
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no podemos descartar la posibil idad que algunas mitocondrias 

se hubieran isado y que parte del factor modificado 

correspondiera a estos or-ganelos. Por lo tanto, para 

de verificar inequfvocamente 1 a mod i f i c ac i 6n del EF-Tu 

cloroplasto, se obtuvieron clor-oplastos pur-ificados a partir 

de E. grac i 1 i s , crecidas hasta la mitad de 1 a fase 

logarftmica de crecimiento. 

Los extractos obtenidos a partir de estos cloroplastos 

se sometieron a metilaci6n en las condiciones ya descritas. 

Como se puede ver en la figura 11 E, en el extr·acto de 

cloroplastos existe una banda que incorpora grupos metil-3H 

y que comigra con el EF-Tu de cloroplastos metilado, en los 

extractos totales de E. gracilis. Esta banda también fue 

inmunoprecipitada por el suero antiEF-Tu de E. coli (no se 

muestra). 

Cuando en el ensayo de metilaci6n se emple6 un extracto 

de E. gr ac i 1 í s W 1 O BSm 1, q u e no p ose e e 1 or op 1 a s t os, 

obtuvo una banda de protefna metilada de mayor 

rno l e c u l ar- que el EF-Tu de clor·oplasto (figur·a 11 F) 

aparentemente podría correspoder al factor EF-loC 

se 

peso 

y que 

del 

protozoo, como se discuti6 en los r·esultados de la figura 

10. 

Los resultados de esta secci6n confirman por lo tanto, 

nuestras resultados sobre la metilaci6n del factor EF-Tu de 

cloroplasto de E. gracil is. 
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3.2.- Desarrollo de sistemas para 1 a 

m@ t i 1 ac i 6n i n v i t r o de 1 -f ac t or de e 1 on gac i 6n 

EF-Tu 

3.2.1- Sistema dependiente de DNA 

Para estudiar la sfntesis del EF-Tu a partir del DNA 

que 10 codifica y la metilaci6n de la proteína, se empleó un 

sistema depend i en te de ONA (,Jerez, c. A. y We i ssbach, H., 

1980). Este ensayo utiliza un extracto de E. coli 

reconstitufdo, tal como se describe en Materiales y Métodos, 

y DNA del fago "-rifd18, que porta el gen tuf 8 que codifica 

para el factor de elongación EF-Tu y otras proteínas. 

La mezcla de reacción contenía DNA del fago 

Ñ'ifd18, además de 35S-metionina o metionina no r-a d i ac t i v a y 

S-Ado(me ti 1-3H)Me t. Después de incubar, los produc tos 

formados in vitro se anal izaron mediante 

inmunoprecipitaci6n con suero antiEF-Tu. 

La figura 12 muestra el patrón e1ectroforético de los 

productos inmunoprecipitados. Cuando el ensayo se real izó en 

presencia de metionina-35S (figura 12 A), se encontró una 

protefna radi act i va mayor i t ar i a , de peso molecular 

aproximado de 43.000 que fue inmunoprecipitada con el suero 

antiEF-Tu. Basados en un peso molecular de 43.000 para el 

EF-Tu y un contenido de 10 residuos de metionina en su 
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Figura 12.- Sfntesis y metilaci6n in vitro del EF-Tu en un 
sistema dependiente de DNA. 

Una mezcla de reacci6n del sistema dependiente 
de DNA (ver Materiales y 1"1étodos) se incub6 en presencia de 
metionina-(35S) (A) o metionina fría y S-Ado(metil-3H)Met 
(8). Los productos obtenidos se inmunoprecipitaron con suero 
antiEF-Tu y el precipitado se lav6 y se solubil izó como se 
describe en Materiales y Métodos. Las protefnas 
solubil izadas se anal izaron mediante electroforesis en geles 
cilíndricos de pol iacrilamida al 10 %, en presencia de SDS 
(0,1 %). Los geles se cortaron en tajadas de 1 mm, se 
ensayaron para radiactividad como se describe en Materiales 
y Métodos. La incubaci6n se hizo en p r-e s e nc i a (.._...) o en 
ausencia (0--0) de DNA del fago "rifdlS. Las flechas 
indican la posición de migración del EF-Tu. La migraci6n 
electroforética fue de derecha a izquierda de la figura. 
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I , 

secuencia de aminoácidos (AraisJ K. y col., 1980), se 

calculó que en el sistema dependiente de DNA se sintetizaron 

3 pmol es de factor EF-Tu, de acuerdo con ZarucK i -Schul z y 

colaboradores (ZarucKi-Schulz y col., 1979). También es 

posible observar en la figura 12 que la sfntesis del factor 

EF-Tu es completamente dependiente de la presencia del DNA 

u t i 1 izado. 

Cuando se incubó el sistema en p re s e n c i a de metionina 

frfa y S-AdoCmetil-3H)Met (figura 12 B) también se 

antiEF-Tu. Se encontró un P i eo de r- ad i ac t i v i da d que 

obtuvieron productos inmunoprecipitados con el suero 

comigraba con el EF-Tu, 10 que muestra que eol factor de 

elongaci6n EF-Tu no sólo se sintetiz6 in vitro sino que 

también se metiló en las condiciones del ensayo. 

Como se puede ver en la figura 12, ap ar e c i e ron como 

productos inmunoprecipitables y metilados algunos picos de 

bajo peso molecular. Estos pueden corresponder a productos 

de degradación obtenidos durante la sfntesis in vitro del 

El sistema dependiente de DNA posee entre varios 

EF-Tu o a fragmentos re su l t an t e s de la traducción incompleta 

de su mRNA (Chu, F. y cal., 1976). 

componentes (ver Mater i al es y Métodos) extractos crudos de 

E. col í , abundante ATP y metionina, por lo que durante la 

incubaci6n se genera S-Adot1e t • Considerando que este 

disminuye la actividad específica del S-Ado(metil-3H)Met 



103 

agregado (Jerez, C. A. y l,.Jeissbach, H., 1980), se c a l c u l ó 

que se incorporaron alrededor de 3 moles de residuos 

metilados por cada 10 moles de EF-Tu sintetizado, es decir, 

se met i l ó el 33 X del EF-Tu si ntet izado. Este valor e s t uv o 

en general de acuerdo con los resultados de Ferro-Luzzi y 

L'Ital ien para la metilaciÓn in vivo del EF-Tu en presencia 

de c1 oramfen i col (Ferro-Luzzi, G. F. y NiaKido, 1<' , 

1979; L/ltalien, J. J. y Laurs e n , R., 1979). 

Para identificar los aminoácidos metilados presentes en 

el EF-Tu s t n t e t t z aoo in v í tr-c , la proteína metilada se 

inmunoprecipitó y se sometió a h i dr-ó l l a l s con HC1, como se 

describe en Materiales y MItades. 

La figura 13 muestra que cuando los productos de la 

hidról isis se separaron por crematograffa en papel, la mayor 

parte de los grupos metí 10 correspondieron a Lis(Me) y 

Lis(Me2). Este resultado está completamente de 

10 informado para la metilaci6n in vivo 

acuerdo con 

de I EF-Tu 

CFerro-Luzzi, G. F. y Niakido, K., 1979) y demuestra que el 

sistema dependiente de DNA utilizado no s610 es altamente 

eficiente para sintetizar EF-Tu, sino que tambiln posee las 

enzimas para su procesamiento post-sintltico CToledo, H. y 

Jerez, C. A., 1985). 

Sin embargo, dado que el sistema dependiente de DNA 

utiliza un extracto crudo como fuente de las actividades 

enzimáticas, no es posible separar la rne t i l ac i ón del EF-Tu 
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Figura 13.- An~lisis de los amino~cidos metilados presente~ 
en el EF-Tu sintetizado in vitro. 

Muestras de EF-Tu sintetizado y metilado in 
vitro e inmunoprecipitado con suero antiEF-Tu, se extrajeron 
de geles como los de la figura 8 y se sometieron a 
hidról isis, como se describe en Materiales y Métodos. El 
anál isis de los aminoácidos metilados se efectuó mediante 
cromatograffa en papel apl icando 50 ~1 del hidrol izado a un 
papel Whatman N· 1 junto con 10 ~g de los siguientes 
aminoácidos estándar: Lis, Met, M-His, Lis(Me), Lis(Me2) y 
LisCMe3). El solvente util izado fue piridina/acetona/NH40H 3 
M (50:30:25, v/v). Las condiciones para la cromatograffa, la 
detección de las manchas y la determinación de la 
radiactividad se describen en Materiales y Métodos. 



105 

(/) 
Q) 
c: 
o 

In 

U 

J: 

U 

I~ 
o 
'- IJ.. 

I~ 
Q) 
"'O 

o 
'- Q) 

E 
.::J 
z 

I~ 

N 



106 

de su sfntesis. Por 10 tanto, para poder estudiar la 

metilaci6n del factor EF-Tu en más detalle, se intent6 

desarrollar sistemas in vitro para la metilaci6n del EF-Tu 

empleando la submetilaci6n artificial del factor de 

e10ngaci6n. 

3.2.2. - Desarrollo de sistemas que emp 1 e an EF-Tu 

su bme t ¡lado ar- t i f i e i a l me n t e e amo su s t r a t o par a 1 a 

me t i 1 ac i 6n 

Para contar con EF-Tu submetilado escogimos dos sistemas 

en los cuales las células se crecieron en condiciones 

limitantes para la metilación, 10 que de be r-I a proporcionar 

el factor EF-Tu art i f i c i almente s ubme t i 1 ado. 

El primer sistema utiliza la etionina, qu e es un 

análogo de la metionina. Este análogo no es sustrato para la 

formaci6n de S-AdoMet en E. col i, pero s1 puede ser 

incorporado como aminoácido durante la sfntesis de las 

pr-o t e í n e s (Alix, J-H., 1982). As1, al crecer una cepa de E. 

col i auxotr6fica para metionina en un medio mfnimo 

suplementado con etionina, se obtienen célu1as que han 

sintetizado componentes submeti lados (Al ix, J-H., 1982; 

Amaro, A. M. y Jerez, C. A., 1984). Aparentemente, estos 

pol ipéptidos en los cuales la Met se reemplaz6 por la 

etionína, no presentan alteraciones en sus funciones <Al ix, 

J-H., 1982). 
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El otro sistema empleado consisti6 en crecer el mismo 

tipo de células de E. coli cme t , re]) que requiere Met, en 

condiciones en las que la metionina se encontraba 1 imitante 

(Chang, C. N. y Chang, F. N., 1974), como se describe en 

Materiales y Métodos. 

E 1 e n sayo de me t i 1 ac i 6n u t i 1 izado f u e adap t ado de 1 

descrito por Chang para la metilación in vitro de las 

protefnas r·ibosornales de E. coli (Chang, C. N. y Chang, F. 

N., 1974). En este, la fuente de pr-c t e I n a s submetiladas, es 

el sobrenadante de 150.000 g, de un extr-acto de E. col i 

cr-ecida en las condiciones ya descr-ita. La figura 14 muestra 

la Incorpor-aci6n de grupos metil0 del S-AdoCrnetil-3H)Met en 

los productos totales i n s o l ub l e s en ácido t r r c l or-o acético 

cal iente. La máxima incor·poraci6n del isótopo en las 

pr-otefnas se 10gr6 empleando 108 prnoles de S-AdoMet y 

alrededor- de 200 }Jg de p r-c t e í n a total. De la figura 14 es 

obvio además, que sólo el extracto proveniente de las 

células crecidas en etionina, contiene sustr-atos metilables 

in vitro. En cambio, los extractos provenientes de las 

células aisladas en 1 a fase tar-dfa del crecimiento 

practicamente no incorporan gr-upos metil0. Esto nos indica 

que las protefnas de estas células no son metilables, 

probablemente debido a que ya iueron rnetiladas en la 

bacteria, como ver-emos más adelante. 
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Figura 14.- Efecto de la concentración de protefnas de los 
sobrenadantes SISO en la incorporación de 
grupos metilo a las protefnas totales. 

El ensayo de metilaci6n in vitro se incub6 a 
37- por 30 min y contenfa la cantidad de protefnas indicadas 
y 0,25 ~Ci de S-Ado(metil-3H)Met. (0--0), S150 de células 
crecidas en presencia de etionina; (.__.), S150 de las 
células en presencia de metionina crecidas hasta la fase 
tardfa del crecimiento. La incorporaci6n de los grupos 
metil-3H se midi6 precipitando las protefnas con TeA al 10 
%, como se describi6 en Materiales y Métodos. 
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La figura 15 muestra la incorporación de grupos metil0 

en las protefnas totales y en el factor EF-Tu, tanto a 

partir de los extractos de E. coli obtenidos en presencia de 

etionina como en aquellos obtenidos en condiciones 

1 i m i tan tes de metionina. En genera 1 , los extractos 

provenientes de células crecidas en condiciones limitantes 

de metionina, incorporan alrededor de tres veces más isótopo 

que aquellos de las c é l u l a s tratadas con etionina. Se 

observa que la metilación de las protefnas totales alcanzó 

un máximo alrededor de los 15 mino En cambio, el curso de la 

metilación de los productos inmunoprecipitados con suero 

antiEF-Tu se mantuvo casi 1 ineal por 10 menos durante 30 

mino Sólo alrededor de un 20 /. de los productos metilados se 

inmunoprecipitaron con el suero antiEF-Tu, i n d i can do que 

otros componentes del sistema in vitro también se estarfan 

modificando. Estos corresponderfan fundamentalmente a 

proteínas, ya que se midió la incorporación a productos 

insolubles en TeA cal iente, que h i dr o l iza el RNA. Por otro 

lado, la incorporación de grupos metil0 no disminuyó después 

de tratar los ensayos con ribonucleasa. 

Los extractos de células submetiladas artificialmente 

son capaces de metilar las proteínas inmunoprecipi tables por 

el suero antiEF-Tu y por 10 tanto contienen la actividad 

metiltransferasa, como ya se ha visto. Esta actividad sin 
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Figura 15.- Cinética de metilación in vitro de las protefnas 
totales y del EF-Tu en extractos submetilados 
artificialmente. 

Se tomaron alfcuotas de un ensayo de metilación 
in vitro a diferentes tiempos y se determin6 la 
incorporación de grupos metil-3H en las protefnas totales, 
precipitadas con TCA al 10 % cal ¡ente, o en las protefnas 
inmunoprecipitadas con suero antiEF-Tu mediante detección de 
las cuentas retenidas en filtros de fibra de vidrio GF/C. La 
incorporación de grupos metilo a las protefnas se efectuÓ en 
un ensayo que contenfa en 200 ~1: 1 mg de proteínas, de un 
8150 obtenido de células crecidas en condiciones de 
submetilación como sustrato, 250 ~g de protefnas de un S150 
obtenido de células crecidas hasta la fase estacionaria de 
crecimiento y en un medio rico como fuente de enzima, 0,25 
~Ci de S-Ado(metil-3H)Met (15 Ci/mol), Tris HCl 50 mM pH 
7,8, MgC12 7,5 mM, NH4Cl 50 mM y DTT lmM. La i n c or-p cr ac i 6n 
total se midió en presencia de extractos de células 
crecidas en condiciones 1 imitantes de metionina corno 
sustrato (~); en células crecidas en presencia de 
etionina (c--o); en e x t rac t o de células crecidas hasta la 
fase estacionaria de crecimiento <. .); y en extracto de 
células crecidas en condiciones 1 imitantes de metionina 
después de ser inmunoprecipitado con suero antiEF-Tu 
(Al A). 
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embar-go, se p e r d í a r ap i dame n t e después del congelamiento y 

no se estimulaba si al ensayo se le agr-egaba un extr-acto de 

NH4Cl, pr-oveniente de un lavado r·ibosomal con c l or-uro de 

amonio 0,5 M, indicando que la actividad rne t i Lt r an s+e r a s a 

pr-obablemente no se encontr-ar-fa asociada a los r-ibosomas. 

Al estudiar el efecto de cationes sobre la actividad 

metilante del EF-Tu, se pudo establecer que en presencia de 

KCl 50 mM ésta se estimu16 apr-oximadamente en un 150 % . 

3.2.3.- Presencia del Factor EF-Tu metilado en el 

ensayo de metilación in vitro 

Habiendo demostrado que en los sistemas in vitro 

empl eados es posi bl e i nmunoprec i pitar productos met i l a do s 

con el suero antiEF-Tu, quisimos confirmar si la me t i l ac i ón 

corresponde mayor-itariamente a la molécula intacta del 

EF-Tu. Para ello anal izamos primeramente 

metilados totales 

células crecidas 

obten i dos a par- ti r 

en presencia de 

de 

los productos 

ex tr·ac tos de los 

e ti on i n a mediante 

electroforesis en geles cilfndr-icos de pol iacrilamida al 10 

%, en presencia de SDS. La figura 16 A muestr-a la 

distribuci6n de la marca en las protefnas totales presentes 

en el ensayo de rnet i 1 ac i ón. En (8) en cambi o, se muestra 1 a 

distribuci6n de la marca en los productos inmunoprecipitados 

con el suero antiEF-Tu. Se puede observar que en ambos casos 

existe un pico de r-adiactividad que 



114 

Figura 16.- Identificaci6n del EF-Tu como producto metilado 
in vitro. 

Se incub6 a 37·, una mezcla de reacci6n de 
metilación in vitro (900 ~1) como la que se describe en la 
figura 15, e~cepto que contenia 0,75 ~Ci de 
S-Ado(metil-3H)Met (15 Ci/mmol), y un S150 de c'lulas 
crecidas en etionina, como sustrato. Al final de la 
incubación, CA) se precipitaron las protefnas totales con 
TeA al 10 % y se lavaron dos veces con acetona, o (8) se 
tomaron 600 ~l de la misma mezcla de reacción y se 
inmunoprecipitaron con suerO antiEF-Tu, tanto las proteínas 
totales obtenidas en A como el inmunoprecipitado obtenido en 
8 se disolvieron por ebul1 ici6n en SDS 2 %, 2-mercaptoetanol 
0,1 M. Las protefnas se separaron por electroforesis en 
ge 1 e s e i 1 f n dr- i e os de poI i ac r i 1 aro i da al 10 %, SDS 0,1 %, el 
gel se cortó en tajadas de 1 mm y se trató como se indica en 
Materiales y Métodos, para la determinación de la 
radiactividad. La flecha indica la migración del EF-Tu puro 
empleado como estándar. 
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c orn i qr a con un e s t én dar- de EF-Tu y que éste es el p r cduc t o 

mavor-i t ar-i ame n t e metilado en las condiciones del ensayo. 

También se observan algunos fragmentos me t i l ado s de bajo 

peso molecular que inmunoprecipitaron con el antiEF-Tu. 

Al anal izar los productos de un ensayo análogo mediante 

electroforesis en geles de pol iacrilamida en placa, seguido 

de fluorograffa, se confirm6 la rne t i l ac i ón in v i t r o del 

factor de elongación EF-Tu, como se muestra en la figura 17. 

A Juzgar por los resultados obtenidos, en los extractos de 

e él u 1 a s su bme t ¡ 1 ada s ar- t i f i e i al me n te, e x i s t i 1'" f an só 1 o u n os 

pocos productos metilables (lfnea B). 

Después de la inmunoprecipitación de una mezcla de 

reacción similar a la empleada en B con suero antiEF-Tu, se 

pudo observar que la protefna inmunoprecipitada es una banda 

de peso molecular aproximado 43.000 (e-E) que comigra con el 

EF-Tu estándar (A, 1). Un resultado similar se obtuvo con el 

sistema que usa me t i on i n a 1 imi1:ante para el crecimiento de 

las bacterias (F). Empleando este último sistema, observamos 

que la adición de un exceso de EF-Tu purificado compiti6 con 

la banda de peso rno l e cu l ar- 43.000 por- la reacción con el 

anticuerpo (G, H). Este resultado nos permite confir·mar 

inequívocamente la identidad de la protefna metí lada con el 

factor de el onga.c i ón EF-Tu de E. col i . Al anal i z ar- los 

aminoácidos metila.dos pr-esentes en 
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Figura 17.- Identificaci6n del EF-Tu metilado in vitro 
mediante inmunoprecipitaci6n con suero 
antiEF-Tu. 

Se hicieron ensayos de m~tilación in vitro 
como en la figura 16, excepto que estos contenfan 120 ~g 
(C), 370 ~g (O), o 600 ~g (8, E) de protefnas de un extracto 
de c~lulas crecidas en presencia de etionina o 300 ~g de un 
extracto de c~lulas crecidas en condicion~s 1 imitantes de 
metionina (F, G, H). Oespu~s de la incubación, 50 ~l de cada 
m~zcla de reacción se inmunoprecipitó con suero antiEF-Tu. 
Excepto las muestras anal izadas en las Ifneas A, 8 e l. La 

inmunoprecipitaci6n de las muestras G y H se hizo en 
presencia de 10 y 20 ~g de EF-Tu puro, en exceso, 
respectivamente. Se us6 EF-Tu tritiado químicamente como 
estándar. Las muestras se anal izaron mediante electroforesis 
en geles en placa de poI iacrilamida en gradiente entre el 7 
y el 15 % y SDS 0,1 %, seguidas de fluorograffa y 
autorradiograffa durante 15 dfas a -70·. 
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EF-Tu, obtenido de c~lulas crecidas en presencia de etionina 

y modificado in vitro, mediante cromatograffa en papel, 

encontramos tanto Li s(Me) como Li s(t"1e2) (no se muestra) en 

proporciones aproximadamente iguales, del mismo modo que en 

el EF-Tu sintetizado y metilado en el sistema dependiente de 

DNA. 

Se puede ap r e c i ar­ 

metilaci6n del EF-Tu, se 

en la figura 17 que además de la 

me t i 1 ar on al g'J n os p o l i P é P t i dos de 

menor t arn añ o (figura 17 B) y que tambi é n son 

suero antiEF-Tu (C - E). Algunos inmunoprecipitados por el 

de estos fragmentos de bajo peso molecular tamb i én 

compitieron con el EF-Tu puro en la reacci6n con el 

antisuero, aunque esto no es del 

fotograffa de la figura 17. 

Como ya setialamos en este trabajo, tanto en el sistema 

todo aparente en la 

de sfntesis dependiente de DNA como en los ensayos de 

me ti 1 ac i 6n in vitro recién descritos, se ver· i f i e 6 la 

presencia de fragmentos metilables que son reconocidos por 

el suero antiEF-Tu. Estos pol ipéptidos podrfan corresponder 

a fragmentos originados por la prote61isis del EF-Tu 

produc i da duran te 1 a r e ac c i 6n de me ti 1 ac i 6n o duran te el 

cultivo de 

Consideramos 

las células en ausencia de metionina. 

interesante anal izar estos 

factor 

fragmentos 

relaci6n a 1 a estructura del EF-Tu 

en 

1 a y 

susceptibilidad de las molécula al ataque de p r o t e a s a s , ya 
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que hay ciertas evidencias experimentales (MarshaK, D. R. y 

c o l , , 1984; Poncz, L. Y Dearborn, D. R., 1983; StocK, A. y 

col., 1987) indicando que la metilación de algunas protefnas 

podrfa protegerlas contra enzimas degradativas. 

Cuando se somete el EF-Tu a una hidról isis parcial en 

presencia de tripsina, en una primera etapa se I;¡eneran un 

fragmento de peso molecular 39.000 daltons y otro de 8.000 

daltons, los cuales se conocen como A y D. En una segunda 

etapa el fragmento A se transforma en los fragmentos B y C, 

cuyos pesos moleculares son 23.000 y 12.000 respectivamente 

(NaKamura, S. y col., 1977; Arai, K. Y c o l ; , 1976). Estos 

cor-tes repr-esentan aparentemente los sitios susceptibles a 

la proteasa y serlan los más expuestos en la molécula del 

EF-Tu. 

Cuando se deter-minaron los pesos moleculares de los 

fragmentos observados en nuestros ensayos in vitro, se 

estableció que existfan al menos dos de ellos, de pesos 

moleculares aproximados de 13.000 y 25.000 daltons, que son 

mayoritarios y que presentaban pesos moleculares similares a 

los fragmentos B y C obtenidos por NaKamura y col., como se 

muestra en la figura 18. Esto apoya la idea ya sugerida que 

tal vez estos peptidos, obtenidos en nuestros ensayos, 

pOdrfan corresponder a productos de la prote6l isis del EF-Tu 

generados durante el perfodo de la reacción de meti1ación. 



121 

Figura 18.- Cuantificaci6n de los productos metilados lfi 
vitro de bajo peso molecular que 
inmunoprecipitaron con suero antiEF-Tu. 

Se hicieron ensayos de metilaciÓn in vitro, 
como se describe en la figura 15, empleando extractos de 
células crecidas en presencia de etionina, los que se 
incubaron por los tiempos indicados. Luego de 
inmunoprecipitar los productos meti1ados, estos se 
anal izaron mediante electroforesis en geles en placa de 
pol iacrilamida en gradiente entre el 7 y el 15 %, en 
presencia de SDS 0,1 %, fluorograffa y posterior 
autorradiograffa. Los productos de bajo peso molecular 
inmunoprecipitados se cuantificaron mediante densitometrfa a 
550 nm en un espectro densitómetro ACD-18 Gelman. 
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La figura 18 nos muestra además, que la cantidad de los 

productos metilados reconocidos por el suero antiEF-Tu vari6 

en el tiempo. ASf, el fragmento de peso rno l e c u l ar- 25.000 va 

disminuyendo en cantidad, mientras que los fragmentos 16.000 

y 13.500 van incrementando, lo que sugiere que éstos últimos 

podrfan originarse a partir del primero. 

Al emplear PMSF (0,1 mM 6 0,3 mM) en los ensayos de 

me ti 1 ac i 6n no se observ6 var i ac i ón en los productos 

me t i l e do s , Este resultado se1"lala que en el ensayo podría 

estar ocurriendo un proceso proteolftico que no es impedido 

por PMSF, e 1 que podr· f a ser s i mil ar a 1 a segunda e tapa de 

prote61 i s ¡s limitada del EF-Tu por la tripsina. 

Alternativamente, se podr {a pensar que los fragmentos 

menores están ya presentes en los extractos y son meti1ados 

durante la incubaci6n. 

Otro antecedente que apoya la idea que los fragmentos 

metilados observados probablemente 

derivados del EF-Tu, se obtuvo 

corresponden a p é p ti dos 

mediante experimentos de 

prote6lisis in situ, con la proteasa V8 de Staphilococcus 

aureus. Los productos metilados provenientes de un ensayo de 

metilaci6n in vitro con un extracto obtenido de células 

crecidas en etionina, se inmunoprecipitaron y se separaron 

mediante electroforesis en geles en placa de pol iacrilamida 

en gradiente entre el 7 y el 15 %, en presencia de SOS 0,1 
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%. Luego las bandas de los productos metilados de bajo peso 

molecular, se cortaron del gel y se trataron como se 

de s c rI be en Materiales y Métodos mediante la técnica de 

proteól isis in situ en una dimensión, util izando como enzima 

proteolftica la pr o t e a s a va de S. aureus. La figura 19 

muestra que los fragmentos metilados e inmunoprecipitados no 

son susceptibles de ser proteol izados con proteasa V8 (b, e, 

d i , y que además coinciden en su migración e l s c t r o+or-é t i c a 

con los pol ipéptidos obtenidos cuando una muestra de EF-Tu 

marcado con (metil-3H)metionina in vivo (a) fue tratado en 

las mismas condiciones, sugiriendo un cierto grado de 

identidad entre ambos tipos de fragmentos. Estos 

pol ipéptidos se originan por el ataque parcial de las 

proteasas sobre las regiones más expuestas de la molécula de 

EF-Tu como ya se mencionara. 
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Figura 19.- Determinaci6n del patr6n de p~ptidos, por 
prote61 isis in situ, de los polip~ptidos 
metilados de bajo peso molecular inmuno­ 
precipitados con suero antiEF-Tu. 

Un extracto de cél'ulas crecidas en presencia de 
etionina se sometió a metilación in vitro en presencia de 
S-Ado(metil-3H)Met. Los fragmentos metilados se 
inmunoprecipitaron con suero antiEF-Tu como en la figura 18. 
Por otra parte, se inmunoprecipitó el EF-Tu a partir de un 
extracto de E. col i crecida en presencia de 
(metil-3H)metionina. Todos los inmunoprecipitados se 
separaron por electroforesis en geles de pol iacri lamida en 
placa al 10 %, en presencia de SDS 0,1 % . Las bandas 
radiactivas correspondientes tanto a estos fragmentos (b, e, 
d) como al EF-Tu (a), se cortaron del gel y se anal izaron 
mediante la detección de los p~ptidos generados por 
proteOI isis 1 imitada in situ en una dimensión con proteasa 
V8. Esta segunda electroforesis se real iz6 en un gel de 
pol iacrilamida al 15 %, en presencia de SDS 0,1 % y los 
pol ipéptidos se pusieron de manifiesto mediante tinción, 
fluorograffa y autorradiograffa a -70· durante 20 días. 
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3.3.- E"fecto de la meti laci6n sobre algunas 

propiedades del "factor de elongaci6n EF-Tu 

3.3.1.- Netilaci6n in vivo del factor EF-Tu durante 

el ciclo de crecimiento de E. col iD-lO 

Se conoce muy poco ace~ca de la función de la 

N-meti1ación de las protefnas. El factor de elongaci6n EF-Tu 

de E. coli, es la Ónica proteína soluble no ribosomal que se 

ha descrito como metilada en esta bacte~ia (Ohba, M. y col., 

1979; Fe r-r o-Luz z ! , G. y Niakido, K., 1979). Aunque en esta 

tesis se desar~ollaron por pr¡me~a vez ensayos pa~a estudiar 

la metilaci6n del EF-Tu in vitro (Toledo, H. y Je~ez, C. A., 

1985) no ha sido factible e s t ab l e cer- aún el posible efecto 

de la metilación sobre la estructura o la +unc i ón de la 

p~otefna. 

En general, se ha descrito que las mo d i Li c ac i on e s 

post-traduccionales de las protefnas varlan con el estado de 

c r e c i rn i e n t o de la célula (Ramagopal, S. y Subramanian, A. 

R., 1974). L/ Italien insinu6 que la metilaci6n del factor 

EF-Tu pa~ece depende~ de la fase de c~ecimiento de la 

bac ter i a (L" 1 tal i e n , J. J. y Lau r se n , R. A., 1979). 

Par-a establecer' el momento y la forma en que se metila 

in vivo el EF-Tu de E. c o l l , se estudi6 la metilaci6n del 

factor en distintas etapas del crecimiento de la bacte~ia. 
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A partir de IJn cultivo de E. coli crecidas en medio 

mínimo, se tomaron alfcuotas de 100 ml c ada uno a los 

tiempos i ndi cados por las fl echas en 1 a figura 20 1 y 1 as 

células de éstas a l í c u c t a s se incubaron en p re s.e nc i a de 

(metil-3H)metionina ya sea en ausencia (A*, A, D, 13) o en 

presencia de c10ramfenicol (a g) por 8 minutos. En 

presencia del antibiótico como ya hemos visto, se inhibe la 

sfntesis proteica y es posible por lo tanto detectar sólo la 

l nc or-p or ac i ón de los grlJpos metilo a las cadenas. laterales 

de las proteínas. Es interesante observar que en la etapa 

temprana del c re c i m i e n t o (2 horas), las c é l u l a s poseen una 

gran actividad para incorporar el aminoácido radiactivo. Sin 

embargo, ésta fue disminuyendo a medida que el c u l t i v o se 

aproximó a la fase estacionaria de la curva de crecimiento 

(después de 6 horas). 

Por otro lado, es posible observar (figura 20 In que 

en la fase inicial de la curva de crecimiento, a pesar de 

haber una activa sfntesis proteica, la capacidad de las 

células para me t i l ar- EF-Tu era baja (a) y que ésta fue 

aumentando a medida qUE' las células entr·aron en la fase 

exponencia1 de crecimiento, 

incorporación de grupos 

observándose el máximo grado de 

metilo a las 4 horas c c i . 

Posteriormente, la metilaci6n del EF-Tu fue disminuyendo 

gradualmente y ya en la fase exponencial tardía (7 horas) 

<f) no fue posible detectarla en las condiciones del ensayo. 
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Figu~a 20.- M@tilaci6n in vivo d@l EF-Tu d@ E. col i du~ante 
su ciclo d@ c~ecimiento. 

1.- S@ creció E. coli 0-10 en medio mfnimo 
suplementado con 20 }Jg/ml de metionina a 37·, con agitación. 
A los tiempos se~alados en la curva de crecimiento, se 
tomaron alfcuotas de 100 ml y las células se lavaron 2 veces 
con el mismo medio p e ro sin metionina. 

11.- Las células lavadas de cada alfcuota se 
resuspendieron en 50 ml del medio sin metionina y 2 
alfcuotas de 5 ml, de cada uno de los tiempos 
correspondientes, se incubaron una, en presencia de 1 mg de 
cloramfenicol y la otra sin cloramfenicol por 8 min a 30·. 
Enseguida, se tomó 1 ml de cada una de las alfcuotas de 5 ml 
y se les agregó 0,2 ml de <metil-3H)metionina (concentración 
final 2,2 ~M) Y se continuó la incubación por 30 mín, a 30· 
con agitación. Las células asf marcadas se disolvieron en 30 
~l de solución de Laemml i mediante ebull ición, por 5 
minutos. Tanto la incorporación del aminoácido como la 
incorporación de grupos metil-3H a las proteínas se 
anal izaron mediante electroforesis en geles en placa de 
pol iacrilamida en gradiente del 7 al 15 %, SOS 0,1 % y 
autorradiograffa. Se anal izaron las protefnas de E. coli 
sintetizadas en ausencia de cloramfenicol (A, A*, O, G), y 
aquellas en presencia del antibiótico (a, b, e, d, e, f y 
g). La autorradioiraffa se expuso durante 7 dfas a -70·, 
excepto que en, (A ), el g&l se expuso durante 4 dfas. Para 
cada tiempo se util izó la misma cantidad de células, medidas 
aproximadamente por el número de unidades de absorbancia a 
660 nm. 
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Estos ~esultados indican po~ 10 tanto, 

temp~ana de c~ecimiento el EF-Tu se~fa 

que en la fase 

submeti lado. En 

c arnb i o en 1 a fase t ar d t a e s t ar- f a comp 1 e t arne n te me ti 1 ado . 

Estos ~esultados estan de acue~do con aquellos ~ecientemente 

publ icados, dur an t e el t r-an s c ur-s o de esta tesis, p or- ~)an 

Noor- t (van Noor- t , 

que el EF-Tu 

J. M. Y colo, 

se encuent~a 

1986) , 

20 

quienes encont~a~on 

metilado, como 

monometillisína, cuando las células s s t an en la mitad de 

fase l oqar t tmi c a de c r e c i rn l e n t c . Sin ernb ar qo , a medida que 

el c u l t i v o p~og~esa hacia 1 a fase e s t ac i on ar- i a del 

c~ecimiento, la monometi lación se va g~adualmente 

modificando como dimetill isina, encontrandose en esta etapa 

100 % metilado. 

Po~ otro lado, con el p~op6sito de dilucidar la posible 

función de la N-metilación de la 1 isina-56 del facto~ EF-Tu 

hemos c ornp arado algunas prop i edades de 1 EF-Tu me ti 1 a do con 

el EF-Tu submetilado. Pa~a ello, como fuente de EF-Tu 

metilado se utilizó el +ac t or- p urLf i c ado de E. coli LBE 

1001, crecidas hasta la fase estacionaria ta~dfa de la cu~va 

de c r e c imi ento (EF-TuL). En cambi o, como EF-Tu submet i 1 ado 

se util izó el factor purificado de E. coli MRE 600, crecidas 

hasta la mitad de la fase exponencial de crecimiento 

(EF-TuM) y el obtenido a pa~ti~ de E. coli 0-10, crecidas en 

presencia de etionina (EF-TuE). Los resultados 
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de estas purificaciones y los grados de pureza obtenidos se 

presentaron en la sección Materiales y Métodos. 

3.3.2.- Efecto de la metilaci6n sobre la sensibil ¡dad 

del factor EF-Tu a la degradaci6n proteolftica 

Se ha sugerido que la metilaciOn de los grupos 6 -NH2 

de 1 a 1 i sin a, pro t e ge r f a a 1 a mo 1 é e u 1 a de pro t e f n a de 1 

ataque proteolftico de las proteasas intracelulares in vivo 

(MarshaK, D. R. 

1983; StocK, A. 

y col., 1984 ; 

y c o l . , 1987). 

Poncz, L. Y Dearborn, D. G. , 

Como una primera aproximación para anal izar la 

sensibilidad del EF-Tu rne t i l ado respecto del submetilado 

frente a 1 a h i dról i si s e n z i rné t i ea, se estudi o el patrón de 

péptidos por proteOl isis in situ en una dimensión util izando 

la proteasa V8 de S. aureus, que presenta una especificidad 

por los sitios donde hay residuos de aspartato o glutamato. 

El an á 1 i s i s de 1 os p é P t idos r e su 1 tan t e s de 1 a d j ge s t i ón se 

efectuó como se describe en Materiales y Métodos. 

Bajo las condiciones empleadas se obtuvo una digestión 

muy reproduc i bl e de 1 fac tor EF-Tu. Para el an á 1 i s i s , se 

creció E. col l , como se describe en Materiales y Métodos, 

hasta la mitad de la fase exponencial del crecimiento (EF-Tu 

submeti lado), en un caso, y hasta la fase estacionaria 

(EF-Tu me t t l ado r , en otro. Las células as! obtenidas se 



133 

sometie~on a ma~caci6n du~ante 30 min en p~esencia de 

(metil-:3H)metionina, se rompieron mediante s.on i c ac i ón y el 

EF-Tu se ais16 por inmunoprecipitación. Los 

i nmunoprec i pitados se some ti eron a el e e tr·ofores i s en ge 1 es 

de poliacrilamida al 10 /~, en presencia de SOSo 

Posteriormente, las respectivas bandas de proteina, 

correspondientes al EF-Tu, se cortaron del gel deshidratado 

y se sometieron a prote6l isis in situ con la proteasa ve. 

La figura 21 B y C, muestra que después de separar los 

pép ti dos pr·oduc i dos p or- 1 a di gest i 6n con 1 a pr-o t s a s a ve 

mediante electroforesis en geles de p o l i ac r I l am i da al 15 %, 

en presencia de SOS, y poste~io~ auto~~adiograffa, no hab~fa 

diferencias cualitativas e n t r e el +ac t or- EF-Tu metilado (C) 

y el submeti lado (8). La figura 21 muestra además que cuando 

se anal izaron los productos de degradación por tinción con 

azul de coomassie tanto el EF-Tu metilado (O) como l o s 

submetilados (E, F) son degradados po~ la enzima, generando 

los mismos pol ipéptidos. Sin embargo, en las condiciones 

uti 1 izadas, el EF-TuM (E) aparentemente se hidrol iz6 más que 

el EF-TuE (F) y que el factor metilado (O). 

Como la proteól isis in situ util iza protefnas 

desnaturadas (bandas e x t r a í da s de un gel de s h i dr a t ado de 

pol iacrilamida con SOS) y proteasa va disuelta en una 

solución de sn a t ur an t e , no es el método más adecuado para 
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Figura 21.- Prote61isis in situ del EF-Tu metilado y 
subm@tilado con prot@asa va d@ S. aur@us. 

Células de E. col i se crecieron hasta la mitad 
de la fase logarftrnica y hasta la fase estacionaria en medio 
mfnimo y en seguida se marcaron con (metil-3H)metionina 
durante 30 mino Extractos de estas células marcadas 
radiactivamente conteniendo EF-Tu submetilado (8) o metilado 
(C) se inmunoprecipitaron con suero antiEF-Tu. Por otra 
parte se inmunoprecipitaron 25pg de los siguientes factores 
no radiactivos: EF-Tul, EF-TuM y EF-TuE con el mismo 
antisuero. Tanto las muestras de EF-Tu radiactivas como las 
no radiactivas y los estándares de peso molecular, se 
separaron por electroforesis en geles en placa de 
pol iacrilamida al 10 %, en presencia de SDS. Una vez te"ido 
y fijado el gel, se cortaron las bandas, las que se 
identificaron por tinción con azul de coomassie o por 
autorradiograffa. Cada una de las bandas cortadas se anal iz6 
mediante la electroforesis en geles de pol iacri lamida al 15 
% que se muestra, de acuerdo a la técnica de proteól isis 
1 imitada in situ en una dimensión, como se describe en 
Materiales y Métodos. 

A: EF-Tu inmunoprecipitado sin digerir; 8: EF-Tu 
radiactivo submetilado; C: EF-Tu radiactivo metilado; D: 
EF-Tul; E: EF-TuEj F: EF-TuMj G, H, 1 y J, estándares 
extrafdos del primer gel de pol iacri lamida en placa al 10 %, 
sin digerir. 
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establece~ dife~encias, que pueden se~ peque~as, en la 

susceptibil idad de dife~entes forma, de una protefna nativa 

a la p r o t e ó l isis. Po~ esto anal izamos el posible efecto de 

la metilaci6n del EF-Tu sobre la velocidad de hidról isis del 

+ac t or- en estado nativo, en solución, c a t a l izada por la 

tripsina. 

Para ello compar-amos 1 a di gest i 6n t r-I p t i e a del EF-Tu 

metilado con la de los EF-Tu submetilados, a distintos 

tiempos. Los fragmentos r-esultantes de esta proteól isis 

parcial se anal izaron mediante electroforesis en geles de 

po 1 i a e r i 1 am ida a 1 7,5 ., r, , en p re s e n c i a de 8DS. Bajo 1 as 

condiciones empleadas la tripsina gener'ó en una primera 

instancia un péptido de peso molecular apr-oximado de 39.000 

daltons (fragmento A) y un péptido de aproximadamente 8.000 

da 1 ton s (f r agme n t o D) (Nak amu r a, S. y col., 1 '7'77) ( f j gu r a 

22). Se puede apreciar que durante los primeros 5 minutos de 

reacción, el EF-Tu tanto metilado (A) como submetilado (8, 

C), se degradan generando el fragmento de 39.000 dal tons. 

Sin embargo, el EF-TuL (A) es más estable frente a la 

hidr6l isis t~iptica que el EF-Tu submetilado (8, C), ya que 

a los 120 minutos aún e~a posible observar la presencia de 

una banda que comigró con el EF-Tu intacto (tiempo O). Se 

pudo establecer además, que el EF-TuM <B) es más sensible a 

la acción de la tripsina que el EF-TuE (C), ya que este 

á 1 timo alcanzó su degradación total s610 
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Figura 22.- Degradaci6n trfptica del EF-Tu metilado y 
submetilado. 

Se digiri6 50 ~g de EF-TuL, metilado (A, D), 
EF-TuM, submetilado (B, E) y EF-TuE, submetilado (e, F) con 
t~ipsina (~az6n enzima/proteína 1:50) a OD, como se describe 
en Materiales y Métodos. Los productos de la prote61 isis se 
anal izaron mediante electroforesis en geles en placa de 
po1 iacrilamida al 7,5 %, SOS 0,1 % . A los tiempos indicados 
12 ~l de cada mezcla de reacción se adicionaron a 12 ~1 de 
soluci6n de Laemml i y se sometieron a ebull ición durante 5 
minutos. S610 se muestra la regi6n donde mig~an el EF-Tu 
intacto y el pol ipéptido resultante de peso molecular 39.000 
daltons, que se gener6 durante la prote61 isis parcial. 



A 

Tu- 

B 

E 

o 0.5 1 2 4 8 10 

Minutos 

e 

D 

O 5 10 30 60 90 120 o 5 10 30 60 90 120 O 5 10 306090 120 

F 

o 0.5 I 2 4 8 10 

Tu - 

O 0.5 1 2 4 8 10 

138 



139 

después de 30 minutos de digestión, mientras que el EF-TuM a 

los 5 minutos se encontró totalmente degradado (figura 22 

B) • 

Con el propósi to de aprec i al" mejor 1 as di +e re n c i as 

observadas, se estudió la acción de la enzima en un lapso de 

tiempo menor'. La ;:ig'.Jra 22 D-F, muestra nu e o ame n t e que el 

EF-TuM (E) es más sensible a la acción de la enzima que el 

EF-TuE (F), ya que el primero alcanzó su degradación total 

después de los primeros 4 minutos de reacción, mientras que 

el EF-TuE no se degradó totalmente sino hasta los primeros 

10 minutos de reacción (F). Nuevamente, el EF-TuL se degrada 

m á s 1 e n t am e n t e q u e 1 a s m u e s t 1" a s a n ter i o r e s • La f i 9 u r' a 2:3 , 

muestra la cuantificación densitométrica de la c i n é t i c a de 

proteól isis de las diferentes preparaciones de EF-Tu. 

3.3.3.- Efecto de la metilación sobre la actividad 

biológica del EF-Tu 

3.3.3.1.- Efecto de la metilaci6n del EF-Tu en su 

capacidad de intercambio de nucle6tidos 

Se ha descrito que la disociaciÓn del GDP del EF-Tu es 

el paso imi tante en el intercambio GDP-GTP tanto en 

ausencia como en presencia del factor de e l on q ac i ón EF-Ts 

(Fasano, O. y c o l , , 1978). Por ello fue de interés comparar 
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Figura 23.- Cuantificaci6n de la desaparici6n del EF-Tu por 
digesti6n con tripsina. 

Las bandas de EF-Tu remanente después de la 
prote61 isis de las distintas preparaciones de EF-Tu de la 
figura 22, se cuantificaron mediante densitometrfa. A y D, 
EF-TuL; 8 y E, EF-TuM y C y F, EF-TuE. 
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la unión del GDP al EF-Tu y las velocidades de disociación 

de los nucle6tidos, GDP y GTP, a partir de los complejos 

EF-Tu·GDP y EF-Tu·GTP tanto para el factor rne t l t ado como 

para el submetilado. 

Primeramente se compar6 la actividad de intercambio de 

GDP del f ac tor EF-TuE util izando extractos crudos 

provenientes de E. col iD-lO crecidas en presencia de 

etionina, con aquella de la bacteria crecida en presencia de 

metionina hasta la fase estacionaria de la curva de 

crec i m i en to. El con ten i do de EF-Tu en ambos ex tr-ae tos se 

determin6 por la técnica de inmunoimpresión y posterior 

anál isis densitométrico. La figura 24 muestra que el EF-TuE 

presenta una mayor capacidad de uniÓn del 3HGDP que el EF-Tu 

de células crecidas en presencia de metionina. Esta 

diferencia podría deberse a la submetilaciÓn del EF-TuE. Sin 

embargo, cuando el extracto etionina se incub6 por 40 mino a 

37D en presencia de un exceso de S-AdoMet, el cual debería 

pr·ovocar la metilaci6n del EF-TuE, no se ob s e r-v ó ninguna 

diferencia en su capacidad de intercambio de GDP comparado 

con el control (normalmente metilado). Estos resultados 

sugieren tal vez que estas diferencias observadas en el 

comportamiento del EF-TuE podrían obedecer más bien a sus 

propiedades intrínsecas que a la submetilaci6n. 
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Figura 24.- Unión del 3HGDP a O· al EF-TuE presente en 
diferentes extractos crudos. 

La unión del 3HGDP al EF-Tu contenido en 
ext~actos 8150, se midió con un ensayo cuyas condiciones 
fue~on como se describe en Materiales y Métodos, excepto que 
contenf a en 40)-11: 132 pmol es de 3HGDP (50 cpm/pmol), 10}Jl 
de amo~tiguado~ Mix-Tu GDP (T~is HCl 200 mM pH 7,5, acetato 
de Mg 40 mM, NH4Cl 600 mM y DDT 4 mM) y 25}Jl de 
amortiguado~ A (T~is Hel 10 mM pH 7,8, acetato de Mg 10 mM, 
KCl 100 mM, 2-me~captoetanol 5 mM, PMSF 0,58 mM y gl icerol 
20 % v/v) y cantidades variables de los extractos util izados 
como fuente de EF-Tu. Se midió la un i ón del GDP al EF-Tu 
presente en un 5150 etionina (21 mg/ml, EF-Tu estimado 1,05 
mg/ml) (0---0) como en un S150-metionina (28 mg/ml, EF-Tu 
estimado 1,4 mg/ml) <A .) obtenido de células cr-e c i da s 
hasta la fase estacionaria. Después de 20 min a O· la mezcla 
de reacción se diluyó con 1 ml de amortiguador de dilución 
frfo <Tris Hel 10 mM, acetato de Mg 10 mM), se filtró y se 
determinó la radiactividad como en Materiales y Métodos. 
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Pa~a estudia~ este fenómeno en más detalle, se 

emplea~on preparaciones purificadas de 16s dife~entes EF-Tu. 

La figura 25 muestra que no se observaron diferencias 

significativas al comparar las velocidades de disociación de 

los nucleótidos entre el EF-Tu metilado y el EF-TuM, 

subme ti 1 ado. En ambos se obtuvo aprox i madamen te un 50 % de 

disociación a los 5 y a los 6 seg, para el GTP y el GDP 

r-e sp e c t i v ame n t s , Sin embargo, c u an do se empleó el EF-TuE ~·e 

obtuvo una mucho menor velocidad de intercambio de ambo s 

nucleótidos, ob s e r-v án do s e el 50 % de disociación a los 80 

seg y a los 55 seg para el GDP y el GTP, respectivamente. 

A O· prácticamente no se produce intercambio de GDP en 

ausencia del factor EF-Ts y el intercambio de GTP es mfnimo. 

Sin emba~go, los I"esultados de la figura 25 muestl"an que las 

pl"eparaciones pUl"ificadas de cada uno de los EF-Tu 

util izados p~obablemente contienen EF-Ts como contaminante, 

a pesar de que po~ anAl isis mediante electroferesis en geles 

de poliacrilamida, en presencia de SDS, esto no es 

inmediatamente obvio (figura 6). Esto no es de extra"ar, ya 

que el EF-Ts se une al EF-Tu y actóa en forma catalftica, de 

modo que aón niveles muy bajos de EF-Ts pueden estimular el 

intel"cambio de los nucleótidos. 

Como 1 a d i fe~enc i a observada con el EF-TuE podr f a 

deberse a que esta p r ep ar ac i ón cont i ene una menor' c an t i dad 

de EF-Ts, se midió el intercambio de las 3 preparaciones en 
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Fi9u~a 25.- Disociación de nucleótidos por diferente+ 
preparaciones purificadas de EF-Tu. 

Las diferentes preparaciones de EF-Tu se 
incubaron en presencia de 3HGDP o 3HGTP a 378 para promover 
la unión de ambos nucleótidos. Luego se midi6 la disociaci6n 
de ambos nucleótidos a O· en el tiempo, como se describe en 
Materiales y Métodos. Ct corresponde a las cuentas retenidas 
en el filtro de nitrocelulosa al tiempo indicado, y C8 a las 
cuentas retenidas a tiempo cero. A. Disociaci6n del G P. 8 
disociaciÓn del GTP. EF-TuL (0---0) , EF-TuM ( •• ), EF-TuE 
<~). 
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presencia de un exceso del factor EF-Ts. Este último factor 

aunque parcialmente purificado, no contiene EF-Tu , a juzgar 

por la ausencia de inmunoreacciÓn con suero antiEF-Tu y por 

la ausencia de una banda de pr-o t e í n a de peso rno l e c u l ar- 

43.000, cuando 1 a preparación se anal i z6 mediante 

e l e c t r o+or e s í s en geles de poliacrilamida en condiciones 

desnaturantes. 

En estas c on d i e i on e s se ap r e c i 6 un aume n to en 1 a 

velocidad de intercambio de GDP. Sin embargo, nuevamente no 

se observó una diferencia en las velocidades de intercambio 

entre el factor metilado y el EF-TuM. Por otra parte, se 

mantuvo también la menor velocidad de intercambio p ar a el 

EF-TuE (figura 26). Por 10 tanto, esta menor actividad no se 

deberfa a que el factor EF-Ts era 1 imitante. Por otro lado, 

tanto el EF-Tut'l como el EF-TuE, ambos submetilados, 

incorporan cantidades similares de grupos rne t i l o in v i tr-o 

(ver figura 17). Estos resu1 tados nos 

diferencia de actividad ob s e r-v ada con 

indican que 

el EF-TuE 

1 a 

es 

probablemente debida a alguna propiedad intrfnseca 

las células crecidas 

del 

en factor obtenido a par ti r de 

etionina. 

t1ás aún, el no haber observado diferencias en la 

velocidad de intercambio de nucleótidos entre el EF-TuM y el 

EF-TuL, en presenc i a de EF-Ts, nos i nd i e a que tan to 1 a 

interacci6n EF-Tu· EF-Ts como los efectos conformacionales 
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Figura 26.- Disociaci6n de GDP del EF-Tu a O· en presencia i 
en ausencia de EF-Ts. 

Se midi6 la disociaci6n del GDP del EF-TuL 
(o, .>, EF-TuM (O,.) y de 1 EF-TuE <6, .) a O· en ausenc i a <.,. ,A> o en p r-e s e nc i a (o, O ,6) de un extracto 
semi purificado de EF-Ts. Las condiciones de reacci6n y 
procedimientos fueron como los descritos en la figura 25. 
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que el EF-Ts p~oduce sob~e el EF-Tu no se~fan afectados po~ 

el g~ado de metilación del EF-Tu en la 1 isina-56. 

Debido a que los expe~imentos p~el imina~es ya 

anal izados (figu~a 24) most~a~on que el EF-TuE apa~entemente 

poseer f a una mayor- c ap ac i dad de un i 6n de GDP que el EF-Tu 

no~mal, quisimos cuantifica~ el 3HGDP unido al + ac t or- 
util izando dos p~ocedimientos dife~entes. 

El p~imero, consistió en medir el EF-Tu·GDP ~etenido a 

filt~os de nitrocelulosa. Este método, a pesa~ de ser 

extremadamente sencillo se sustenta en que: i ) el EF-Tu.GDP 

se une al f i 1 t r o en fo~ma cuantitativa aún en 

concen trae i ones de 1 0-9 ~1. i i) La can ti dad de EF-Tu· GDP 

retenida en el +i I t r-o no disminuye después que el filtro es 

e x h a u s t i v arn en te 1 a v a do. i i i ) E 1 E F - Tu t am b i é fa S e u n e a 1 

f i 1 tr-o pero una vez un i do éste no reacc i ona con el GDP 

(Mille~, D. L. y Weissbach, H., 1970). 

El segundo p~ocedim¡ento consistió en medir la 

retención del EF-Tu en una columna de afinidad de 

GDP-Sefa~osa. 

Los r-e su l t acío s de ambos. métodos se pres.entan en la 

Tabl a 111. De los datos obten i dos por ambos C~ i te~ i os se 

pudo concluir que el EF-TuE une más GDP que el EF-TuL y el 

EF-TuM, mient~as que estos dos óltimos presentan 

aproximadamente la misma capacidad de unir el nucleótido. 
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Tabla 111 

Determinaci6n de la capacidad de uni6n de GDP por el EF-Tu 
con distintos grados de metilaci6n 

t'1ETODOS 

Retención en nitrocelulosa Columna de 
afinidad 

pmoles de 3HGDP unido/ 
100 pmoles de EF-Tu 

EF-Tu retenido a 
1 a col umna de 
GDP-Se p h aro ose 

}Jg/m 1 

EF-TuL (metilado) 
EF-TuM (submetilado) 
EF-TuE (etionina) 

25,6 
25,8 
38,5 

0,18 
0,20 
0,42 

- Método de retención en nitrocelulosa. Las diferentes Rreparaciones de 
EF-Tu en una concentración de 6,6}JM se incubaron con 3HGDP 3 ,uM y la 
mezcla se mantuvo a 37· por 30 mina Luego se midi6 el EF-Tu 3HGOP 
retenido en filtros de nitrocelulosa, como se describe en Materiales y 
M~todos. Se muestra el promedio de seis experimentos real izados en forma 
independiente. 
- Método columna de afinidad. La cantidad de EF-Tu retenido en columnas 
de afinidad se midió aplicando 20 pg de cada factor en sendas columnas 
de 5 m1 de GDP-Sepharose, previamente equil ibradas con Tris HC1 50 mM pH 
8, NgC12 10 mM y DTT 1 rnM (amortiguador de elución), Luego se cerró la 
llave de paso de la columna durante 10 min, para favorecer el 
intercambio. Una vez final iza.do este tiempo se l avó la columna con 4 
volómenes del amortiguador de eluci6n (las sustancias no retenidas 
eluyen de la columna a los 5 ml aproximadamente). Después se eluy6 el 
EF-Tu retenido util izando el mismo amortiguador de elución al que se le 
adicion6 GDP 100 ).1M, y se colectaron 12 fracciones de 4 ml cada una. 
Todo el precedimiento se real izó a temperatura ambiente. 

Para cuantificar el EF-Tu retenido se 1 iofil izaron todas las 
fracciones colectadas, las que posteriormente se resuspendieron en un 
p e queño volumen de agua y se juntaron para ser dial izadas contra 4 
cambios de agua durante 1 h cada vez. Finalmente el EF-Tu se cuantificó 
mediante la t~cnica de inmunoimpresi6n y posterior densitometrfa. 
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Estos resultados apoyan la idea ya planteada que la 

mayor capacidad del EF-TuE para unir GDP se debería más que 

a la falta de metilaci6n, a una posible modificación de su 

estructura, producto de la incorporaci6n de las etioninas en 

lugar de las metioninas. 

3.3.3.2.- Efecto de la metilaci6n del EF-Tu en su 

actividad GTPásica 

Durante la síntesis de las proteínas, la hidr6l isis del 

GTP aporta la energía necesaria para completar un ciclo de 

elongaci6n normal, la cual está asociada con la interacci6n 

de los factores EF-Tu y EF-G con el ribosoma. La hidról isis 

del GTP asociada al EF-Tu está acoplada con la unión 

enzimática del aatRNA al complejo ribosoma mRNA y procede 

con la liberaci6n del factor del ribosoma (ver figura 1). 

Es posible desacoplar la hidr6l isis del GTP dependiente 

del EF-Tu de la presencia del ribosoma y del aatRNA 

u t i 1 izan do e 1 an t i b i ó tic o K i r r- om i e i n a, el e u a 1 se une 

estequiométricamente al factor EF-Tu e induce su actividad 

GTPásica (Parmeggiani, A. y Swart, G. W. M., 1985; Wolf, H. 

y c o l ; , 1974). La k í r-r om t c i n a es un agente antibacteriano 

aislado de cepas de Streptomyces, que inhibe la síntesis de 

proteínas uniendose especificamente al EF-Tu, de modo que el 

complejo E:F-Tu· GDP Kirromicina. no se 
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di soc i a de 1 r- i bosoma, p orque el EF-Tu· GDP rnan tiene 1 a 

c on+or-mac i ón del EF-Tu· GTP, y de esta forma se inhibe la. 

+or-mac i ón del enlace peptfdico. Por otra parte, tanto el 

aatRNA como los ribosomas individualmente estimulan la 

a e t i vid a d GT P á sic a del E F - T u a e t i v a d a pOI" e 1 a n t i b i Ó tic o 

(Wo 1 f, H. y col ., 1974). 

Al e s t ud i al" 1 a act ¡vi dad GTPási e a del factor EF-Tu 

metilado y submetilado inducida por Kir-romicina y estimulada 

por- aatRNA, se encontró una clara evidencia Que existe un 

efecto de la metilación in vivo del EF-Tu en su r-eacción de 

h i dró l l s i s del GTP (figura 27). Estos resultados mue s tr an 

que el EF-Tu metilado presenta una mucho mayor- actividad 

GTPásica Que el EF-Tu submeti lado (tanto el EF-TuM como el 

EF-TuE). Sin embargo, la disminución de la h i dr-ó l Ls i s del 

GTP observada en el EF-Tu submetilado podrfa. deber'se a una 

inhibiciÓn de la disociaci6n del GDP o de la asociación del 

GTP en las condiciones del ensayo. 

El . ensayo de GTPasa requ i e r e de un recamb i o de 

nuc l e ó t i do s para la hidr6l isis, durante el cual las 

velocidades de disociaci6n del GDP y de asociación del GTP 

podr-fan estar afectando la velocidad de hidl"ól isis del GTP. 

Se ha demostrado que el paso de hidr6lisis del GTP es la 

velocidad 1 imitante dur-ante el recambio de la hidról isis del 

GTP mediado por EF-Tu.Kirromicina (Fasano, O. y col., 1978), 

Como 1 a asociación del GTP un proceso 
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Figura 27.- Efecto de la metilaci6n del EF-Tu sobre 1~ 
actividad GTPásica del factor. 

Se midió el efecto, después de 60 min de 
incubación a 37D, de varias concentraciones de aa-tRNA sobre 
la actividad GTPásica de 100 pmoles de EF-TuL (0---0), 
EF-TuM (. .) y de 1 EF-TuE <ó---"A) en p r e s e n c i a de 
Kirromicina 50 pM Y 6 nmoles de 3HGTP (10 ei/mmol) en un 
volumen final de 40 pl. El GTP hidrol izado se determinó de 
la radiactividad obtenida en el GDP aislado mediante 
cromatograffa en placa fina de poI i iminocelulosa. Para 
mayores detalles sobre el procedimiento ver Materiales y 
Métodos. 
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extremadamente rápido y por el lo diffcil de medir, se 

escogió determinar la velocidad de disociación del GDP para 

el EF-Tu metí lado y submetílado en las condiciones del 

ensayo de GTPasa~ tanto en p re s e n c i a como en ausencia de 

kirromicina. 

Los resultados presentados en la figura 28 muestran que 

la v e l cc i dad de disociación del GDP a partir del EF-Tu, a 

37·, se encuentra aumentada en ausencia de k i r-r orn i c i n a para 

los tres tipos de EF-Tu, cuando se comparan estos resultados 

con los del intercambio de GDP a O· (figura 25), corno era de 

esperarse. Por ejemplo, a O· el EF-TuM i n t e r c amb i ó 

aproximadamente un 50 % del GDP a los 5 seg. En cambio a 37- 

(figura 28) a este mismo tiempo se ha intercambiado un 90 % 

del 3HGDP. La figura 28 muestra que el antibiótico inhibe la 

disociación del 3HGDP en todas las p r-e p arac i on e s de EF-Tu 

empleadas, de modo que la disminución de la hidról isis del 

GTP observada en el EF-Tu subme ti lado no se debe a una 

inhibición de la disociación del GDP. 

Además esta inhibición del intercambio de GDP 

observada en estas condiciones confirma muestra suposición 

previa que las preparaciones de EF-Tu contienen EF-Ts, ya 

que sólo en presencia de EF-Ts la k i r r om i c i n a inhibe la 

'Jelocidad de disociación del GDP del EF-Tu (Doglass, J. y 

81umenthal, T., 1979; Fasano, O. y col., 1978). 
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Figura 28.- Efecto de la kirromicina sobre la disociaci6n 
del GOP del EF-Tu a 37-. 

Se midió la disociación del 3HGDP del EF-TuL 
(o, .>, el EF-TuM (O,.) Y el EF-TuE (6,6) en ausencia 
<e,. ,A> o en pr·esencia (o, O ,6) de Kir·r-omicina 50 }JM. 
La concentración de EF-Tu fue 2,5 ~M. Las condiciones del 
amortiguador- fuer-on las mismas que se usaron para el ensayo 
de actividad GTPasa (ver Matariales y Métodos). La 
disociación del GDP se midió como se describió en Materiales 
y Métodos. 
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4.- DISCUSION 

4.1 Metilación del ~actor de elongación 

EF-Tu en varios microorganismos 

Previamente se ha demostrado en nuestro laboratorio que 

la rne t i l ac i ón de las proteínas ribosomales en eubacterias 

presenta un alto grado de conservación, ya que esta 

mo d i f i c ac i ón se produce casi en su total idad en p r-o t e I n a s 

que son estructural y funcionalmente homólogas, es decir, en 

aquellas que cumplen el mismo papel en el ap ara t o 

traduccional de los distintos microorganismos estudiados 

(Amaro, A. M. y Jerez, C. A., 1984). Por otra parte, se sabe 

que el factor IF-3 también esmetilado en E. coli c Br auer-, 

D. y Wittmann-liebold, B., 1977). 

El fac tor de el ongac i ón EF-Tu, que es un componen te 

esencial del aparato traduccional, se ha encontrado metilado 

no sólo en bacterias como E. coli y S. tiphymurium (Ohba, M. 

y c c l , , 1979; Ferro-luzzi, G. y NiaKido, K., 1979). Como se 

ha demostrado en este t r ab a J o , tanto el EF-Tu de 

cloroplastos de E. gra.cil is como posiblemente el factor de 

la bacteria termoffl ica B. stearothermophilus son metilados. 

No se conoce aún 1 a. secuenc i a de 1 EF-Tu de 1 B. 

stearothermophilus. Sin embargo, existe una alta similitud 
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entre la composici6n de aminoácidos del factor EF-Tu del B. 

stearothermoph i 1 us y 1 a de 1 EF-Tu de E. col i (Jonák, J. y 

col., 1986; Wittinghofer, A. y Leberman, R., 1976). Además, 

es posible que el EF-Tu del B. stearothermophilus (bacteria 

Gram posi t i v a ) posea una 1 isina equivalente a la 1 isina-56 

presente en el EF-Tu de E. coli, y'a que Wittinghofer 

(Wi tt i nghofer, A. y c o l ; , 1980) al tratar el factor EF-Tu de 

B. stearothermophilus con tripsina encontr6 un fragmento A~ 

equivalente al que se obtiene cuando el EF-Tu de E. col i es 

tratado con la misma pr o t e as a , En el caso del EF-Tu de E. 

col i, la prote61 isis se produce por la acción de la tripsina 

sobre el enlace peptfdico lisina(56)-alanina(57). Esto 

sugiere que ambos factores de elongaci6n presentan una 

secuencia poI ipeptfdica similar en esta región. Sin embargo, 

serfa necesario efectuar un estudio más detal lado para 

confirmar la presencia de grupos metilo en el EF-Tu de B. 

stearothermophilus. 

En el EF-Tu de B. subtilis, no fue posible establecer' 

la presencia de la metilación 

mi c r oor gan i smo el p a t r- 6n de 

a pesar que en este ú l t i mo 

metilaci6n de las protefnas 

ribosomales, determinadas previamente, mostró un alto grado 

de simil itud con el de E. col ¡(Amaro, A. M. y Jerez, C. A., 

1984; Mar don e s , E. y e o 1 ., 1980). La fa 1 t a de me ti 1 ac i ón en 

este mi cr-or qan i smo Gram pos i ti 'JO, p cdr- f a deberse a 1 a fa 1 ta 

de una 1 isina metilable equivalente a la Lis-56 de E. coli. 
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Alternativamente, el B. subtilis podría no contener la 

metiltransferasa específica para el factor. Sin embargo, la 

primera posibil idad es más factible, ya que el factor EF-Tu 

de B. subtilis no se meti16 en presencia de extractos de E. 

col i (Toledo, H. y Jerez, C. A., resultados no mostrados). 

Recientemente Stock y colaboradores (Stock, A. y col., 

1$'87), comparando la secuencia del sitio de metilaci6n 

presente en diferentes proteínas que se modi f i can 

post-traducciona1mente en varios organismos, su q i r t e r-on que 

se podría establecer la especificidad y los posibles tipos 

de enzimas metilantes involucradas en la modificación de 

ellas a partir del análisis de su secuencia. De esta +or-ma , 

se podrfa eventualmente predecir si una pro t e t n a estaría 

sujeta a metilaciones. 

Al comparar las secuencias de aminoácidos para el 

factor EF-Tu en diferentes especies en las que ha sido 

descritas (Toledo, H. y c o l . , 1988), encontramos que ••. 1 

factor EF-Tu de cloroplastos de E. gracilis presenta una 

r'eg i ón en su secuencia primaria qUE' posee un 85 de 

aminoácidos idénticos a los de la misma región que contiene 

la 1 isina-56 metilada en el factor de E. coli. Esta 

secuencia del EF-Tu de cloroplasto también contiene un 

residuo de 1 i s i n a en la posici6n 56. Esto nos indujo a 

predecir la metilación del factor EF-Tu de cloroplasto de E. 

gracilis c To t e co , H. y c o l ; , 1988) y nuestros resultados 
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asf 10 confirmaron, demostrando la presencia de 1 ¡sina 

me ti 1 ada en el fac t or- EF-Tu de e 1 or op 1 asto. Sin embargo, 

habrfa que demostrar si esta 1 isina modificada se encuentra 

efectivamente en la posición 56. 

Anteriormente encontramos que el r- i bosoma de 

cloroplasto presenta un patrón de metilación de tipo 

eubacteriano(Sanhueza, S., 1987; Toledo, H. y col., 1988), 

10 que en cierto modo estarfa de acuerdo con el posible 

origen endosimbiótico para el c l or op l a s t o CGr'ay, M. W. y 

Doo 1 j t t 1 e, IAl. F., 1982), el e u a 1 se ha pos tul ado en gr an 

medí da debí do al gran número de c ar ac ter i st i cas de tipo 

bacteriano que presentan los ribosomas de cloroplasto (Gray, 

M. W. y 0001 i ttle, W. F., 1982; Gurevi tz, M. y col., 1977; 

Bingham, S. y Schiff, J. A., 1979; Koller, B. y De1ius, H., 

1984; Bartsh, M. y col., 1982). Los resultados de rne t i l ac i ón 

del EF-Tu de c1orop1asto comparados con los de E. coli 

también estarfan dentro de este mismo contexto. 

El factor de elongación EF-Tu de otras especies también 

presenta una región que posee un alto grado de conservación 

con la región del EF-Tu de E. coli que contiene la 

lisina-56, que se metila (Tabla IV). Sin embargo, 1 a 

1 isina-56 presente en los factores EF-Tu de E. col i y de 

clorop1asto de E. grac:ilis, ha sido reemplazada en todas 

ellas por una arginina. Se ha descrito la presencia de 

argininas metiladas en una variedad de protefnas tanto en 



Tabla IV 

Comp~rací6n d.l sitio de metilación in vivo del factor de 
elongación EF-Tu de E. col i, con secuencias similares de los factores 

equivalentes de varios organismos 

* E. eo I i 48- 64: Q 1 D N A P E E K A R G 1 T 1 N T 
E. graeil is (cloroplasto> 48- 64: D 1 D S A P E E ~ A R G 1 T 1 N T 
Saeeharomyces 85-101: A 1 D K A P E E R A R G 1 T 1 S T 
(m i t oe on dr- i a) 
Hethanoeoecus 59- 75: V M D G L K E E R E R G V T 1 [l ~J 
T. thermophilus HB8 48- 64: D 1 D K A P E E R A R G 1 T 1 N T 
Hieroeoeeus luteus 51- 67: T 1 D S A P E E R Q R G 1 T 1 N 1 
Saeeharomye es 59- 75: V L D K L K A E R E R G 1 T 1 D 1 
Artemia sal ina 59- 75: V L O K L K A E R E R G 1 T 1 D 1 

Con asterisco (*) se indica la 1 isina-56 metilada en E. col i 

Las secuencias indicadas +uer on tornadas de: E. colí (Laur-sen , R. A. 'Y col., 1981), c l or-op l as t o 
de E. gracilis (Montandon, P. E. 'Y Stutz, E., 1983), mitocondria de Saccharomyces cer-evisiae 
(Nagata, 's. y c o l , , 1983>, Hethanococcus vannielii (Lechner, K. y Bock, A., 1987), T. 
ther-mophilus HB8 (Scidler, B. y c o l , , 1987>, Hinococcus l ut eus (Ohama, l. y c o l , , 1987), 
SacchuOIDyces cerevisiae EF-lot. (Nagata, S. y c o l , , 1984), Arhmia salina EF-IO(. (Lenstra, J. A. 'Y 

e 01 ., 1 986) • 
f-' 

'" .¡:,. 
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procariontes como en eucariontes (PaiK~ W. K y Kim, S., 

1971; Wold, F., 1981>. Sin embargo, no existen antecedentes 

que indiquen que esta arginina es metilada en los factores 

EF-Tu de los distintos organismos, que se s e ñ a l an en la 

tabla IV. 

La Lis(t1e) es un am i n o ác i dc levemente más básico que la 

1 isina y por esto es más parecido a la arginina. Sin 

embargo, la Lis(Me2) aparentemente disminuiría la basicidad 

del gr'upo ¿-amino de la 1 isina (PaiK, W. K. y Kim, S., 

1980). En el EF-Tu de E. col i se han encontrado ambos tipos 

de 1 isinas modificadas, LisCMe) y LisCMe2) (Ferro-Luzzi, G. 

y Ni aK i do, K., 1979; To 1 e do, H. y ,j e r e z , c. A., 1985; van 

Noort, J. M., 1986), Y la cantidad de Lis(Me2) aumenta hacia 

la fase estacionaria del cultivo de la bacteria (van Noort, 

J. M., 1986). Siendo la Lis(Me) similar a la arginina en sus 

propiedades de carga y potencial idad para formar enlaces de 

hidrógeno, es posible que el reemplazo del ami noác i do 

metilado por la arginina mantenga las propiedades qufmicas y 

funcionales de la protefna. 

Esto es p ar-t i c u l ar-me n t e claro en el caso de la 

trimeti l ac i ón de la 1 isina-115 en la calmodul í n a , donde se 

comprobó que, mediante experimentos de mutagénesis sitio 

dirigida, el reemplazo de la LisCMe3)-115 por arginina y no 

por 1 isina (no modificada) mantiene la función de la 

protefna ( Ro b e r-t s , D. M. y col., 1986). Asf, 1 a 
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calmodul ina a~ginina-115 mantuvo su máxima capacidad de 

ac t i v ar- 1 a NAD quinasa 

cambio, 

al 

1 a 

igual que 

e a 1 modu 1 i n a 

1 a cal rnodu 1 i n a 

1 isina-115 no Lis(Me3)-115. En 

meti1ada, posee un a mayor capacidad de ac t i v ac i ón de la 

en z i rna (Robe r- t s, D. M. y col ., 1986). 

Los estudi os c crnp ar a t i vos de 1 a met i 1 ac i ón del EF-Tu 

~eal izados en esta tesis sugie~en un cierto 9~ado de 

conservación p ar a la metilaci6n del factor de e l on qac i ón 

EF-Tu en algunas b ac t er-i a s y en cloroplastos, aunque esta 

mod i f i c ac i ón p ar e c e r I a ser menos c on s e r-v ada que en el caso 

de la metilaci6n de las proteínas ribosornales (Amaro, A. M. 

Y Je~ez, C. A., 1984). Por otra parte, el +ac t or- EF-lo<., el 

+ac t or- de elongaci6n eucari6ntico equivalente al EF-Tu de 

los pr-oc ar í on t e s , también ha sido descr·ito como altamente 

meti1ado en v ar-i a s especies (Amons, R. y colo, 1983; Hiatt, 

W. R. y col., 1982; Nagata, S. y col., 1984; Lenst~a, J. A. 

Y col., 1986; van Hemert, F. J. Y c o l . , 1983), aunque esta 

modificaci6n ocurre en secuencias diferentes a la de E. 

col i , i ndi cando que 1 as enz imas met i 1 t r-e n s+e r a s e s se~f an 

diferentes (Toledo, H. y col., 1988). 

Todos estos ~esultados, junto a ot~os antecedentes que 

se discutirán más adelante, nos sugieren un posible papel 

i mp or t an t e p ar a 1 a met i 1 ac i 6n de 1 as p r o t e I n a s del aparato 

traduccional. 
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4.2.- Sistemas para la metilaci6n 

del ~actor EF-Tu de E. col i 

in vitro 

Con el pr-op ó s i to de con t ar- con un ens·ayo def i nido que 

per-mitier-a estudiar- la metilación in vitr-o del factor- EF-Tu 

y además caracter-izar- la enzima re sp on s ab l e de esta 

modi f i c ac i ón , se de s arr-o l l ó un si stema dependi ente de DNA, 

empleando par-a ello el DNA del fago "r-ifd18 que contiene el 

gen tufB que por- t a 1 a i nformac i 6n par-a el EF-TuB. En es te 

ensayo se 10gr6 no s610 sintetizar- de novo el factor de 

elongación EF-Tu, sino que también se obtuvo por pr-imer-a vez 

la metilaci6n in v i t r o de la p r-o t e t n a en for-ma bastante 

eficiente CTo l e do , H. y Jerez, C. A., 1985), demostrándose 

que se modific6 un 33 % del factor- sintetizado. Este 

r-e su l t ado fue similar- a los encontr-ados para la rne t i l ac i ón 

in vivo del EF-Tu en pr-esencia de cloramfenicol 

(Ferro-Luzzi, G. y NiaKido, K., 1979; L; Ital i e n , J. J. y 

Lau r-s.e n , R., 1979). 

Más aún, el anál isis de los aminoácidos metilados del 

EF-Tu sintetizado y metilado in vitro permitió identificar 

Lis(Me) y Lis(Me2) en aproximadamente iguales proporciones. 

Este resultado está en estrecho acuer-do con el obtenido para 

la metilación in vivo en pr-esencia de c l or-ern+e n i c o l 

(Ferro-Luzz i , G. y Ni ak i do, K., 1979), s e ñ a 1 ando además que 

el EF-Tu sintetizado en el sistema 
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dependiente de DNA se e s t ar-I a metilando de la misma forma 

que el EF-Tu in vivo. 

En la s condiciones del sistema dependiente de DNA no 

fue posible separar la sfntesis de la metilación del factor' 

de elongación EF-TI.J, ya que este sistema está constitufdo 

por fracc i ones cr-udas de ex trae tos obten i dos de E. col i , 

como se describe en Mater-iales y Métodos. Por estos motivos 

se desarrollaron dos sistemas que permitieron tener el EF-Tu 

submeti lado artificialmente a partir de células que se 

cultivaron en condiciones 1 imitantes para la metilación o en 

presencia de etionina. 

Ambos sistemas mostraron ser completamente dependientes 

de la presencia del sustrato submetilado. Al igual que en el 

sistema dependiente de DNA, en estos sistemas también se 

obtuvieron péptidos inmunoprecipitables, con suero 

antiEF-Tu, de menor peso molecular que el EF-Tu, los cuales 

compitieron con él, en la reacción de inmunoprecipitación, 

s e ñ a l an do su identidad con el factor' de elongación EF-Tu. 

Estos péptidos de menor peso molecular pueden ser generados 

por prote61 isis como lo sugieren nuestros resultados 

El anál ¡sis de los aminoácidos obtenidos de la 

hidr6l i s I s del EF-Tu metilado in vitro, a partir de células 

crecidas en presencia de etionina, mostr6 la presencia de 

Lis(Me) y Lis(Me2) (resul tado no presentado) , 
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de modo que el EF-Tu submetilado artificialmente también se 

estarfa metilando como in vivo. 

¡vledi ante estos si s t erna s por lo tanto, pusimos en 

evidencia no sólo la metilación in vitro del factor de 

asegurar la presencia 

coli sino que también la del factor 

de E. gra.cilis. Esto nos p e r-m i t i ó 

de una enzima metil transferasa de 

elongación EF-Tu de E. 

EF-Tu de cloroplasto 

EF-Tu no sólo en E. coli sino que en los c10roplastos de E. 

grac i 1 i s. 

Con estos r:iltimos ensayos de meti1ación se i n t e n t ó 

caracterizar 1 a enzima re sp on s ab l e de 1 a me ti 1 ac j ón 

ut i 1 izando c orno s.u s t r a t o el factor de elongación EF-Tu 

purificado, 

t1ateriales 

mediante los procedimientos descritos en 

Métodos. En e en t rarno s que 1 a ac ti v i dad 

meti1transferasa era altamente inestable, como ha sido 

descrito anteriormente p ara otras N-metiltransferasas. Por 

otra parte, no se pudo obtener una metilación in vitro 

eficiente del factor EF-Tu purificado, ni aún cuando se 

utilizaron extractos crudos de E. coli, como fuente de 

actividad metilante. 

Una posible expl icación a esta incapacidad de metilar 

el EF-Tu purificado puede deberse a la inestabilidad que 

las metiltransTerasas o que los extractos 

utilizados para purificar la enzima eran los obtenidos de 

células crecidas hasta la fase estacionaria. De acuerdo a 
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los resu 1 tados de 1 a capac i dad me ti 1 an te de 1 fac tor EF-Tu 

que ti~ne la E. col i durante sus distintas fases del 

desarrollo, las enzimas metilantes podrfan estar menos 

activas o inactivas en la fase estacionaria, ya que en esta 

etapa del crecimiento de la bacteria, el EF-Tu se encuentra 

totalmente metilado. Esto podrfa de algOn modo ser una sehal 

que impl ique la disminución de los niveles de la enzima 

me t i 1 an t e o 1 a in ac t i vac i ón de ella. De ac u e r dCI con e o:; t a 

idea, cuando se suplementaron los ensayos de metilación in 

uitro, en los cuales se util izó tanto extractos de células 

crecidas en c on d i c i on e s limitantes de metionina como en 

presencia de etionina, con S150 obtenido de células crecidas 

hasta la fase estacionaria tardía del crecimento, no se 

obtuvo una estimulación de la cantidad de EF-Tu metilado. 

Por otra parte, no se util izaron extractos de células 

más jóvenes en los experimentos de metilación in vitro ya 

que no fue posible separar el sustrato endógeno de estos, es 

dec ir, el EF-Tu subme ti 1 ado que se encuen tra presen te en 

estos extractos, de la actividad metiltransferasa. Al 

intentar purificar la actividad metilante, se consiguió sólo 

una fracción obtenida mediante saturación con sulfato de 

amonio, entre :35 y 65 %, que contenta tanto la actividad 

como el sustrato. Debido a la inestabilidad de las enzimas 

metilantes ya mencionada, 1 a actividad metilante del 
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EF-Tu se perdió en las siguentes etapas de purificación que 

se intentaron. 

Como en estos si stemas no fue posi bl e estudi ar- en 

detalle el papel de la metilación en la función del EF-Tu, 

se aisló el factor EF-Tu en distintas etapas del crecimiento 

de la bacteria, ya que ciertas evidencias indicaban que el 

EF-Tu variaba SIJ grado de metí l ac i ón durante su desarrollo 

(L/ltal i e n , .]. J. Y Laursen, R. A., 1'?79). 

4.3.- E~ecto de la metilación del EF-Tu sobre 

su estructura y actividad 

Nuestros resultados muestran que el grado de metí laciÓn 

in vivo del factor' de elongación EF-Tlj de E. col i v ar I a en 

las distintas etapas del crecimiento de la bacteria, 

alcanzándose la máxima incorporación de grupos meti10 hacia 

1 a m ¡ t ad de 1 a fase 1 ogar f tm i e a de e r e e i m i en t o, en 1 a s 

condi e i ones del ensayo. Este resul tado está de acuer-do con 

el obtenido por van NOC'f't y col. ('Jan Noor f y col., 1'7'86), 

quienes midiendo la cantidad de 1 i s i n a meti lada del EF-Tu, 

en difer-entes etapas del crecimiento de E. col i, encontraron 

que durante 1 a fase 1 09ar f tm i e a, la 1 isina-56 se 

gradualmente modificando como Lis(Me) y cuando las células 

comienzan a entrar en la fase estacionaria, la Lis(Me) es 
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estructura, provocando una disminución en la velocidad de 

intercambio de GDP, con 10 cual se disminuirfa la actividad 

GTPásica del factor EF-TuE. Sin embargo, la velocidad de 

disociación del GDP, en presencia de Kirromicina y a 37a, no 

estar', a afectada en el EF-TuE, porque cuando se compara el 

in t e r c arnb i o de 1 nuc 1 eót i do de este +ac t or- con el in tercamb i o 

del EF-TuM se pudo ob se r-v ar- que ambos factores presentaron 

la misma velocidad de intercambio de GDP (figura 28). Por 

este motivo, es probable que la menor actividad GTPásica del 

EF-TuE se deba más bien a la submetilación, como en el caso 

del EF-Tut1, más que a la presencia de las etioninas en su 

e s tr-uc t ura , 

Nuestros resultados respecto de la actividad GTPásica 

están en desacuerdo con los informados por van Noor t (van 

Noort, J. M. y col., 1986), quienes encontraron que la 

actividad GTPásica se encuentra disminuida por la metilaci6n 

del EF-Tu. Actualmente no tenemos una expl icaclón para esta 

d l f e re n c i a , ya que hemos empleado las mismas cepas de E. 

col ¡gen ti 1 men te donadas por estos au tores y sus mismas 

condiciones tanto para las preparaciones como para los 

ensayos (van Noort, J. M. y col., 1986). Ciertamente, será 

necesario efectuar otros estudios más detallados para 

establecer la verdadera función de la metilación del factor 

EF-Tu. Sin embargo, la siguiente especulación final 
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La mod i f i c ac i 6n de 1 as prote f nas r i bo s orna 1 es y de 1 

EF-Tu de E. eoli es también aparentemente una función del 

crecimiento de la bacteria desde la fa~.e e x p on e n c i a l a la 

fase estacionaria y que en forma similar a lo observado en 

el H. racemosus tamb i én ex i ste un aurne n to de 1 a ac ti v i dad 

de 1 EF-Tu, 10 que se c or-re 1 ac i ona con un aumen to de 1 gr'ado 

de metilación de la molécula dur-an t e el de s ar ro l l o de las 

células. 

Aunque se ha demostrado que el paso de hidról isis del 

GTP es 1 a vel oc i dad 1 i m i tante durante 1 a h i dró l i si s del 

nucle6tido mediada por EF-Tu y kirromicina (Fasano, O. y 

e o 1 • , 1978), probamos si 1 a d i soe i ac i ón del GDP se 

encontraba afectada en las condiciones del ensayo, ya que la 

inhibición en la disociaci6n del GDP podrfa dar cuenta de la 

menor actividad GTPásica. Sin embargo, al estudiar esta 

actividad observamos que la disociaci6n del GDP estaba 

inhibida no s610 en el EF-TuL sino que también en el EF-TuM, 

de modo que la menor actividad GTPásica ob s e r-v eda en el 

EF-TuM no se deberfa a una inhibici6n en la disociación del 

GDP, ya que ésta se encuentra afectada en presenc i a de 1 a 

kirromicina en ambos factores. 

El factor EF-TuE comparado con el EF-TuL, también 

mostr6 una menor actividad GTPásica. Esto se podrfa deber a 

la falta de me t i l ac i ón del EF-TuE o a la l n c cr-p or-ac l ón de 

etioninas, que como ya hemos comentado, alterarfan su 
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99-108 que también están formando parte del sitio de unión 

de GOP. Por 10 tanto, se puede especular acerca de la 

existencia de una modificación de las propiedades de unión 

del GDP al EF-TuE si se considera que la i n c or-p or ac i ón de 

las etioninas, al introducir un grupo metileno (-CH2-) 

adicional, estarfa provocando una alteraci6n estérica en la 

estructura del sitio de unión del nucle6tido. 

Al estudiar la actividad de h i dr ó l isis del GTP que 

pre s e n t a el EF-Tu, inducida por k i r-r-orn i c i n a y estimulada por' 

aatRNA, encontramos una clara evidencia que la metilación in 

vivo del EF-Tu afecta la hidról isis del GTP, de modo que el 

EF-TuL, metilado, present6 una mayor actividad GTPásica que 

el EF-TuM, submetilado. En este sentido, se ha de s c rt t o que 

el factor EF-101... es altamente metilado en varios organismos 

(Amons, R. y col., 1983; Hiatt, W. R. y colo, 1982; I'·lagata, 

S. y col., 1984; Lenstra, J. A.y c o l , , 1986; v an Hemert, F. 

J. y col., 1983) y en el caso del H. racemosus se ha 

observado que durante la germinaci6n del hongo, desde su 

estado de espora, ex j ste un aumen to de 1 a ac ti v i dad de I 

fac tor EF-IOl. que está a c cmp añ a cí a de un j ncremen to en 1 a 

metilaci6n de la molécula, insinuándose que la actividad del 

EF-IQ(. es regulada por la metilaci6n post-traduccional que 

sufre el factor (Fonz i , W. y c o l ; , 1985; Hi a t t , W. R. y 

e o 1 ., 1982; L i n z , J. E. y e o 1 ., 1986). 
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células crecidas en presencia de metionina (figuras 25 y 

28), 

Esta diferente capacidad del EF-TuE de intercambiar el 

GDP y el GTP aparentemente no se debería a la falta de 

metilación, ya que cuando se le compara con el factor 

submetilado, EF-TuM, éste no presenta la misma conducta del 

primero. Al cuantificar el GDP unido al factor EF-TuE 

purificado y el GDP unido al factor EF-TuL o EF-TuM, 

purificados, se pudo establecer que el EF-TuE une 50 % más 

GDP que los otros factores (Tabla 111). 

Estas ob s e rv ac i ones sugi eren que 1 a di ferenc i a en 

cuanto a la capacidad de unir GDP del EF-TuE se podrfa deber 

más bien, a una posible alteración de la estructura de esta 

molécula, producto de la incorporación de las etioninas en 

lugar de las me t l on l n a s , La introducción del análogo de 

aminoácido causarfa un cambio conformacional en el EF-Tu, de 

f or-ma tal, q u e a fe c tal" f a e 1 si t i o de un i ón de 1 n u c 1 e 6 t i do. 

Esta es una idea plausible, ya que al anal izar la secuencia 

de ami noác idos impl i cados en el si ti o de un i ón del GDP al 

EF-Tu, se puede apreciar la existencia de una metionina en 

la posición 139 de la región comprendida entre los 

am i n o ác idos 128-140 (B i rnbaumer, L. y c o l , , 1987; JurnaK, 

F., 1985). Existen además tres metioninas en las posiciones 

91, 98 y 112, que están próximas a la regiones 79-87 y 
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facto~ EF-Tu, debido a que este aminoácido estaría próximo 

a 1 si t i o de un i ón de 1 n u e 1 e ó t i do. 

La di soc i ac i ón de 1 GDP es e 1 paso 1 i m i tan te en el 

intercambio GDP-GTP, tanto en ausencia como en presencia del 

factor de elongacíón EF-Ts CFa s an o , O. y c o l . , 1978). Sin 

embargo, nuestros r e sul tados rno s t r aron que no ex i ste 

dife~encia en la velocidad de disociación tanto del GDP como 

del GTP entre el EF-TuL, meti1ado, y el EF-TuM, submetilado, 

aun en p r e se nc i a de EF-Ts, ob s e r-v ac i ón que está de acuerdo 

con los estudios real izados por van Noort (van Noort, J. M. 

y c o l , , 1986). Este igual comportamiento, +re n t e a la 

disociación de los nucleótidos del factor EF-TuL corno del 

EF-TuM, indica que la i n t e r ac c i ón entre los factores de 

elongación EF-Tu y EF-Ts al 

el EF-Ts 

igual que los efectos 

c on+or-mac i on a l es que produce sobre el EF-Tu 

p r- obab 1 eme n ten o se r- f an a fe e t ados por 1 a me t i 1 ac j ón de 1 a 

1 isina-56. 

Las protefnas en las que se reemplazan las metioninas 

por etionina aparentemente no p r-e s e n t arI an alteraciones en 

sus funciones (Al ix, J. H., 1982). Sin embargo, el facto~ de 

elongación EF-Tu obtenido de células crecidas en presencia 

de etionina, EF-TuE, posee una distinta capacidad de 

intercambio de GDP medida tanto a O· como a 37· y de GTP 

medida a O·, cuando se le compara con el factor obtenido de 
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varios organismos, la cual protegería a la c a l mcdu l l n a de la 

acción de esta pr-o t e a s a (Marshak, D. R. 'y' c o l . , 1984). Del 

mismo modo, existe una lfnea de evidencias que sugiere que 

la metilaci6n de residuos N-termirlales p r-c t e qe r f an a las 

proteínas del ataque por aminopeptidasas celulares (Stock, 

A. y c o l , , 1987). 

Por otro lado, van Noort y col. no observaron 

diferencias en el tratami ento del EF-Tu me ti 1 a do y 

submeti lado cuando trataron ambos factores con tripsina (van 

Noor·t, J. M. y colo, 1986). Esta c on t rad l c c i ón con nuestros 

resultados se puede deber a que estos autores emplearon una 

mayor cantidad de proteasa, lo cual pudo enmascarar el 

efecto p ro t e c t or- que el gr'upo metilo le imprimiría a la 

molécula de EF-Tu. 

Aunque la posición de la lisina-56 no se ha podido 

definir en la estructura terciaria del factor, debido a que 

los cristales que se u ti I izan para los estudios de 

difracción de rayos X se obtienen con el EF-Tu tratado con 

tripsina, que pierde 

arn i n o ác i do 44 y e 1 58 

el segmento 

(Jurnak, F., 

comprendido entre el 

1985), es posible que 

este segmento se e n c u e n t r e 

conectando el dominio 1 con el 

sobre el dominio 1 1 por 

111 (ver figura 2). Esto es 

importante de se~alar porque la modificación de la 1 isina-56 

podrfa afectar de alguna forma la actividad del 
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EF-TuE, ambos submetilados, cuando también son tratados con 

tripsina. Estos (¡ 1 timos son más su s c e p t i b 1 e s 1 a 

degradación por t r i p s i n a (figuras 2:3 y 24). Esta difer-ente 

conducta de los factores metilado y submetilado se p o dr I a 

explicar por la alteración que sufrirfa el enlace peptfdico 

Lis56-Ala57 cuando la 1 isina-56 está metilada, de modo que 

la especificidad de la enzima se verJa afectada. 

Nuestro r e su l tado está de acuerdo con el obten j do por 

Wittinghofer y col. (Wittinghofer, A. y c o l , , 1980), quienes 

encontraron que durante el ataque inicial de la tripsína al 

factor EF-Tu nativo se producfan varios pol ipéptidos por la 

presencia de tres sitios adyacentes susceptibles de ser 

sus t ra t o para la enzima (arginina-44, arginina-58 y 

1 isina-56) y que uno de ellos, el enlace peptfdico 

Lis56-Ala57, se hidrol izó a me nor- velocidad que los otros 

dos enlaces peptfdicos. Los autores expl i c aron este hecho 

debido a que el enlace peptfdico del cual la Lis(Me) forma 

parte seria hidrol izado más lentamente y que cuando el 

enlace peptfdico está formado con la Lis(Me2), este no serIa 

completamente hidrol izado. 

Existen además, otras evidencias que apoyan el efecto 

protector de la metilación frente a la digestión con 

tripsina. Es el caso de la lisina-115 en la estructura 

primaria de la calmodulina, que se encuentra metilada en 
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Como se se~aló en Materiales y M~todos, se purificó el 

factor de elongaci6n EF-Tu, en forma preparativa, de células 

crecidas hasta la fase estacionaria t ar d í a del crecimiento, 

con el propósito de obtener el factor completamente metilado 

en la 1 isina-56 (EF-TuL); de células crecidas hasta la mitad 

de la fase exponencial del crecimiento, para obtenerl0 

submetilado (EF-TuM), y de células crecidas en presencia de 

etionina, para submetilarlo artificialmente (EF-TuE). 

La metilación puede cambiar la carga neta del 

aminoácido modificado. Esta modificación de la carga de los 

aminoácidos metilados puede estar afectando la e s t ruc t ur a 

conformacional de la molécula, hecho que ha sido discutido 

por Poncz y Dearborn, quienes sostienen que la tripsina no 

es capaz de catal izar 1 a h i dr6l i si s de un enl ac e peptfdi e o 

adyacente a un residuo de dimetillisina en dos péptidos de 

apomioglobina metilados reductiva.mente (Poncz, L. y 

Dearborn, D. G., 1983). Por otra parte, PaiK y Kim, no 

encontraron diferencias significativas en la velocidad de 

hidr61isis trfptica entre protefnas nativas y metiladas 

par' c i a l me n te < P a t k , W. K. y K i rn , S., 1980). 

Nuestros resultados, sin embargo, mostraron que cuando 

el fac tor de el ongac i ón EF-TuL, me ti 1 a do , es t r a tado con 

tripsina presenta una diferencia s i 9n i f i e a t i va en su 

velocidad de degradación frente a los factores EF-TuM o 
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convertida en Lis(Me2) alcanzándose el máximo de metilación 

del EF-Tu al final de esta fase. Estos resultados están de 

acuer-do con 10 r-e p or t ado por' L' Ital i e n y Laur s.e n , quienes 

encontraron que el EF-Tu contiene la 1 isina-56 como Lis(Me) 

y Lis(~'le2) (L/ltal i e n , J. J. y t.aur s e n , R. A., 1979). 

En las condiciones de corta marcación in vivo empleadas 

en nuestros experimentos ( f i gu r a 20), se observó una 

progresiva disminuciÓn de la incorporación de grupos metil0 

en el EF-Tu hacia la fase estacionaria, precisamente porque 

el factor estarfa modificado en mayor grado en estas etapas 

del crecimiento celular. 

Estos resultados y los ya mencionados (van Noort Y 

col., 1986) muestran que ex i ste una c or re 1 ac i ón en tre el 

gr ado de v ar- i ac i ón de me t i 1 ac i ón de 1 a 1 i sin a-56 de 1 EF -Tu 

de E. c01 i y el perfodo de crecimiento de la bacteria, 10 

cual sugiere una posible función biológica para la 

modificaci6n post-sintética del factor. 

En general, en otros casos se ha observado variación en 

1 a mod i f i cae i 6n de prote f nas de 1 ap ar a to traduce i on a 1 con 

las fases del crecimiento. Por ejemplo, la acetilación de la 

prote f n a r i bosoma 1 L7/L12 (Ramagopa l , S. y Subraman i an, A. 

R., 1974), sugiriendo que esta variación de la rne t i l ac i ón 

del EF-Tu durante el crecimiento celular no es un evento 

aislado en el metabol ¡smo de la bacteria. 
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intentará correlacionar el aumento observado en la actividad 

GTPasa del factor EF-Tu metilado con alguna posible función 

celular. Para ello sup on drerno s que esta mayor actividad 

GTPasa observada in vitro también podrfa ocurrir in vivo. 

Como ya hemos visto, el mayor grado de metilación del 

fac tor EF-Tu ocurre hac i a el fina 1 de 1 a fase tardf a de 

crecimiento de la bacteria. En esta etapa se tiene, en 

general, un aumento de las modificaciones post-sintéticas de 

la célula (Ramagopal, S. y Subramanian, A. R., 1974; van 

Noort, J. M. y col., 

esta etapa la E. col i 

"envejecimiento" en 

1986). También se ha sugerido que en 

p odr f amos t r ar un p r- oc e so s i mil ar al 

el que probablemente, entre otros 

de e r-r or-e s en la síntesis proteica factores, el nÚmero 

podría aumentar (Harman, D., 

mencionáramos, el EF-Tu desempe"a un 

f i del i dad de 1 a sfntesi s p r o t e i c a , 

La selección del aatRNA por un ribosoma programado con 

un mRNA, se real iza de acuerdo a un mecanismo que se 

1981 ) • Como ya 1 o 

i mpor tan te p ap e 1 en la 

desarroll a en dos etapas (f i gura 29). Pr imero, el compl e J o 

ternario, EF-Tu·GTP.aatRNA, se une al ribosoma (k1) y luego 

puede ocurrir la disociación de este complejo ternario 

(k_1), o la h i dró l i si s del GTP (K2)' en una etapa 11 amada de 

reconocimiento inicial en 1 a que 1 a interacci6n 

codón-anticodón es importante. A continuaci6n, mediante 
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Figura 29.- Mecanismo de edici6n 

El esquema representa el mecanismo mfnimo por 
el cual el aa-tRNA es incorporado a una cadena de protefna 
que se está sintetizando. RS, ribosomas; pep-tRNA, 
peptidil-tRNA. 
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un proceso 11 amado de 11 proofread i n q" o ed i c i 6n, se pr oduc e 

una segunda etapa de control destinada a verificar si el 

aatRNA unido es el correcto. Asf, el aatRNA es aceptado 

incorporándol0 a la cadena de protefna naciente (k3), o se 

di soc i a de 1 r i bosoma (K 4) c Thomp s.on , R., 1988; Thompson, R. 

y col., 1986; Thompson, R. y Karim, A. M., 1982). De es t e 

modo, en esta segunda etapa se corrigen todos los errores 

cometidos en el primer paso de reconocimiento (Hopfield, J. 

J., 1974). 

Sin embargo, una disminuci6n en la velocidad de 

h i dró l isis del GTP produce un aumento considerable en la 

fidel idad para discriminar entre un complejo t s rn ar-i o 

c or r e c t o y uno i ncorrec to (Th omp son, R. y Kar i m, A. ~'1., 

1$'82). Por otro lado, la constante de velocidad para la 

h i dr61 i si s del GTP y I a di soc i ac i 6n del EF-Tu' GDP está 

determinada exclusivamente por la interaeción del EF-Tu con 

el ribosoma y es independiente del aatRNA, en contraposición 

a 1 a fuer te dependenc i a de 1 a n a tura 1 eza de 1 a a tRNA que 

de t.erm i na e 1 va 1 or de 1 a constan te de ve 1 oe i dad par-a 1 a 

disociación del complejo ternario del ribosoma (Thompson, R. 

y col ., 1986). 

Una mayor fidel ¡dad en la t radu c c i ón imp 1 i ca 

necesariamente una menor velocidad de sfntesis de proteína 

(Thompson, R. y Karim, A. M., 1982). Sin embargo, al 

a.umentar 1 a ac ti v i da d GTPásica disminuirfa el tiempo 
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empleado por el sistema para el periodo de reconocimiento 

inicial, provocando un aumento en la velocidad de la 

s1 n tes i s , Además, esta mayor h i dr ó l i s i s de 1 GTP se t radu c e 

en que el EF-Tu·GDP se disocia más rapidamente del ribosoma, 

con 10 cual la etapa de "proofreading" serfa la única 

instancia de control en la fidel ¡dad de la traducción con 10 

que la fidel idad serfa menor. 

La fidel ¡dad tiene un costo definido para la c'lula en 

términos de velocidad (Thompson, R. C. y Dix, B. D., 1982; 

Thompson, R. C. y Kar-í m , A. M., 1982) o de eficiencia 

c Bohrnan , K. y col., 1984) de la síntesis de protefnas. Asf 

es concebible que la célula pueda encontrar ventajoso 

a l t er-ar- la fidelidad de la traducción para obtener un 

balance de velocidad y fidel idad que le permita adaptarse a 

1 as cond i e i ones amb i en t a 1 es. En este sen ti do es i mpor tan te 

recalcar que el EF-Tu y los ribosomas se modifican 

post-traduce i ona 1 men te, por lo tan to no es di f f e i 1 i mag i n ar­ 

que la N-metilaci6n que sufre el EF-Tu podría estar jugando 

un pape 1 en 1 a capac i dad de 1 fac tor de formar e 1 comp 1 eJ o 

con el aa-tRNA, los ribosomas y el mRNA de modo de facil itar 

la hidr6l ¡sis de1 GTP. 

La mayor actividad GTPasa observada en este t rab a.i o 

expl icarfa en parte que se produjera una menor fidel ¡dad en 

la s í n t e s i s proteica durante la fase post-exponencial del 

crecimiento de la E. coli. En la etapa logarftmica de 
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c~ecimiento los mic~oo~ganismos se encuent~an en activa 

síntesis de pr-o t e í n a s y es pr-e c i s arne n t e en este p er f odo , 

cuando se requiere que los mecanismos de control de la 

fidel idad de la traducción funcionen más eficientemente. 
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4.4.- Conclusiones 

1. Los estudios comparativos de la metilación del factor de 

e l on qac i ón EF-Tu en distintos organismos nos indicaron IJn 

cier·to grado de c cn s e r-v ac i ón para la meti1ación del factor­ 

de algunas bacterias y de los c1orop1astos, 10 que sugiere 

junto con datos obtenidos previamente en nuestro laboratorio 

un posible papel importante para la metilaciÓn de las 

protefnas del aparato traduecional. 

2. Desarrollamos varios sistemas para estudiar la metilación 

in vitro del EF-Tu de E. col i. Con estos sistemas se obtuvo 

por primera vez la sfntesis eficiente y la rne t i l ac i ón del 

EF-Tu. Además, estos sistemas permi tieron poner en evidencia 

1 a met i 1 a e i 6n in vi tro del factor EF-Tu de el oropl astos de 

E. gracilis y asegurar la presencia de metiltransferasas de 

EF-Tu en E. coli y en eloroplastos. Estas metiltransferasas 

no pudieron ser c ar ac t er I z adae en detalle debido a su alta 

inestabil idad. 

3. Encontramos diferencias significativas en la velocidad de 

degradación por tripsina de las preparaciones purificadas de 

EF-Tu de E. coli metilado y submetilado. Estos resultados 

sugieren que la metilaci6n de la 1 isina-56 del EF-Tu, que se 

encuentra en una región expuesta de la molécula, protegerfa 

a 1 a molé(:ula del ataque p r o t e o l f t i co. Esto 
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indica una posible +unc i ón para la me t i l ac i ón del EF-Tu y 

posiblemente de otras protefnas. 

4. Al medir la velocidad de disociación de los nucle6tidos 

GDP y GTP en las distintas preparaciones de EF-Tu, esta 

pareció no estar efectada por la metilación. Sin embargo, la 

actividad GTPasa, que presenta el EF-Tu estimulada por 

aatRNA en presencia de Kirromicina, se encontrÓ 

significativamente aumentada cuando 

metilado. Este efecto de la metilación 

el EF-Tu estaba 

sobre 1 a ac t i v i dad 

GTPasa del EF-Tu podría tener una importancia fisiológica 

par a 1 a bacteria, ya que 1 a ac ti v i dad GTPasa está 

directamente correlacionada con la fidel idad en el proceso 

de traducción mediado por los ribosomas. 

5. Finalmente, los estudios iniciados en esta tesis se 

podrán ampl lar empleando mu t an t e s condicionales para la 

ac ti 1) i dad me ti 1 transferasa, para 1 a obtenc j 6n de 1 fac tor 

EF-Tu no rne t i l ado , o bien t é c n i c a s tales como la mutaci6n 

sitio dirigida para obtener diferente preparaciones puras de 

EF-Tu que no contengan la Lis-56 metilada. Por otra par·te 

será de interes establecer en forma detallada mediante 

experimentos c i n é t i c o s la función que la metilación del 

factor EF-Tu puede t.ener sobre la fidel idad durante el 

proceso de traducción. 
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