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RESUMEN 

Entre las proteínas de choque térmico, la HSP70 parece ser la más 

conservada presentando una familia de proteínas relacionadas. Usando dos 

oligonucléotidos degenerados y DNA genómico de 'Entamoe6a liisto{ytica (HK9), 

amplificamos por PCR un fragmento de DNA de 630pb. Este fragmento se 

utilizó como sonda para seleccionar, en una librería genómica de 'E. liistofytica 

(HK9), una clona de 4.5kb (EHHSP70_ 4.5kb), de la cual se obtuvo la subclona 

(EHHSP70_ 1.3kb). La subclona EHHSP70_ 1.3kb codifica para la región N

terminal (240 amino~cidos) de una HSP70 putativa, ya que tiene una alta 

homología (85%) con la secuencia en amino ácidos de otra HSP70 

(ENHHSP70A}, reportada por Ortner et al. (1992} en 'E. li.isto{ytica (SFL-3). 

Esta secuencia corresponde parcialmente al dominio de unión de ATP de 

las HSP70, con una delación de 111 residuos en relación al extremo N

terrninal de la proteína ENHHSP70A. Por análisis comparativo, la secuencia 

de la región 5' no codificante mostró motivos de reconocimiento de HSF y 

una secuencia TATA que se conforma por el consenso en amiba (Bruchhaus 

M, 1992). El análisis por "primer extension" determinó el sitio de inicio de 

la transcripción a 104pb del sitio ATG. El gene EHHSP70_1.3kb se encontró 

unicopia en el genoma por ensayos de "Southern blot", mientras que por 

"Northern blot" se detectaron transcritos heterogéneos con tamaños que 

van de 0.8 a 1.3kb. Considerando que las HSP70 de los parásitos tienen 

excepciones a la regla generalizada en organismos eucariontes (Lopez, 

1993; Martin, 1993), pensamos que la secuencia EHHSP70_ 1.3kb es parte 

de un gene de la familia HSP70 de tamaño más corto con funciones específicas 

en procesos celulares de la 'E. fiistoíytica. 
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Los organismos responden a incrementos repentinos en temperatura 

t~intetizando un pequeño grupo de proteínas llamadas proteínas de estrés 

térmico (HSP)[Figura 1). Esta respuesta al estrés ha sido. conservada a 

través de la evolución, no solo como un fenómeno fisiológico, sino también 

a nivel de proteínas individuales. La familia de proteínas HSPs comprende 

una de la más conservadas. El nivel de identidad en aminoácidos entre 

todas las proteínas HSP70 de procariontes y eucariontes se aproxima al 

50% (Gupta et al.1992). La familia de HSPs incluyen miembros que estan 

siempre presentes (constitutivos), y los que son inducibles por calor. En 

muchos casos son las proteínas constitutivas las más abundantes. 

~UPERVIVENCIA EN CONDICIONES DE ESTRÉS 

Históricamente, tres observaciones sugieren que las HSPs protegen a 

las células y organismos del estrés. Primero, su inducción tiene el carácter 

de una respuesta a emergencias, ya que es extremadamente rápida y muy 

1uerte. Por ejemplo, en 'Drosopfiifa hay cinco copias del gene HSP70 por 

genoma haploide y su regulación a niveles de transcripción, traducción, 

procesamiento y estabilidad de RNA trabajan en conjunto para producir 

más de 1000 veces de aumento de la proteína bajo estrés por calor (Klemenz 

et al. 1985; Lindquist, 1980; McGarry et al. 1995; Petersen et al. 1988; 

Yost et al. 1986) La complejidad de los mecanismos regulatorios dados 

para HSP70 sugiere que es de vital importancia para la célula acumular 

rápidamente esta proteína durante momentos de estrés. La inducción de 

HSPs en otros organismos, si no son del todo tan extremas como en 'I>rosopliiía, 

sí cumple las características de rapidez y especificidad. 

Segundo, las HSPs se inducen a diferentes temperaturas en distintos 

organismos, pero en cada caso, la inducción por temperatura refleja 

condiciones de estrés para el organismo. Por ejemplo, bacterias termofílicas 

inducen proteínas "heat-shock" cuando cambian de 94ºC a 1 OSºC (Trent et 
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FIGURA 1. INDUCCION DE PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO. Células 
en crecimiento logarítmico se marcaron con pulsos de 3H-leucina a 
temperaturas de crecimiento normal (C) o después de un aumento de 

temperatura ('E,.co[i, SOºC, 1 O min; S. c.e.revisiae, 39ºC, 20 min y 'lJ. mdánogaste:r, 
36.SºC, 45 min) [HS]. La proteínas totales se separaron en 10% SDS-PAGE y 
reveladas por autoradiografía. Las HSPs mas abundantes forman la familia 
HSP?O, las cuales tienen un peso molecular de alrededor de 70,000 daltons 
(figura tomada de Parsel,etal.1993). 
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al. 1990). 

Finalmente ·y la más compleja, la inducción de HSPs correlacionada 

con la inducción de tolerancia al calor extremo en una amplia variedad de 

células y organismos (Sanchez et al. 1990). La inducción de HSPs también 

se correlaciona con tolerancia inducida por otros tratamientos de estrés 

como altas concentraciones de etanol o metales pesados (Lindquist, 1992; 

Subjeck et al. 1986). La correlación es tan fuerte tanto en inducciones 

mediadas durante el desarrollo como en situaciones mediadas por estrés. 

En levaduras, por ejemplo, las esporas y células en fase estacionaria 

constitutivamente expresan HSPs y tienen elevados niveles basales de 

termotolerancia (Plesset et al. 1987}. De manera similar, las semillas de 

trigo en germinación constitutivamente expresan HSPs y tienen una elevada 

termotolerancia intrínseca (Abernethy, et al. 1989}. Contrariamente, algunos 

organismos son incapaces de expresar HSPs en ciertos estadios primarios 

de su desarrollo embrionario como '.Drosopfiifa (Dura, 1981), caracol (Boon

Niermeijer, 1991 ), erizo de mar (Sconzo, et al.1986), Xenopus (Heikkila, et 

al. 1985) y mamíferos (Muller, et al. 1985}, que se caracterizan por una 

termosensibilidad poco común. 

El papel de cada HSP en la protección esta empezando a ser disectada. 

En s. c.erevisiae, por ejemplo, algunas HSPs (HSP70) son requeridas para crecer 

a temperaturas cercanas al punto superior del rango normal de crecimiento 

(Craig, et al. 1895), otras para sobrevivir por tiempos largos a temperaturas 

moderadamente altas (ubiquitina) (Finely, et al. 1987}, y otras para una 

tolerancia a temperaturas extremas como HSP104 (Sanchez, et al. 1992). 

Ademas, diferentes organismos usan diferentes HSPs para responder a 

niveles de estrés similares. Por ejemplo, la tolerancia a un estrés extremo 

depende en gran medida de HSP104 en levadura, de HSP70 en 'L>rosopfiifa y de 

HSP70, HSP27 y tal vez HSP11 O en mamíferos (Landry, et al. 1989; Sanchez, 

et al. 1992; Solomon et al. 1991 ). La comprensión de esta diversidad en 
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estrategias de tolerancia podrá depender de la elucidación de cómo cada 

HSP funciona en la protección de las células al estrés. 

La señal común para la inducción de HSPs aparece con Ja presencia de 

proteínas anormales. Los tratamientos que inducen eficientemente la 

síntesis de HSPs "in vivo• también dañan o desnaturalizan proteínas "in 

vitro•. Esto es, la exposición a altas concentraciones de etanol, arsenito 

de sodio o iones de metales pesados, todos disparan una respuesta tipo 

"heat-sock" {Zimarino, 1987 ). La adición de análogos de aminoácidos y 

puromicina que producen proteínas anormales, son eficientes inductores 

de HSP (Goldber, 1972; Pine,1967). Tanto la acumulación intracelular de 

proteínas. extrañas, proteínas desnaturalizadas o proteínas con estructura 

desestabilizada que contienen substituciones de aminoácidos, inducen la 

síntesis de HSPs en una variedad de células (Ananthan, et al.1986.;Parsell, 

et al. 1989; Pine, 1967). 

Existen al menos dos vías generales en las cuales las HSPs pueden 

ayudar eficientemente a las células que tienen polipéptidos dañados por 

estrés. Primero, las HSPs pueden promover la degradación de proteínas 

anormales, de hecho, algunas HSPs tienen algunas actividades proteolíticas 

intrínsecas y otras guardan funciones auxiliares en protéolisis. Segundo, 

las HSPs pueden reactivar proteínas dañadas por el estrés. Varias HSPs 

son conocidas como "chaperonas moleculares• que impiden la agregación y 

promueven la correcta "renaturalización" de proteínas desnaturalizadas. 

No se entienden hasta el momento los factores que acompañan a las proteínas 

dañadas por estrés a lo largo de las vías de degradación y/o renaturalización 

(Parsell, et al. 1993 ). 
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HSP70 

tA FAMILIA DE HSP70. 

Los eucariontes producen una multitud de proteínas de la familia de 

HSP70. Tan solo en s. c.erevisiae se han i.dentificado nueve miembros diferentes 

que comparten 50-97% de identidad a nivel de aminoácidos y se agrupan 

genéticamente en al menos cuatro grupos distintos SSA 1-4, SSB1 -2 SSC1 

y KAR2.(Lindquist, et al. 1988. ) . 

Los distintos miembros se localizan en el retículo endoplásmico 

(Munrro, et al. 1986 ), mitocondria, y cloroplastos. Otros se encuentran en el 

núcleo y citoplasma, algunos están expresados constitutivamente (HSc70), 

otros son inducidos por calor o frío, otr_os viajan entre el nucleólo, el 

núcleo y el citosol. Los organismos multicelulares contienen varias versiones 

específicas de tejido como las HSP70 específicas de testículo (Allen, et 

al.1988 ) . 

Por años se penso que el genoma de 'E. co{i codificaba solo para una 

proteína HSP70, la "DnaK", que se expresa constitutivamente y/o es inducida 

por calor. Recientemente, dos proteínas relacionadas han sido identificadas, 

una Hsc66, que comparte 40% de identidad con DnaK, se encuentra en un 

operen bicistrónico con ferrodoxina, lo que sugiere que puede jugar un 

papel específico en el plegado o ensamble correcto de esta proteína (Seaton, 

et al. 1994 ). La otra proteína, MreB, comparte 27% de identidad con la 

región amino terminal de HSP70 y está involucrada en división celular 

(Gupta et al. 1992. ). Tambien se empiezan a identificar en eucariontes, 

proteínas relacionadas más distantemente a HSP70 (Folz, et al.1993; DeNagel, 

et al. 1993). 

FUNCIONES DE HSP70 

Las proteínas de HSP70 se unen a péptidos pequeños (con una 

preferencia por aminoácidos hidrofóbicos) [Flynn, et al. .1991 ], a cadenas 
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nacientes sobre polisomas (Beckmann, et al. 1990. ), a proteínas que han sido 

dirigidas a compartimentos celulares equívocos (Bird, et al. 1987 ), a ciertas 

subunidades protéicas que son expresadas en ausencia de sus demás partes 

(Munrro, et al.1986) y a ciertas proteínas oligoméricas en procesos de 

ensamblaje y desensamblaje (Rothman, et al. 1986. ). Al unirse a estos 

substratos, las HSP?O's participan en una variedad de procesos de plegado, 

desnaturalización, ensamble, desensamblaje y procesos de translocación. 

La hipótesis que explica el papel de HSP70 en estos procesos, es la 

unión de HSP70 a regiones hidrofóbicas impidiendo asociaciones 

desventajosas y estabilizando la proteína blanco en su estado 

desnaturalizado en forma to~al o parcial (Pelham, 1986. ). Un proceso 

dependiente de ATP, promueve la liberación del substrato permitiendo 

continuar el plegado, transporte o ensamblaje. (Gething, et al. 1992. ). 

Mientras que las HSP70 son similares en su funcionamiento general 

de chaperonas de proteínas desnaturalizadas, algunas funciones específicas 

están involucradas para miembros individuales de la familia que se dispersan 

a compartimentos celulares separados y funcionan únicamente de manera 

local. Una mayor especialización existe dentro de compartimentos en 

particular. Por ejemplo, en levadura, dos proteínas de la familia HSP70 

son expresadas en el compartimiento nuclear/citoplásmico, la Ssa y la 

Ssb. Algunas .mutaciones en la Ssa causan fuertes defectos en el transporte 

de precursores a través de la mitocondria y membranas del RE, mientras 

las mutaciones en Ssb resultan solo en defectos en la síntesis de proteínas, 

de acuerdo con el papel de esas proteínas de ayudar a cadenas nacientes de 

los poliribosomas (Nelson, et al. 1992) . Aún cuando las proteínas Ssa y Ssb 

pueden tener funciones comunes, éstas tienen, claramente, un considerable 

grado de especialización. 
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ESTRUCTURA DE HSP70 

Todas las proteínas de HSP70 estudiadas hasta la fecha muestran 

dos dominios. El dominio amino terminal es el más co~servado y contiene 

un sitio de alta afinidad de unión de ATP. El carboxilo terminales 

menos conservado y es responsable de la unión a las proteínas substrato y 

polipéptidos. Esta organización sugiere que las HSP70 tienen un mecanismo 

común para utilizar la energia del ATP. Los dos dominios son 

interdependientes: la actividad de ATPasa se estimula fuertemente por la 

unión al substrato y la liberación del substrato depende de la naturaleza 

del nucleótido unido. En general, las HSP70s requieren de la hidrólisis de 

ATP para la liberación del substrato; cuando se utiliza un análogo de ATP 

que resiste la hidrólisis (ATP-y-S), no se promueve la liberación del 

substrato. Sin embargo, un análisis detallado mostró que la adición de ATP 

al complejo HSP70-substrato-ADP, activa una liberación total del substrato 

antes de que ocurra una hidrólisis estequiométrica del ATP. Por tanto, 

parece que la transición de la unión de ADP a la unión de ATP en la HSP70 

dirije la liberación del substrato (Palleros, et al. 1993 ). 

IFUNCION DE LAS HSP70 EN TOLERANCIA AL ESTRES/N VITRO. 

Sólo existen dos ejemplos que han estudiado en detalle las funciones 

de HSP70 específicos de estrés in vitro. El primer estudio examinó el 

efecto de DnaK sobre la desnaturalización y agregación de ANA polimerasa 

(RNAP) a 42ºC (Skowyra, et. al. 1990. ). La DnaK (en un exceso molar de 60 

veces) es capaz de proteger la RNAP de la inactivación por alta temperatura 

y de reactivar la RNAP previamente desnaturalizada por calor, aunque el 

mecanismo en cada uno de los procesos parecen ser distintos. En el caso de 

protección no se requieren de ATP y una proteína mutante de DnaK756 es 

funcional. Para la reactivación, se requiere ATP y DnaK756 no fue funcional. 

Los efectos de HSP70 in vivo e in vitro sobre la desnaturalización y 
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renaturalización de la luciferasa de luciérnaga muestran la función de HSP 

en la tolerancia .al estrés. (Schroeder et al.1993. ). La luciferasa expresada 

en ~.coa se inactiva rápidamente cuando las células son colocadas a 42ºC, 

pero se reactiva cuando las células son devueltas a 30ºC. La inactivación 

ocurre tanto en presencia o ausencia de DnaK, DnaJ o GrpE, pero las tres 

proteínas son indispensables para la reactivación. La reactivación in vitro 

de luciferasa termoinactivada requiere de la presencia de DnaJ durante el 

paso inicial de termodesnaturalización. La proteína suprime la agregación 

de luciferasa por la formación de un complejo. Estando la DnaJ unido al 

substrato desnaturalizado, DnaK y GrpE promueven la renaturalización y 

liberación de luciferasa por un mecanismo dependiente de ATP. En contraste 

a los estudios con ANA polimerasa, la DnaK por sí sola fue incapaz de 

reactivar la luciferasa, aun cuando se utilizó en una concentración molar 

100 veces mayor. 

FUNCION DE HSP70 EN TOLERANCIA AL ESTRES IN VIVO. 

En muchos organismos, las proteínas HSP?O están entre las más 

prominentes de todas las HSPs. Los primeros experimentos mostraron una 

estrecha correlación entre la inducción de estas proteínas y la inducción 

de tolerancia a altas temperaturas. (Li, et al.1991 ). Cuando se aclaró el 

papel de HSP70 en ayudar a proteínas desnaturalizadas a temperatura 

normal se asumio su papel de chaperona de proteínas dañadas por estrés, 

se observó como una extensión natural y lógica. ( Plesset , et al. 198 7 ; 

Pelham, 1986 ). En la actualidad, es claro que la formas termoinducibles de 

HSP70 juegan un papel central en la tolerancia al estrés para promover el 

crecimiento a temperaturas moderadamente elevadas y/o proteger a los 

organismos de la muerte a temperaturas extremas. La importancia de 

HSP70 en la tolerancia al estrés, varía sorprendentemente en varios 

organismos. 
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LAS PROTEINAS DE ESTRES EN PARASITOS. 

Las HSPs de los parásitos cumplen un papel importante en los procesos 

de adaptación al huésped tanto en diferenciación como en infectividad. En 

los ultimes años se han descrito muchos genes de choque térmico en 

parásitos (Marresca, et al. 1992}. Sin embargo, todavía es muy limitado el 

conocimiento que se tiene de los mecanismos de regulación de éstos genes 

en parásitos. En eucariotes, la activación transcripcional de los genes HSP 

producida por temperatura está mediada por un elemento en cis, conocido 

como elemento de choque térmico (HSE} localizado 80-150 nucléotidos por 

encima del sitio de inicio de la transcripción (Lindquist 1986). Este elemento 

presenta una elevada conservación de secuencia (NGAANNTTCN)[Pelham, 

1985; Xiao H. et al. 1988], que específicamente se une a una proteína 

llamada factor de transcripción de choque térmico (HSF). Por análisis 

comparativo de los genes de choque térmico en parásitos se han encontrado 

secuencias que presentan similitud con los HSE (Newport, et al. 1988; 

Polla, 1991 ), pero aún queda por demostrar su implicación en la regulación 

génica de estos genes. Se postula, sin embargo, que los mecanismos de 

activación de los genes de choque térmico en parásitos no son los mismos 

que los de otros organismos eucariotes. 

Otro elemento relevante es la demostración de una complejidad elevada 

de isoformas de la familia HSP70 en 'T. crozi; lo que puede estar reflejando 

la importancia que esta proteína debe tener en el ciclo de vida de éste 

parásito. (Martín, et al. 1993). Mientras que en 'E. lii.sto{ytíca Ortner, y col, 

(1992) aislaron varios cDNAs de diferentes longitudes, tan cortos que 

codifican para 241 aminoácidos con alta homología a secuencias Carboxi

terminal de HSP70. 

LAS HSPs EN LA RELACION HUESPED-PARASITO. 

Un desarrollo excitante concierne al papel de la respuesta al estrés 
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en inmunología y daño infeccioso ya que, en los procesos infecciosos que 

afectan a millones de gentes cada año como consecuencia de infecciones 

por bacterias y microorganismos parasíticos, los inmunólogos han 

encontrado que las proteínas de estrés hechas por estos organismos son 

los principales antígenos, o proteínas blanco, que el sistema inmune usa 

para reconocer y destruir a los invasores. (Koufmann, 1990, Hedstrom, et 

al. 1988). Las HSPs de varios patógenos, cuando son producid as en el 

laboratorio por técnicas de DNA recombinante, tienen el potencial como 

vacunas para la prevención de infecciones microbianas y parasitarias. 

Además, debido a su inmunogenicidad, las proteínas de estrés son 

consideradas como adyuvantes (Barrios, et al. 1992). Así, unidas a proteínas 

del parásito, pueden aumentar la respuesta inmune contra infecciones. 

La similitud estructural entre las proteínas de choque térmico 

microbianas y del húesped hace que el sistema inmune esté obligado 

constantemente a discernir las diferencias mínimas (Kaufmann, 1990). La 

posibilidad de colocar a las proteínas de estrés en la interface entre 

tolerancia a un organismo y autoinmunidad es una intrigante idea que 

continua provocando el debate entre los investigadores. (Welch, 1993 ). 

Mientras el trabajo descrito en esta tesis se realizaba, Ortner, y col. 

(1993) buscando en una librería de expresión de cDNA 'E. liistoíytic.a cepa 

SFL-3 con anticuerpos de pacientes encontraron una respuesta positiva en 

3 de 12 pacientes para la proteína HSP70. Es conocida la respuesta del 

huésped hacia estas proteínas de choque térmico de organismos infecciosos, 

sin embargo Orter y col. concluyen que la respuesta en la amiba hacia esta 

proteína es en particular poco generalizada dentro de los pacientes con 

absesos hepáticos amibianos. 

. 1 3 



AMIBIASIS 

De las seis especies de amibas que pueden habitar en el intestino del 

hombre la 'E. fi.istoíytic.a es la única de importancia médica por ser un 

parásito patógeno. Esta amiba se encuentra en fase de comensal 

aproximadamente en la décima parte de la población mundial. Una de cada 

cien infecciones intestinales, generalmente disentería amibiana, es a 

consecuencia de la invasión de la mucosa del intestino grueso por las 

amibas. En el diez por ciento de este último grupo, la invasión amibiana 

progresa del intestino al hígado en donde el parásito puede producir abscesos 

hepáticos, generalmente progresivos y de evolución mortal, a menos que 

los pacientes reciban tratamiento adecuado. (Martínez-Palomo, 1982 

~ICLO DE VIDA. 

El ciclo, incluye cuatro estadios consecutivos: trofozoitos, prequistes, 

quistes y formas metaquísticas. La investigación se ha centrado en las 

formas quísticas y en los trofozoitos dejando atrás el conocimiento de los 

otros dos estadios. Los trofozoitos proliferan en el colon donde, bajo 

condiciones no conocidas, originan las formas de resistencia: los quistes. 

los quistes, presentes en las heces de los portadores asintomáticos, son 

redondeados, hialinos, de 8 a 20 µrn de diámetro con una pared rígida. 

Estos quistes contaminan los alimentos y el agua, al llegar a un nuevo 

huésped se disuelve la pared por acción de los jugos gástricos e intestinales. 

Después de varias divisiones celulares, cada quiste da origen a ocho amibas 

en la luz del intestino grueso del inadvertido huésped humano. 

ILOS TROFOZOITOS. 

Los trofozoitos de 'E. fiisto{ytica son células pleomórficas con diámetro 

que varía entre 1 O y 60 µm. Vistos al microscopio óptico muestran 

movimientos citoplásmicos y de desplazamientos continuos. Generalmente 
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Venen un seudópodo frontal y una cola, o uroide, además de numerosos y 

finísimos filópodos. La intensa actividad· endocítica del parásito puede 

manifestarse como numerosos estomas de pinocitosis o de fagocitosis 

(Martínez-Palomo, 1982 ). 

La organización submicroscópica del trofozoíto se caracteriza por 

!a ausencia de organelos diferenciados presentes en células eucarióticas 

típicas como: mitocondrias, aparato de Golgi, retículo endoplásmico liso o 

rugoso bien definidos y microtúbulos citoplásmicos. 

El citoplasma de la 'E. ñi.sto{ytica posee, en cambio, una gran cantidad 

de vesículas, muchas de ellas con material particulado en degradación, 

abundantes ribosomas que forman cúmulos seudocristalinos en los prequistes 

(los cuerpos cromidiales) y una variedad de componentes tubulares y 

filamentosos mal definidos. 

El citoesqueleto de 'E.. ñi.sto{ytica es sorprendentemente sencillo y 

poco estructurado. Los rnicrofilamentos de actina se encuentran 

concentrados en zonas de adhesión cercanas a la membrana plasmática y 

en regiones de fagocitosis, pero distan mucho de mostrar el grado de 

organización que muestran los microfilamentos en otros protozoarios o en 

células de rnetazoarios (Martínez-Palomo, 1987 ). 

!LAS HSPs Y LA SECRECION DE PROTEINAS EN $. liisto{ytica 

El papel de una HSP70 en el plegamiento, translocación a diferentes 

organelos y degradación de proteínas, así corno su regulación bajo diferentes 

condiciones de estrés, son elementos importantes para la sinteisis, trafico 

'f secreción de proteinas en la mayoria de las células. 

Las HSPs en la vida de un parásito como 'E. ñi.stofyti.c.a puden tener 

diversas funciones particulares debido a la organización subcelular que 

este organismo presenta. 

Es de mucho interés en nuestro grupo de trabajo definir no solo los 
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eventos, sino también de manera primordial, los elementos moleculares 

involucrados en la sintesis, tráfico y· secreción de proteínas en 'E. fústo{ytica. 

Consideramos que la identificación y caractyerización de las HSPs de 'E. 

fiistofytica nos proporcionaría información sobre uno de los marcadores 

moleculares implicados en la síntesis y etapa inicial del tráfico de proteínas 

en amiba. 
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. OBJETIVO GENERAL 

Caracterizar molecularmente un fragmento de un 
gene similar a Hsp70 de 'E. liisto{ytica 

Objetivos particulares: 

-Secuenciar una clona de 1.3kb que contiene un 
fragmento de un gene de HSP70 de 'E. fiisto[ytica. 

·· Análizar con herramientas computacionales la 
secuencia del gene y su región S'no codificante. 

- Realizar un análisis genómico por experimentos de 
"southern blot''. 

- Detenninar su expresiónporRT-PCR y Northern blot. 

- Identificar el sitiodednicio de la transcripción. 
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MATERIALES 

En este proyecto trabajamos con la cepa 'E. líistofytica HK9, 

caracterizada por presentar un zimodemo patógeno (Said-Fernández, et al. 

·J 988) y cultivada en condiciones axénicas en el medio de cultivo TYl-S-33. 

(Diam.ond, et al. 1968). 

Las enzimas de restricción, la Taq DNA polimerasa, polinucleótido 

cinasa y los dideoxinucleótidos, los obtuvimos de Boehringer Mannheim. 

Los nucleótidos radioactivos de New England Nuclear. La transcriptasa 

reversa (AMV-RT} de Promega. La membrana de nylon N+ de Amersham. El 

resto de los 1u..ii.:llvos utilizados fueron grado biología molecular de Sigma 

Chemical. Las manipulaciones estándar de biología molecular se hicieron 

de acuerdo a los protocolos que se reportan por Ausubel, et al 1992. Los 

oligonucleótidos utilizados se muestran en la Tabla 1. 

TABLA 1. 
1\0M3RE 

HSP2.MAC 

HSP1.MAC 

FORWAR0/23 

REVERSE/24 

RHHSPOIF25 

RHOJF.JNV 

RH2HSP 

RHATG20 

RH4HSP24 

RH239UP 

RH3HSP 

014.MAC 

09.MAC 

ACTINA 1 

ACTINA2 

Los ollgonucleótidos 
SECUENCIA 5'-3' 

utilizados en este estudio 
SINTESIS OBSERVACIONª 

GAA A'l'W A1'W _GCW AA Y GA'I' CAA GG 

A'l'C
0 

·1•rc wcc ·i-icc AAG: W'l'G AGT ATC 

IBT 
IBT 

OPSU.J 
/\GC GGA'.·rílí\• clií\'.:TTI':cAC ACA GGA OPSU.J 
GACl ~0~'·1~;. ~ACl TTri.~llT AT'I' G'l''l'G OFffiO-J 

r:AI. •r/\•1· c;cÁ Ac'l':cAJI.'. A'l'c 'l'CT e 

<:~:r; ACA :1-c"A .A/\1-:'a'l'icc 
. c·rc ·rAk·~·r~;c1·'1' 'l'A; c.f+ ªª 

! ~ --.- - - ' .,, '.'""; ' . 

'l"l'G-AGÁ .A'rc:ATT GAÁ• A'l'A '!'Ge TGG 

A'l'C AG'l'·/\C;·ATC A~T ATC. AC . ; 

•JA'r cc11 'c111: GAT.ÁAA.cc • 

_: •-:n'i,: ~JC'r·:_.«Gc;i:-~,icA·~-~~~¡·:'.~-~-r · 
. C:c11 'l"l'U ti·1;11'.'~c./\ · ce~ 'ÍIG 

o::n~ ·r11·1•1:11c:'.Á1;fcc/\ ;1:c:T ri·A TG 

;:l/\/\: i~1.·~·~::;.1 .. r><~:~'J'::·~~;J;6 .·:·:J~~-:-~T ·ÁGG 
., -:( ~-;.) <·· · ... :~;:. :'' 

OPERQIJ 

OPERQIJ 

IBT 
OPERQIJ 

OPERO\I 

OFffiO-J 

IBT 
IBT 
IBT 
IBT 

2 

2 

1, 6 

1 

1,5 

1,3,6 

1,3 ,4. 

1 ,3 

3,5 

3 

3 

ªLos oligonucleotidos fu~ron usados_~íl: 1 S~cuenciación; 2 PCR genómi~o; 3RT-PCR; 4 Primer 
extension; 5 Southern Blot; ºProducto de PCA d~750pti~ · 
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PCR Y AISLAMIENTO DE LA CLONA EHHSP70 4.Skb 

El diseño de Jos oligos degenerados (HSP2.MAC y HSP1.MAC} se realizo en 

base al alineamiento multiple con los genes de hsp70 de 9-(omo sapiens, 

qaffus gaffzl.f 'f\.1111 us norvegicus, Scliistosoma mansoni; CaenorliaEáiti.s efegans, 

Petunia liyEriáa y 'Irypanoso"fa cruzi. Los oligos HSP2.MAC y HSP1.MAC se 

posicionaron ~ .25~32aa y 232-239aa respecUvamente del amino terminal 

de acuerdo.aL_~ciri~;~n~o···g~:ner~d~;~qr;e_J,alineamiento multiple. La generación 

del prodJC:t~::d~·: a~~'1iib~~Ú~~·.¿¡~:~~.6R , (.s~~pb) para HSP70 de 'E. lii.sto(ytica, 
' ..... ,-;;.. ·;.·;:- :,/:./--'- ·' :-".i~-''t'-·-.·<,-;.-o. :'··-·- '""·: 

su utilizáción'({nha.b'úsqúeda dé fagós recombinantes positivos en el banco 

genómico (Xgt 1.0) del laboratorio fueron realizadas por el Dr. Miguel A. 

Cevallos. Como resultado de estos experimentos se obtuvo la clona 

EHHSP70_4.5kb subclo11ada en el vector pUC19. 

OBTENCION DE LA SUBCLONA EHHSP70_1.3kb. 

La clona EHHSP70_4.5kb se secuencio parcialmente utilizando los 

oligos del polilinker de pUC 19 (Figura 2) con el kit de secuenciación para 

cadena doble y oligo marcado de BRL (dsDNA Cycle Sequencing System) 
. ' . - -

bajo las indica~iones del fabricante. Esto determino la orientación del 

inserto d~ 4.skb.· co.~~ parte de<J~ estrategia;d~ secuenciación se decidió 

~·:~~:~z~Js:f c~N~~)it~~'~f ¡¡~il~¿'~~nl~~lt;j~ki~: f:~g~~:.:n:~ ~~3~:·q: 
contenia la 'secuericiaJ,de'interé's de~pÜé~~(i~ digerir. con. EcoR1/Pst1. De 

::;:;~1t"f ~~J~f J!t~~f ºél!{~~1~f~t:~~f~~~~~:::~E:~::~: 
las diferentes reaccioríºes de. secuencia se' realizó con ayuda del programa 

GeneWorks de l~teH~;g~ti~s; dnc. 
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p UC l 9 /EHllSP70 _ 4.5kb 

EcoRI 

f'.IGURA 2. SUBCLONACIONDEEHHSP70_1.3kb. 

EcoRl T3 

~~ 

pBS SK/
EHHSP70_1.3kb 

250 
1--l 

Oona pUC19 / EHHSP70_ 4.Skb que contiene un fragmento de DNA genómico de 'E.fiistofytica de 4.Skb 

·. (c~l~r~~verdey ginda). Un fragmento det3kb (C01C?rginda) de 1a,c1ona EHHSP70_4.Skb con}as enzimas 

restriéd6niEcoJ?.j%-tJfue subc1onado en.el p1asmfr1ó BlueScrip( SK(-), resultando en la clona 
EHHSP7o.~J3kb. ' . . . . . 



ANALISIS COMPUTACIONAL DE LA SECUENCIA OBTENIDA. 

El análisis de homología a nivel de aminoácidos y nucleótidos de la 

secuencia obtenida de la clona EHHSP70_ 1.3Kb contra los bancos de datos 

públicos (GeneBank, SwissProtein, EMBL, EMBLupdate, PDB, SPupdate, PlR, 

GenPept, GPupdate) se reaÍizó ÚÜÍLz¿ndo los programas BLASTX1.~:7ÚP 
(Gish, 1993 ·y Altschul,· :19;9p)·~:y;;.s(_AST~:1.4.7MP (Altsch~l,:~.19~Ój:•pbr 

::::~:!!i~tt~:º~f t~~tt~'.1i~:~J~~~J~J~~I~tri:~tlii~1~~tTit::: 
de uso de codones para 'E. ·fi~~~[ydca rn~~rta.da: p~~- BrG~h~au~,· et ·-a~I .. (1_~93} .. 

• - ._. -,-.•. '->·º:.~?-~- ; ' -''- .. -· -",-, • ' .. - '·'1 _., J '.· 

La ..• bÚ s§_Y~d;~·;'.·~~:·2n ~tiv·~s..•':~3· .u.~··yr §9it~.n%:~~f i ~j(~:r,~•r~i~b~I~(j~t }T~.·· se 
realizó en parle .. con ayuda·. de. la herramienta ;/'firidpaterns'.\, del paquete·· de 

:. · ·-:,r,. ~ .. :(/ :. ;--~:- .;.;~--;. :.,:).~_:) -~~,::_.><_:_~-~~>-~-,\- _-_::::; .. \;: .. > ·---~~,,_-,;:\:·:<~~;.~;: ·,,~:-:--_.:-~·,:.~! >·'.t;·> :,~ .. ~:·--~:- ,_ ':.>_·<<·· __ 
GCG/Winsconsin• utilizando la base de datos del propio programa;··· ¡ 

: c. '. •; ·' •• :-:,: •• .,' •• ',... ·- .... , • ., ·- ' •• ' •• ·, ' •• , - " ; • ·- ·' .·.:·: ,, • l • • 7 -_ • ··;: - • '. - _-. - • ·' .. , • ,· --·' -

Alineariiienti}.s po~teriore~ se 'realizar6n'.•co1)' el· pl"()gralria Ge11Works 

de 1nteligeneÚcs:\1118. 
;.; :- - ,: ·-·= - . -· -.-7:- ~ 

: ~- . •, ' ,. - .. · ,.·. ' ' 

AlSLAMIENTÓ.•DE>Üt~A DE_ 'E~'f14t;[ytica; 
Se •c.bs~bh:~'id'N C:últivOs/ ti'e >i: IT.isto[f¡tica en fase logarítmica, 

cen\rifugand() a:sbb~~, ciJrante )o~in a 4ºC y lava~d(> dos veces con medio. 

TYl sin suciro. L~- p~~tilf~ de :•6é1ul~~. se cCJng:eló en nitió8~n9: líq~ido, al 

descongelar<sci.a~·~egó· im()'rtigi'.i~Cl~r· de lisis.·····(Ücl 2.sM.· :fris,:.8'c1>somM, 

pH7.5, TritóH xfoo·:~º(~:. EDTA tg2,5iiíM) a·hit~!1.d.~ s'B,a~~!11.~:nte h·¡~¡~ obtener 

una suspensiori ci~r<:iY? . ..· · · ::: , .·· ':·,•_' .. ·.' · .,) './ ~. :\ ' 

EnseglJi~~~~t!;~W~~s ciü~;'v8b~sf:6o~· Jk:9'.?1y~~-~~; ~~-t~~61:cl~~ot~rmo 
[1:11 v una vei'~c&'n !c16'rC>í8rm'6:JYb0RC>1 ;¡_s§~mílico2r24:1].·~é6i~'bt~fu·á~:. ra· 

fase acuosa .. •Y•·\j;J?r~f•ip,it{~~1 •... R~~~'.;'.C,~,'~.'.~2:_ .• V,;f1d_~)~,~#.:(z~·~·t3;J~n:o}}~~:s.01.úfo~· 
Dejamos secar; el-precipit~do:aL aire;1D.')nin y•resu~pe119Jmos·'.en :t mi :de TE 

(Tris-HCI, 1 o· rí1~.; ~H·f sl,~6+A;'.1. 111r~)'.Á9r~ga~()/soÚ1 d~·-~·~~~é1(ib.·mg/ml) 
v se dejó ª 1emper~1~r~ ª·~biente d~;ª~·te 3o~~º min~ E:1 v61um~n ie úe,vo a 
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7.7ml con TE y se agregaron Bgr de CsCI y 300 µI de BrEt (5mg/ml). 

Centrifugamos (centrífuga Beckman TLX100. en el rotor TL100.4) a 

100,000rpin/8hrs/22ºC/desaceleración cero.· Terminandq, el proceso de 

centrifug~ció11 •.··se yisualizó ·••.'ª .• banda
1

.de °:~A,co~· Juz:·.pv:(~ larga), se 

::::; e~:,~;·c::,~:~v:i~~:~s~CTl~~~di!~~~;f J~fuii?f ?~h ~:m::::::,: 
ambiente con etanol a 70% y resüsperiClim.bs· eh· o·.2~2ml de TE. Se analizó la 

calidad del DNA obtenido en un ~el d~·;~~f~s~:a 0.8-1% en TAE. 
;:'.;' 

DETERMINACION DE LA CONCENTRACIO'N DE DNA GENOMICO. 

La concentración de loiJo~Ás':d~ amiba se determinó por un método 

que consiste en el uso·de ~~}~;o;l~·~a6!e • (YOPR0-1) de Molecular Probes, que 

fluoresce cuando se inÚ=!r6;a.la··~~'~(o~A. En un volumen final de 200 µI por· 
. . . ~ ··: ,_..: -.·~·""'•' ·-· . '· " ' ,.· . ,, , . ·~ :, ' . . . '· ' 

pozo de una 'placia~FBP1(NG'n~)-de 9G1
pozos, se colocaron 45µ1 dec~loranté 

:~;;~~)~~~~{ii"~~~~r,~t~f !~~~~~t;9;,:f:"2::,~' ~~~f ~1[ f ;~~~~(~: 
exitación a•481~·hfü y~u~"~ ~!]:is}ªn'a 5o9;n~':: • 1.\ ..... ·· > : '\ '.· 

En· ¿ada·:.e~~a'y~ .s~(ÜtilíZ'ó'Lna_'.'n1ues~ra. D1~ryc8sJniD~A _y'<()tr~s con 

cantidades' cof1osi,dasY_ci~;_P~R3~2,'en'las}mi~;,,~.c~ndi~IóH~s\9lif.1aniuestrá 

::~:~;,,;c,~~~~~~g"~~?J~;J;U;~J~ªd~~cJ;~J;"~~;·;~;;,::;:á~f ~e~~~f .t1'1~: 
del DNA c~nfrol. ;> ,: ;~ ·.> . 

:::_~": '.·,, ':': . '; ,; - . . . . 

OBTE~~,1~~:1l~f~~".~,1~1J~~fft7~e"';'º ~oczu;!'f et ar, 19B7, se 
cosecharon alTlibas'en:'.f Éise ;logár'ÍÚnica~ Las amibas se ;lavaron 2 veces con ·. 

' . _, - . ' '· .,, ... . . -.· " ~,~ .. . . . ,.,. ,· '• ' ·~·· ,. . . . . - ' ' . . . .· . . . . . ' . . ·" . . 

medio TYl-S-3á's'i~s'Jerb';· L~s'~celulasi s~ 'n~aron con'H mi 'de lsotiocla~ato 
.:.:·· ·'-: :. r.: . 1 

de guanidina 5M(éh'.agúa':oEPC} hornogenizando vigofosél.niente'y. se centriíúgó 

a 14000 rpm/5' a t~n~peratura ~mbiente .... 
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Recuperamos el sobrenadante y se precipitó dos ve.ces .con 0.3 

volumenes de etanol absoluto {-20ºC por 45min. Max.). El precipitado fue 
------- - •';_:~:. :_¿_-:_~'-:_:'.=-.o-~·.:C"·;~-· 

resuspendido en TE y se extrajo dos veces con un;yol~m§)n de f~nol/clOroformo 

[1:1]. El RNA se precipitó con 0.1 volúm~nes dea6et~to ae·~~dl~ ~M··~H4.7 
.. .. . '\"···-· .. , .. ".-' ·- ,_, -- ; •' -... -·- . 

y 2.5 vol de etanol absoluto. Se resÜspendiÓ en ·+E.t:y"~~ a~~li~Ó I~: integridad 

de RNA por electroforesis en un gel al 1.5~/; de:agarosa ~n .~/..~. 

ENSAYO TIPO SOUTHERN. 

Realizamos digestiones de 10 µg <de DNA con las enzimas · EcoR1 y 

EcoR1/ Pst1 respectivamente. Post~ri;rm~~t~ El D~A s~ fr~~ci;nó ~n un 

·.· .. ·:':-.: :···, . ,,-_:'.·¡" ·:·:,,< "' ·~ :·--_··. ,: 
- - '~--: ~"·.:¡;•;.·:·;.;·.;; ~,~;-~--~ .,_ .·:·:~e-~·::.-

En .. ,,OS ~xi'eri·r,ii~~to's que Úscimos'.lg~¿Íigds ~·1~8-sF>DIF~5~o·;~H3HsP 
como sonda,•· .. hifüidamgs .• _de,~c~er~~ ·~1 protb~ó16· repb~ado ;po}_Kafatos et 

al, (1979), Cuando utiliza~os el(Jr6;dudode PCR, se !1ibridiZó por._18hrs a 

42ºC en f?~~~~ida' 5d 0;J 5~ SET {125rnM NaCI, ;50mM ~ris-HCI pH7.4, 

0.5mM EDTA), 1~ [)~nW¡r~~~. 

PRIMER 'EXTEN.SION' 
- -'" ;-.;' ~-- ·.· 

A 3'o~~g ·. clé •RNA totál se adicionaron 5 pmol de o ligo RHATG20 

(fosforilado ·:goi; '[~- 3 ;P]dATP), 2 µL de amortiguador de hibridación 5X 

(Pipes 50~f\/p~{'G{4.;\.JaCI 0.5M) ell un volumehJinal de 10µL La mezcla se 
. ·' .. ·' ·: ' . .. ' .. . .. , ; . . . ' . . '" .. . ~. ·, :·· •- . ·. . . ·: " .. '·. - - ' - . 

desnaturalizóia'7sfo bcfr 5 min Y. ~e ~puso en l~ielo sec~/~téi~ol; enseguida 
. · .. · ... ,.. . -,· . .• ' - ' ,- ,, - -·. 

se descongelo lentamente y se incubó por 3 · h a 42°c, La 1r1ezcla de. RNfVoligo 
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se extendió con 30 U de Transcriptasa Reversa (AMV~RT de Promega) en 

un volumen de 25 µI (con Tris-HCI 50mM pHS.3, MgCl2 50mM, espermidina 
-- ·=:o- oc.!'.-=. · - - -·-

0.5mM, DTT 50mM) incubando 1 h/42ºC. La reacción se paró con 1µ1 de 

EDTA 0.5M. pHs •.... se .agr9;ga.ron •.. 5ºµ.l.deRNt\sª ... (10 ,rn9(~1);:~~sp~és.de- 30 

min/37ºC se .~~tr~io~Luri~: ·vez~-~bn··t¿~o1:C:1Ó;o~t~rfu'6](1·:~ff .. ,·E;n;;óducio ·de. 

extensión .•.•. se·.pr¡~¡~itódon·· •. g··~;;o~·i~(:de .• ·.etah~1/-sµg •. de·t8NA'Y:2 •.. ·.v0Iú~~.nes 

::o/~:~;¡,¡¡~~~~t1.tf~f iJJl1:\~i~if ill~~i~f rJJ~~;~::: . 
junto con~ ún~\6~~~6i~n· de ~e~LJe'rióia·corÍ. ~¡ oligcl"' univers~I (4o)'sobre el 

,:;:~~-' 

templad6 de.M13 9.e cad.eriásencilladeterminandó de esta manera el tamaño 

del productb d~'·e·~te~sióh. 
' ' . ~" - ' ' "· ' ;. ' . 

RT-PCR. 

Se trató RNA tótal para remover DNA contaminante. Se incubaron 50 

µg de RNA con'~10U de DNA~a: {libre de RNAsa)Jurito C:orí·) U··d~ RNAsin en 

Tris-HCI 1 oqmM-:pH S.3, kc1 Ó.5MoMgCl2 JSmM 'en ~n vóll.lrnen de 20~1 .• por 
' · ... : . .-· ·, ' ... ' ., . ' '-'.•·, '' ' : " - .· ',.· . ' . - . . ;;;,-;.' ·~¡" . 

30min/37°C '. ~f"lseguida_ élc RN_Á :s,e•extrajÓ:~2. ve~es, :con téno1:c1oroformO 

[1: 1] y u ria_ vez' eón. cloroforlTlo:alcohol •lsoámílicci- (24:1 ); E':'ietibita~·~s el 

RNA con o.f: volú~~~nes :d~ :~c~ia1~ ,~e:s~dio.'3¿,prl;.;,; ~}2:Svol· ¿~ ~ianol 
absoluto. Re~susperídi;o~"eriT,Ey ~ll~li¡an\()s'Ja int~·grida.d de'i :~Nkpor 
electroforesis·•·en Un:g~l.d~iag~ro~a ~1· 1\so/o en TAE~· · .. 

'· -:,- ·',.. ~- ·- ., '. "r·· , .. '·.;_ ,_,'. •, • • •- ·,.' . . -

Para; cada ~re~~clÓ~ .de' •RT-PC ~-:(f\atsinki;2ef.·al,:1994)ºs e·;:u_tifi;tó1µg de 

RNA (libr~ d~ [)N~); ''aL~Úe se)le agreg~rc>n SOp·~()I ~'.~~·b1i.~6s'~R~.ci1i:'1N\/y 
RH4HSP24 y 1, y·'c!.e •.. F1Nf-'s,in(P'~9nie_g~) eH,urf v9fü111~n'tin~1:d~2~,:µ~:¡¡E~~eg~ida 
se desnaturalizó elcRNA··in.cubanci'ü:por;15 h1in; a:~s 0 6 .•••. Posterici'rrnente. a· la 

reacción se le. agre'gar:()k 1o~J,d~ buffer d~;PCR ·10)(~~~~~g~r~in:nf~eim), 
s pi de dNTP's (2.5 niM); sube RT-AMV, 1.2s UdeT~qpolirner~~~ ~n un:·. 
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volumen final de 100µ1 y se incubó a 42 ºC I 1 hr y a 95 ºC I 1 min. 

Posteriormente, a cada reacción se le agregaron 5 µCi de )aª~Fl9CTP y se 
----- ----=----,-----.---. 

- ¡---. , .· ,· ... ·, 

amplificó por PCR a 94ºC/ 1min; 30 delos a [94 ºC /45iseg; 55 ',ºC I 1min; 

72 ºC / 1. min]·y~n .. paso ..••. de·· extensión·fi~al72º,C/Tmin.,Los,.·.pr~ductos 

:::::~:ri:~~:::P~:~~g~~i%(~;~j~~·~~~~~~:;~~;J;;!~·~j:~hmn: 

1 o x a una.rnembr,ana'.denylon (Hybo'nd'~+;:·;de';AMer1'harÍi)'~urante '1.6hrs. 

Después, .. se }ifo·,~1\ÁN,~-:~·c1~·-~~mb~~A;;.~E)di~r1t'~'2;~~u;~95' .• ci~·tru·z;.J~ d~·.12 · 
segundos··· utilizá,ndéi el :aparafo. Strá\alinker' de Stratélgené'\, .~osterio'rmente 

la membr~.~-~·.·~~:-:ho/pf~ •. ·.~~··•''.'.s?ºf )_ciü~~nt.~/1'11r,'/:\:J!J,t~~~··~it'.hi~ridó 
independient8:,;8:nte/·con·Jos.·01igos •.. R,H4HSf ••. y RHHSPDIF.25"marcados. en. el 

5 ·-termina( .~~.n\·;~~?:j¡~8c1e2ii~o ·.;fi~~s·~:•.·del;;¡a~~ ;;4'.!':Y.;Ú1-BYé)d\TP. :La 
prehibridaciÓn ;e'fi'ibriciaCión%e' realiz~rori':en 'ssPE ;'.1.sx,.J:)EG Ei11ó%, ·;~os al 

. ,._.. _, "' '· ~ ..,, ' . . '". -·· .. .. . . "' .. · . - ' -· . ·' .. ~ .< . .·- - "· . ' . - - " -- . 

7%, 1 oo µg!IT1i .cíe,, ciÍ'Jf\',d~· é~¡58~nía:;cí8' sk1rnón. y25o~1b1~1 •. clei .• Íl~pdriri~ a 
¡ <<- ~.-~ ·. . ' . -~:-· -' -- .-,;:·,· . ;;> 

28ºC durante 4811rs.''E1Jiltr0 se lavó 2 veces durante 30 min a temperatura. 
: .. - . ,:··:_ . ,· . - ::~,/ . . . "··. - ·.:". ;· - ' ,•. . ·. .-. /' ,", ·- - . . ,' . - .. •:: -- . ' - •' . 

ambiente cbn Una soiÚCiÓn dé SSPE 2 X y sos 0.2 % y ~~· ~xpu'~o po/' 8 h y 
. ' -,_.. :- .. ,,. -· ; ,·., . - - ; ,,. _' 

se reveló en elPhosphoriíllager. 
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SECUENCIACION Y ANALISIS DEL INSERTO DE LA CLONA . 

EHHSP70_1.3kb. 

La clona HSP1 .3Kb se secuené::ió como se desc~ibe en .Materiales y 

Métodos. El contingente de las ~if~rentes l~c~Lras y la. secuencia nLibleotídica 
·- .... ·. -.~-·;·· - .... ¡· - .. • - -·- :· _- - ; .- ; 

obtenida de éstese_resú~e8<eniía'figura 3 . . -.·-,;-,' 

El an_~lj!5i~.-.d~; 1~\s~guenci~p.9r mecii() · ~~I 'prógra-~a- "G~dd~pr~f~~ence"·. 
(Figura 4) para:'1'6'~ánzar;{marcos de iectúra'.:a6Tertal :;íldicó 1·que: ürl marco 

continuo de:1'ed~-~~Sabi~~t§, '~'ITI~-~z~.b·~\~ ~~r,ti{~i l.··ª(·_ ...•. ·n:_ .. ·.·.~.··:··_·t __ P .•. _._ •. ·.º_ .. ·_·.:
1
._·.s, •. 
3
_. __ i_:._c

2
···;·····Í

7
_._º __ ._·)n:_ .• _' .• _•·.·.;···.·.·.···.d.•Lea'._.~:.'. •. -.·.l .•.•..•. •.• ... •_.t?_r'._ .•. ªu······.··_·dc_ .• _.1u~cº .. _ .. ·c···.t.·

1
'._do··.-.. ·.ºn·· 

613 y con,ti11~~b·a ,h1stél ·.~if'.'Á~1··d~·1~s~cJ~'.ricj~ . . 

deducida de iesté •, r;ncír'có\d~ 1eibt~ía s:S : rn u'~st~-~ dé bajo{ dei la} secuencia 

"ucrea;:;;: ~· ~~,~~ongr:~ •. ~ur1Ióf ~~; !~,~ñ /d: . f º~~ ·. sG ;:,,~faindl eni~ 
secuencia .• ~.~·-·· ~-·~i~oéf:1d:s >~edcicig_a. '~~.-~utfü~~r9~~rp~faH.l?~-~~¡r~q~;~-d~ ·de 

secuencias sim iiafo~ (en •Jos:, b'an8ós .. de' c{élt¿{,público's 'utúíiángb' las 
r:C -- '/:::·,; - .~:' -.·- ' . ' . ~,. ;,:·,; 

herramientas de ;1óstprogranía's de cOrnputációri BLASF-de: NcL. por ·•E~mail: y 
'.:<.'. ,··~'::-. ·.·:_ .. :,"'."<"<··.' -.·.,.,.;_/··-::·,_.' .. ·:··,,:,, .,_¡..· ;:;.: .• ·:!·:,•--:.: .. -- _·, ···,-_.;,, .':'.-!_. :_:=,:·,::···:~ 

GenWorks .•. _._se· encontroqÜe· la:hómo.IOgía fnás~alfa.(85°Ío).: túé. Con.ja'prot~ína. 

deducida d~Lg~~-~- ~·NH~sp7oi\ tj~ ri.iff1ti3rytifa'.(oft~~r. ét.a1.1.·9~?).:y 90~. un 

;;,~;á::;;¿;i2,lf fi~0f ±i~]~~t~~ji1~LJ;~~!t·~i\€~~~,[6Tu~D;~i::. 
de humano·•yde ratón:Mienfras;:;qUe ··a:ni'\ie'l.de:nudébtidos, .. lá·:homología 

mas alta (85%) f~e t~~bién:c~ri éNHHsé?ci.i (Figura S). . . 
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~ 

A) CLONA l-lSP70_1.3 kb 

o 300 600 900 1ZOC\ 

~--_:J ___ ::::¡__.\_r:'-----L-T 
~EVERSI' ! ~ 1 n 

E RH4H'P24 

( 1 RHA 1rG 20 o( R 2HSP FORWARD 

RH23.9UP , .: ·' ' ·:. ',O 14.MAC 

B) 
CTGTCTAGTA GTATTTATAl\. TAAAAGAATT AGTCACGAAT TTTACTGTT~:~~Tll.MT!<C,A,']?~;t'T.~TAl\.TT GCACTTTATT CGTTTTGTGT TGTTTTATAT 100 
TCTCCTTGAl, fü'\l\.GTACTGA ATTTTACTTC TCTTTTTTTT AACTGAGGTG'.GTAATTAAAA'ÁGTAAATTAi'\ 'ATATCGCAAA CAAGTGCTCC TCCATCATGT 200 
GCATTGCi\M ATTCTTGi\TA TAATTCTTTA AACTTTTCAT CAGTACAllTC AGT1\TCACTT.:ATTGAATATT TCCMTCTCG TAAACATGAT CGTTTACCAG 300 

T1\GCTGTTGG ATTTTTATTC ATGCACTCTA AATAATCGTC AGAGTATTTT CTMGTGCCC. AÍ\.CTAGCACA "AGAGGCATTA. ACTATfü1CAA TACACAAAAC 4 00 

AAGTJ,CM.TC 1v1TGTTTGAA CCAATTTCAT TTATGGATCT GTTATTATTC ·. TTTACTAGTT"·d:rMiv:TTCT' TTTTCCJ,TCT TATT~GAATT TTACTTGTTA . 500 

TATATAACGA ATCATACTTG TATATCMAT AGACTTGTT1' TTATTTCAGT CTTATCTTAC 'TCTTT1:CTTÓAATCATTCTC'ACÁACMTAT GCMCTGAAA 600 

TCTCTCTTTA TTCATGMCA AATACCMGT Tl\MCGATTT ACACCAG;\,',.G AAATTTCATC. tTG~'f_¡;~~:. AGTMMTGÁ':•Jiúiiliai;c 'AGAJ1ACATTT. 700 
---------- ---MctAsnL ysTyrGlnVa lLysArgPhe ThrProGluG · 1uilcSerSe rMetValLeu · SerLysMetL.;ysGluThrAl .aGluThrPhe · 

GTTr;GAMu\G AAATAAAGM TGCl,GTTATT ACATGTCCAG CATATTTCM TGATTCTCM l\Gl\CMGCTA · CTMAGATG~,:•¡;c;c;i\Á~~T~'.c;(:~GGMTGA 000 
ValGlyLysG luilcLysAs nAlaValilc ThrCysProA laTyrPhcAs nllspScrGln ArgGlnl\laT hrLys_}i:JPA;\- .aG_¿yThril~: AlaGlyM~tA 

ATGTGATGilG Ai\TTATTAAT GAACTAACGG CAGCAGCTAT TGCATATGGA CTTGATAAAA AGTACAATCA ATGTTTGMCcMTTTCATTT TGGATCTTAG 900 
snValHetAr gilcilc/,sn GluLcu1'hrA laAlaAlail eAlaTyrGly Leui\spLysL ysTyrAsnGl nCysLeufü1i;i·~,snPheileL·eu~sp.LeuAr · 

AGGAGG;\.ACA TTTGATGTAT CAGTTCTTGC AATTGAAGAA GGAGTGTTTG AAGTTAMGC AACTAATGGA GATACACATC irGG~GG~GA'iG?áTTTG~T . 1000 
gGlyGlyThr l?hcAspValS erValLcuAl aileGluGlu GlyValPh<>G luValLyslll aThrAsnGly AspThrHisL · e~GlyGlyGll':üAspP~eAsp · · 

MTCGACTTG TTAAATATTT TATTGGTGAG TTTGAAAGAA AATATlli\GllA AGATATTAGT GGGAATGCAC GAGCTGTTAG MG~TTMG~-·A~AGCATGTG 1100 
AsnArgLcuV alLysTyrl'h eileGlyGlu PheGluArgL ysTyrLysLy sAspileSer GlyAsnAlaA rgAlaValAr ·gArgLeUArg':TllrAlaCysG 

MAGAGCMA AAGA.1'1.CATTA TCAAGTGCAA GTGTTGCTAA TATTGAAGTT GATCAATTAT ATGAAGGAAT TGATTTTTAT A~ATCTATTA:cACGAGCTAG 1200 
luArgll.laLy sArgThrLeu ScrSerAlaS erValAlaAs nileGluVal AspGlnLeuT yrGluGlyil ellspPheTyr ThrSeril~T• hrArgAlaAr 

ATTTGAAGAA llTCAACATTG ATTTATTTAA ATCAACG1'.TT GGACCAGTTT CAAGAGTATT AGAAGATGCT AAAATAGATA AAAGTAGTAT: TGATGMG~A 1300 
gPheGluGlü IleAsnileA spLeuPheLy sSerThrile GlyProValS erArgValLc uGluAspAla LysileAspL ysSerSeril.eAspGluVal 

GTATTG1\TAG G/,GGAJ1GTAC AAGAATT 
ValLeuileG lyGlySerTh rArgile 

1327 

FIGURA 3. A) Contingente de las lecturas con los. diferentes oligonucleótidos utilizados para la 
secuenciación de la dona RHHSP70_L3kb. B) Secuenci.a nucleotídica. dela clona RHHSP70_1.3kb y secuencia 
peptídica deducida para su marco dé lectura más probable. 
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Promedio del t1~~ p1:efere~i:l.é!1 d~l ufa d~ co9?11~_:; ~:~ra el 11~árct:J.1 (pan~! A) =0.8283 
Promedio del uso.prefer'énC:ial del uso décodóii~s para el marcó 2 (panel.E)= 1.0098 
Promedio del use) pr~fe~.ncial del uso de co&1í1.es para'elmaroo 3 (panel C l = 0.8039 

Promedio del uso prefe1:enci~l del uso de ccidones para üna'sectiencia al azar= 0.7613 
Umbral de codo1i'.pocoúsado =0:1 .. . . . . . .. . . . . 

1,, ':-: , .. ~¡:.;·-·~ 

;·: •,",; -

Figura 4.- Gr(fic~ dciJanálisiS 'dkl. uso .. pr~{e~~pcl~I de c?clo1\d,sd.eJa···secuencia 
obtenida de la ~1~úa·•EiiHSP7o:1.3I<1fs~111~e·~ú:j·u11'mh~~ca'cieÍ~~tura>abi~rt~· en el 

.- ,. ' 1 - • • • ''· '.. • • • ., • ' ,. ·-- - • - - - - , - • •• ~ 

marco de Jectu1;~ f<pineÍ ~, 1!11~~ 1~~i·a;~j~)·{¡tniza11d,o prefereiit~1ne1~te ÚD1%), los 
'· ..... ·, . ;,· ...• ,.• • -· ·' ',... .• ·-'i.._ ,,,, .• - '·.·.· '•" .; •• 

codones para atniba; El Uínbral míúimo depz~ferencia esfa 'represefüádo por lá. linea 

verde pt.mteada y Jos pCl~OS todones in'eguJar~S se indican con líneas VeJiic'.aJes. 
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.E:NH!fS?70l. 3kb 

ENHHSP701. 3kb 
:e:nmSP?Ol. 3kb 

EN!il\5?701. 3kb 
.E:iri'HGP70J1. 

r:mmsP70l.3kb 
E?i!HiSP7C.A 

EllHI!SP701. 3):b 
ElmH!'JP7ü1\ 

E?iHHSI'7 O l . 3kb 
ENHf!G?i'Q,\ 

Emmse70 I . 3kb 
EHfüJSP7ú.t\ 

r..mmsr·:ot.3J6. 
ENHBSi.'701\ 

.E:WHiSl"701. 3kb 
EfüiH[;l'70A 

EmmsP70L Jkb 
EW!ESP70i\ 

E~iHH$P7ül. 3kb 
r;¡:m!r-ri'l)A 

E!ii!RZ?70l. Jkb 
E!:.!:HSP7C>A 

::~arn:-;r701. Jk!:i 
r:mmsr7 o;~ 

.El;m¡s¡·1oti. 
EHHH:;.?t•JI\. 

F.:Ni!HS'I'"/01\ 
lm!iH5F'70i\ 
EWiíiSP70A 
E::¡mSP70J\ 

E:-.r:mSP70A 
EN!HiS?70;l 
ENl'iHS?70A 

EHRHSP7t.1~\ 

CTGTCTAGTA GTATTTATM TfJIAAGMTT AGTCACGAAT TTTACTGTTG CCTAMTACA TGTTTTAATT GCACTTTATT CGTTTTGTGT TGTTTTATAT 

TCTCCT'.\'GM AMGTACTGA ATTTTACTTC TCTTTTTT~!0G~MTTMM f'.GTAMTTAA ATATCGCAM CAAGTGCTCC TCCATCATGT 
GCATTGCAAA ATTCTTGATA TAATTCTTTA AACTTTT~~ACAATC 1\GTATCACTT r.TTGAATATT TCCAATCTCG TAAACATGAT CGTTTACCAG 

TAGCTGTTGG ATTlT.f¡\ffeA'i:JG<íef'll--c !TMAT~TC í&--~c11q--- --i¡GTATTrT fi'¡:JTl'jl\G~ C~TAGci¡c Al\qii\:~rrAAc'fr;'§ 
---------- ------~e ATTA>(l'-~AG l!'Ml'.T,\~rfA ffAC~CG TTGpTATTpA t:.~GeJ'ff AC1'.f'ATTl:5 G-rtlEP'a~El 

llf'TAF/ij--CA iWi1=11?\¡--¡;j- p.;¡.lifllf'TCM tffr-T,l'fpAA Cj--pQ\TT{fy lliff¡rl.¡i!l ~r--~Af--T¡\fTC~tr¡--¡¡Gt-fl:'f='¡--T¡i:AA¡.li] 
~;:fTTG ~Ttf!ff ~i'G¡'\TCM !=~TY'l'.J'.i;AA Cjl.<\efCl~ h~l:}ff~T~~AGt>..~GAc¡r TAit~JJGC~~ 

fi'IT\i:'C~C ÑGTTTTT11""'\' mAGTCff'l:j'; TifftilCTÍ:'l'T 

~t:Jc~t*~G A{:~cCAGC~ ~e¡.. T*:,~A 
~RHATG20 

~ Cí\l:G~, .. cM AÍ' cci\iíGfiiii\)\CGilfftí\CIU:CAGMGA MTTTCATCA 
f'G ~ht.f:,Í:~CM A~ ~; GTT AA~~¿f'f:Cl•GAAGA MTTTCATCAÍ 

~l\H4HSP24 
í\TGGTATTiV\ GÜ'AAAATGAA AGAAACAGCA GAFJ\CATTTG TTGGIW\AGA m=MA~G=AA=T~G=c=AG=T=T=A=TT=A-c=A=T=G~'°"'CAGC ATATTTCMT GATTCTC 
~TGGTJ\TTi\Ji. ~trJ'v'\i\ATGAl~ AGJv'\ACAGCA GJv\fi::ATTTG TTGGMMGA AGJt'At\AGMT GCAGT'l'ATTA Cl\TG .. CAGC ATATTTCAl\T GATTCTC 

f.;ACMGCTAC- TAAJ\GA'fGCAGGA/\CMTTG CAGGMTGM TGTGATGAGA ATTATTAATG AAC1't 
~;~CMGCTAC TAJV\GATGCA GGMCMTTG CAGGAA'l'GM TGTGATGAGA ATTATTMTG AAC' 

¡:;r;,cA¡\rcA¡'\ ):GTTT¡>MC[\ A¡/fy¡fy1\TTTT f,pKTCT'i'!'f i\GG,\GGMCAT TTGATGTATC A ffifTTGCA ATTGJYIF~ GAGT!'~TTGA AGTTAMGCA! 
Ej•Gi'G~/,Gt..iGMAll~ T'tftj~~Gf 1\ GGAGGMCAT TTGATGTATC A j<í:TTGCA ATTGAreii:l; GAGTf'ITTGA AGTTAMGCA! 

j\\:¡rAilTGGAG ATAC/l¡::ATCT TGGAGGAGAA GATTTTG/•TA ATffhCTTGT riiAl'T/\TTTT ATTGf¡~ : GAM ATATAAGAAA GATATTAGTGI 
~}f'l-J\TGGí'.G ATACf.F1\TCT TGGi\GG1\Gí\A. GATTTTGATA A.Tf\FACTTGT t~Cf\TTTT ATTG~~d ~· _G_MA __ A_T_A_T_M_G_MA __ G_A_T_ATT_A_G_T_G 

GGJ\J\1'GC G AGat.TAGh' AG~'T.r "AA Cl\GCATGTGI\ MGAGCIW\A l\GMCATTAT CMGTGCMG TGT~j' TT AAGTTG ATCAATTATA 
~1f AGCTG1'TAGA ,\GATT 'AA C/,GCATGTGA MGAGCAAAA AGAACATTAT Clu\GTGC GC AAC~C TTGAAGTTG ATCAATTATÍ" 

;rmqfGMTT GAf¡rTTTATA CATCTATTllC l•CGAGCTAGA TTTGA;,GAI<t- ify¡¡A\:1\TTGA TTTATTTAAA TCAAC\;?>TTG GACCA TT C !-AGAGTf-¡rTAl 
~pGAATT GAR!'TTTl1.TA CATCTAl'TAC ACG1\GCTAGA TTTCAAGAl'1r i:F~1TTGA TTTATTTAAA TCMCfi\TTG GACCAGTT A MGAG~ 

C--?~f~if'KGM'Ñ\-AJ\Gi'AGTi\TT GATGAÁGTAG TA!fTGKThGG J\GGAAGTACA AGMTT•--- --------- -------- -:-:-~------
c?v'\GJ\TGCTh lV\tii'JtGAf~bft1TCA~TT GATGAíl:;TrP Tr~~:Jbc AGGAAGTACA J,GAATTbCAA AJ\GTTGTTCA ATTATTAC!--A G~~~'.ITCA 
ATGGAJ\;..AGll. ACCAMCAN\ AGTATTA1"\'i'C Cl\Gi\TGMGC AGTTGCi,TAT GGAGCAGCAG TACMGCAGC TATCTTAl'\CA GGAACCGGAG GAAAAGCAAC 

AGTY\Gi•TGTG TT,\TTi\CTTG ATGTTGCACC ACTTi\CACTT GGAATAGl\<y'\ CAGCAGGAGG AGTTATGACA GCATTMTTC CTAGI\lu"\TTC MCTu~TTCCA 
GCM.V;;MAT CACMGTATT CTCT,'\CATAT GCAGACAATC lu"\CCAGGAGT llTTMTTCM GTATTTGMG GAGMGCATC AATGACAMC CATTGTMTT 

TACTTGGllAil J,TTCGMTTA ACAGGMT,\C CACCAGCACC ACGAGGAGTA CCACMATTG MGTTACATT TGATATTGAT GCAMTGGTA TTTTGMTGT 

TTCAGCAGAA GATMAACAA CTGGAMGAA GAATMGATT ACTl\TTACT/1 ATGACAMGG AAGATTAllGT AAAGAACAAA TTGATAAGAT GGTAGCAGAll 
GCTGl\<y\AGT TCA.\GGCi\GA AGATGATMG ATGI\lu\CAAA GAGTCGAAGC J\JU\Gl\<\TAAG TTAGAGAACT TCTGTTATTC AGTCAAGMT ACTCTTAGTG 

llACMTTTGC TGATllAGATT GCTGCAGllAG ATAAGACTAC TllTTGAGMT ATTGTTAAAG AAACTCTTGA TTGGATTGAT AllCAATCAAA ATGCTTCCAC 
TGA11.GMTAT GATAACMGl\ TGMGGAAGT TGMGGAAAA GTCC,\ACCAA TTTTCACTJu'\ GCTCTATCM CAAGCCGGAG CTGCTGGTGG MTGCCAGGA 
GGMTGCCM ATGGATTCCC AGGTGCTGGA GCTGCTCCAC MGGTMCGC TCMCCAAAG TCMGCGGM MGGACCMC TATTGAAGAA GTTGATTMA 
TGAGT"rAAAT GGTT!'T 
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FIGURA 5. Alineamiento de las secuencias de Ja clona EHHSP70_1.3kby. EH~ISP70A. Se mueslra, además, la posicióh de los oligonucleotidos 

que fueron utilizados para vatios procedimientos en este trabajó. Nólcsc qu~ algunos de ellos soll comunes, mientras que otras son específicos 

para r.ad<J sccttcncia génica 
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SITIOS DE RECONOCIMIENTO PARA FACTORES 

TRANSCRIPCIONALES. 

Con el programa "FindPaterns" del paquete GCG, se analizó la secuencia 

de la clona EHHSP70_1.3kb buscando motivos secuenciales reportados en la 

base de datos de factores de. transcripción (1991). En la Figura 6 se 

muestran los resultados de algunos. motivos secuenciales relacionados con 

las hsp's como el y ctNgaaNNttcNNgaaN 

cNNgaaNNttcNNg definidoi~66'rn¿c;8:sE (elemento de choque térmico) que 

une a la proteína llamada fabtir ,'c:le,6~oque térmico [HSF] (Pelham, 1985; 
... "•" ,- ',-.· 

Xiao H. et al. 1988) estas '5~~üe'h6ikLconsenso no aparean de manera 
···-":·--.:;y._::·2~\é:_· . .::·", ·.-·_,/.' . 

perfecta por dos bases, resp,~C:.t¡,varneD~e:;• §h la Tabla 2, las secuencias 

"NGAANNTTCN" propuestas 6~h{6 ril'otiJosfphhc:ipales. de HSE. en. eucariotes 
•. • . '··· - ".'""•'r • ··¡: ~2 • ,· '·;/. --i "1' ·.. -, • _' ·' • ' • ·-''"• :e " 

(Pelham, 1985; Xiao H .. eta1.198s).~~.C:ompa·ra con; la~ secl.JenCfas prbpúestis 

para otros parási~os.>do;~.~~j:~f ~~:b~~e¡~f ·~.;~;·~~{~~Ífc~i~¡~~:~~~:Ó"~~~~i-~~%i~,~·d? 
del gene y delorga.~i·~.mo,,~pr·.1o~~ue}esposibl; que:·:existanv~riac1ones.del 

::~:•:t:~FJli~~~Í~i~t&&~t~\t!~iª~1~1~:~tL en lo' 

cNNGJ1.l.1.N.'J .. ·TTCN'iG ~· .·· HsE:'.EucAR.roTAs (Pelharii,. 19ss l · · 

:~~~~~!~~ > ;J:~E~tfü$.f ¿\¡, '""' "~~~~/~ DE o fllQEN 
cC:Gc.'l\.C'l'l' .... TTCGI'G HSE : ... : •..•• hh··ªª. PP•,:.·•.7:,•:·.··.···ºº.· ?r.~[uzJ (Requena et al. 1989) 
CN.\..GcAGJ'.\. .. ··TaC'ICG HS.E ''I.cruú (G~·o-shu et al. 1990) 

gCZGGil.A!>.:I'-TTCl~Aa HSE hsp70 if.c~uzi (Gwo-Shu et al. 1990) 

gf\AaAAPA .. ·TTCO;G HSE h~p7o <I.cruzi (Gwo-Shu et al. 1990) 

cCI'aAA(A .. ·ccc.:SCt 
Cf.:\9~A.AG-TTgCCa 

," .. _;_ 

· HSE hsp70 Lntajor (Gi;~-Shu et al. 1988) 

HSE hsp70 'T.annu[ata (Masan et al. 1989) 

C(:J.'Tll.A(:TI.'-gTC.AAc HSE hsp70 'I.annu[ata (Masen, et al. 1989) 

CO'.;cAAGJ.' .. ··gTgCGc HSE hsp83 <I.cruzi (oragon, et al. 1987) 

C'.f.Í3abjflCT-galfil3. HSE hsp83 '1:vrucei (Zwierynski, et al. 1989) 

f'.T.GcAt'.T.l.".:-aTqCi7\G HS§_~rttzi (Swindle, et: al. 1J88) _ 
'En minusculas los nucleótidos no homólogos al consenso del HSE en eucario!es. j] =Molivos per!eclos fuera de la 
posisión esperada. (Tabla modificada de Requena, e! al. 1993). 
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-508 
-458 
-408 
-358 

-308 

-258 

-208 
-'158 
-108 

-56 

-8 

+42 

't92 
+142 
+192 

•+242 
+292 
+342 
+392 
+442 
+492 
+542 
+592 
+642 
+692 
+74.2 
+792 

CTGTCTAGTAGTATTTATAATAAAAGAATTAGTCACGAATTTTACTGTTG 
CCTAAATACATGTTTTAATTGCACTTTATTCGTTTTGTGTTGTTTTATAT 
TCTCCTTGAAAAAGTACTGAATTTTACTTCTCTTTTTTTTAACTGAGGTG 
GTAATTAAAAAGTAAATTAAATATCGCAAACAAGTGCTCCTCCATCATGT 

cNNgaNNttcNNg 
GCAT'I'GCAAAA'rTC'l'TGATATAATTCTTAAACTTT;r'CATCAGTACAATCT 

NgaaNI-íucNl~gaáN · 
:·- . ' .: ... ·; ~, . '\·-' ::· ,·-,:::,· ' , . - ~ - : 

e·:;., ·\1.', 

. \. > .~: q\:i!i9afi.-r'l'.:iát~nag .· .. · ·.. . . .. . •. · 
AGTATCÁCTTATTGAATATTTCCAATCTCGTAAACÁTGATCGTTTACCAG 

TAGcTGT~~ATT~T~i~T~i±d2ltTCTAAATMTCGTCAGAGTATTTT ,· 
c'.rAA.dfocccM.c1'A.riói:cA:AciA.GGCiATTAACTÁTAAcAA.'l'A:cAéAAiAc
AA.GTACMT,cMTGTTTGAAccAA:fi_rcÁ'l'TTÁTcGGii:TcTGTTATTATTC ·.' 

- ,·-·~ ··::.,~'> ,.;.", \':'.' ;·,J:· . . ,~~·::._.~. ~:.;·;./ «,," / <r;,··:. '~··, :< .·'.,f,'.:ú::::~·'.> ·:;'..:_.::¡", :-. ··.: 
-:··~;.:··{:/·'L.:-.... ·;·r/· - ~.····· -· -- - . ,. .. ·-··· ... - ·- -- ;:·.·· .. · 
J/ .·. ·: i/ ~Y: ·; .( .. ~ TArtfAÁA" ,)/ .:, . . , ta 

TTTACTAGTTCTAAMfTcTTTTTCCATCTTATTTGAATTTTAcTTGT'l'A 
::;, i • c V •{ ' ' ' "•!:.2'8 .,;, ;': , . " ta •' 

ta . +1 'ei:l:c'at }';;. < . e> ; ' < ' . . .. . . 
TATATAACáAATCA'TACTTGTATATCAAATA(;ACTTGTTTTTAT[TCApT. 
tatataa · · · · · · 

CTTATCTTACTCTTTTC[tTCAfi,TCATTCTCACAACAATATGCAACTGAAA 

ato 
TCTCTCTTT~r~A.o.c.1>.Al'.TACC.".hGTT11AACGl\TTT1,c1i.cc.>.GA.z..G 
AAATTTCATCAATGGTATTAAGTAAAATGAAAGAAACAGCAGAAACATTT 
GTTGGAAAAGAAATAAAGAATGCAGTTATTACATGTCCAGCATATTTCAA 
TGATTCTCAAAGACAAGCTACTAAAGATGCAGGAACAATTGCAGGAATGA 
ATGTGATGAGAATTATTAATGAACTACGGCAGCAGC1!ATTGCATATGGAC 
TTGATAAAAAGTACAATCAATGTTTGAAC4ATTTChTTTTGGATCTTAGA 
GGAGGAACATTTGATGTATCAGTTCTTGCAATTGAAGAAGGAGTGTTTGA 
AGTTAAAGCAACTAATGGAGATACACATCTTGGAGGAGAAGATTTTGATA 
ATCGACTTGTTAAATATTTTATTGGTGAGTTTGAAAGAAAATATAAGAAA 
GATATTAGTGGGAATGCACGAGCTGTTAGAAGATTAAGAACAGCATGTGA 
AAGAGCAAAAAGAACATTATCAAGTGCAAGTGTTGCTAATATTGAAGTTG 
ATCAATTATATGAAGGAATTGATTTTTATACATCTATTACACGAGCTAGA 
TTTGAAGAAATCAACATTGATTTATTTAAATCAACGATTGGACCAGTTTC 
AAGAGTATTAGAAGATGCTAAAATAGATAAAAGTAGTATTGATGAAGTAG 
TATTGATAGGAGGAAGTACAAGAATT 

FIGURA 6. REGION PROMOTORA PE EHHSP70 l. 3kb. , 
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Localización de los siguientes motivos en Ju secuencia-5'corriente arriba del ATG de 
inicio de la traducción. + l=Sitid inicio de transcripcion obtenido e.xperimentalmeúte. 
TAnlAAA =tata-box -28pb ( Bruchhausetal.1993). [ne.~= consenso del líder en E. 
liístolyticn (katya1·, et al. 1995). atg =I'1etioninatfl. cNNgaNNttc:NNg 
NgaaNNttcNNgaaN ctHgaaNNttc!lag =sitios de reconocimiento para 
factores de transcripción de choque térmico en euoariontes. (Pelham, 
1985 y de acuerdo al programa findpaterns del paquete GCG Wisconsin). 
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EL SITIO DE INICIO DE LA TRANSCRIPCION Y OTROS MOTIVOS 

DE LA REGION 5'-NO CODIFICANTE 
; 

Para mapear el sitio de inicio de la transcripción se utilizó el 

aligo RHATG para experimentos de "primer extension" utilizando 

transcriptasa reversa y ANA. tótal y ANA total tratado con A~Ada! La 

Figura 7 muestra como resÜltado uh. p~óauctb eje ,exte.nsiÓn de~ 1sdnt y 

:::c~~ó ':::0·1~:.:~;.~:f1~~~~~;;i:;c~~p:~~:JI::v~¡,~i~:;n:'.: :: 
M13caden~ s~~6fü~~:;:\''.(( \¿ ~Y ·•· .. · < ·• ':/• .'.} •. ·:.j \;'> > 

~A T;;;:·~m~f j~~;~º~~n~i~f g~f~f 1f l~Í2~r~i~1¡f :p~:":~ :: 
al. (1993) a una d1s~é!nc¡a. de;;7.2s, ~}p~rt1r,;deL s1t1,o.•d,e 1nic10 de la 

sctroi~n:cse;enris~o:::(;it;)·t·.•~c·•; .. :ª··l·;·l.·.ª.-.¡~!~~;¡~6;~ 'aisl,º.,J~~~~~f ~~!1~f 9i~;;J~}t;:::::,l.~1;dce~arl 
(K~tiY~·f; et :1:9esj · ci8íltrotdi{ 1a ~é'cuencia 

( Fig "':.::·: mbti~~s .i~u J~hti~~ d~' 1~ 'ie~i~n' s}1¿;gtific~i't~ ~g iupa~ 
la región líder s•, di ·~~~SP7o--1.3kb:junfo/corí 1~s se6Ge~6i~si ;í~er de 

·.;, · - , , • ~. · ' ''•'•"¡ , ,-,•:_:e .- ·,, ,,. ,, - ' . ·• _, .. · , _•,; -(- • i -e• . ;, · :,-; --··.- . ,-•. , -· ·,- - : · - ·; 

otros genes d~ '.~m,ib~,·~n'.úa~;:~u~·1ei,~~· h~n,descrit? ~st~~~ ~~~~egcias 
consenso y:~acie~á~ 'se::hkd@~icio e1 t~~~ñod~.~u líde? 5· calll~ se 

-- ·e-,·-·. --

muestra en1a<Fi~&rfs:-En.este···.6~so··1~;'c.1Óna •. EHHse9oJ.3kb• •c9,mparte la 

caja tata a' µ'ha>C:dis~aj~i~A:.si~3i1,~~ •. ;~~· i-sb~tJ8~1{siJi°':§tj~[~J11'i~i.~ij_d~· la• 

transe ri pci ó n, >ªY,7\~uJ .. ,f ·21 o n~-.~~·~.E~Fz~;1 1~3:r.b''.;f iti~r~,; ••• · ci,~·,:-,~f u.~;g \ ºr. · .. 1 ª•·.· 
longitud· de su'líder"(1 O?nt)··.·ya~qu~ la~ma)lorr~.·delo5:·ge~,e~ode amiba 

tienen un 1·íder_•.cÓfto 1.:cie'?i•k.'.15 ··ni.:.··P,fF:~gfr~'iF~.1e;sp:f~;~sf•.~.~········~··~·~c~it.~ ••• un··. 

·cadería.pesáda\d·e.•.1aimiosiná.•(Raymond~. 
1 • ~ : • ··, • ''o ;.'.~ . J..' 

Denise, et al. .1993). 
' . . . ' . . . . . ' 

Existen ademas otras secúencias líder que no c~ntienen un obvio 
·, 3 2 



2 3 4 5 6 pb FALLA DE ORIGEN 

1.·tt ·1, .. ~;\~;~~-
~ . hlj\.\~gf.F ~~~ ti IS) . 04 

\% ~ ~\i-4 
]'.j 

··.·. 

!\I :¡ r.¡ / u rJ' l .•• -11.,; U .. 30 

:·:; 
<:·. 

:::/ 

/:· 

~B~,;;::: 
-¡¡;!:' ·::¡;.:.·.:,¡- 70 

~~.m~~-'" 
,,.,i 

!'/:.~ ... :::--~~ ·~~ 

-:f 

··~::..:::i :Z· 
. 'i:<.:~ ~;~ 

FIGURA 7. Anólisis del sitio de inicio de la tran.scripción de la clona EHHSP70_1.3kb. por. "primer cxtcnsion". 

Carriles 1-3 "primer cxtension"con el aligo (especifico de EHHSPí0_1.3kb) RHATG20 kinado C"PJ .. Carriles: l. RNA 

tola] de cmiba; 2. RNA lota! de amiba trntado c~n RNAso; 3. (control negativo) igual que el carril uno ¡:icr,o ~l. marcaje 

del producto fue por incorporación de r1. 33P-dATP (la flecha indica un produ~to p~incipa·l .de 124ntl;. carriles 4 y 5 

corresponden a secuencia de M13ss con el aligo forward -10 con a n 331'-dATP; 6. marcadór.deP~1 (pBR322/Msp1) 

kinado con :~P. 
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l:J;o - - 1:140--l=iJo l.120 l.110 l-100 1-00 1-so 1 -10 l-60 1-so i-40 1-JO l-20 l-10 1 
. r+ 

1-i~) GTTGJ.Cii,\T A/CfTCTrTT TCTTCITITT GG'l"ITMTTT ACTCATl'Tl'G 'I'TAT'ITCATG rnr-.'r.G"lT TGATMTJ\TI' 11.'l"lr.GTMTT 'ITTMGMM G'l'TI'CMAC1I. ffAT1TMfi\A GMCTATGJ\G TAJ\CCATl'TI' ATITATrl'GT AlC Eit.MU~ 

r+ 
1-2526 'ITMliA:V•M GAGT,V,1\MG GMGMGTl'G hMAMGTM.Tl'TCG'l'TITI' AGG'ICTTMT M'l'CCMi\l\A TMAC'l'CTC1' 'ff;MMGMA lt.TN\GnGMT AGMCAJ\GTT CTGMMCM MGG.M.MAT N\G~lQ KfG EIW.EtUiO/,/fJft;f::Ur'Ü' 

1- :itJ9 
r+= 

C.TTU.J"\7GT 1'GAATMT'IA CCATM'I'GJ\G MTMTOCAG /U\GTGATGAT ChCGJ\Clt.TIT Tl'AT'i"i-:'11.Gl' TMGTAMGA 'l'Gh'ITI'TGGT hGTTCA'ITI'G ~ J\'I'CTCAtt:AT Cl\CCACM.TC TCA'I'Clt.A~G'I'CM A'IG El1'a:nn 

,-;;;!; 
J\MTGTl.Gf.G AGTTGTTCT/, TI"TG.\TTCTG TA'IGGATAM A'ICTCCGAM MGTGAMCT T1'.C'J'G."t1'\<:iM MCC'I'Cl\CM GA.\TMGMA C'.cT.J\C1i.CMT 'I'CATCAGTC~"'I'C AMMl\GAGT AATA'I"I'lE.UE.._GATAAJ'.A A'I'G EllGERFt: 1-91)0 

---------- ---------- --------.! ------cMG CTATAM.TM GTrl\TA.cMA Tll.TM .. 111-.r.N. Tc'ITMÁMT cAMlt.~ ATMMMTA J\GTGTA'I'Tl'A.MGTGTTTTT l\MMJ'.Ñ::.TA ATr~TA MTrAMGTT ATC EtiVSM 

=-~~~-=::~3q'cc=;zc:~0i~~~~'.,~~~;::::=~:::: = 
~Y.Ghi"ITI. CATAGG7,TTl''J.c/\MTGl\M TCMT'ITJ\TA ATACGATMG G'l'("J\CGTGGA MJ;1~V.:l.CTh TCCi'\ÁGJ\MG 1\MT!.IW:.CC 'I'GAGAMCCC TATGMC[AT 'ITM(t.aM.'IT 'l'CTMGMTT TllGAG~GA1'MTA ATC &rlPN.l'i/X.14!;9G 

---- ·?{>'· '!"-'' ___ . <_-·--··-··\'.,.",;-: •' \,c,,,<· .. ;,;X_<··;, , ------~ 
-c--Mv,MT CC~T1'\~~}AT.,,~A ~CAATrfC~¡ ~CTIM~ Gl\GM~TA~ TAC<";TA·"". ~~~ '~TA1Tr: ""'ACAMCA 7*'\T TrM~~l\A ~TrMOC ~A~ATCfA A1" >:NllFnX/"QJ!•7U 

----~1"M-OM1.r"n:·'~ ATJ'.r~+~·~,T~~i~0~ TrAT0~T~"'~u:oc:crA~tn-6~°:~:.T~M~ ~c~;~TGl\A~~.: ~m >:mw:r~Nlllti.U9 
---,v.rn:T 'ITGTG/ú.,(""'.A ~T~\Cl..i.Jv..A G1TAt\.\1\GAT'MMGMGAG AG1iG~1.TTM TITC.·::.i.."TC!l M.TMMí:.M TAircAGTGG MCATAATÁT CGhiGAMTG TGGTA{tATTI' Ahf}\icMc;r TCTGMMM MCA'IA~ Am Etm:·;RJJG•/fl(Hl!lll} 

,. ': , >'- ' _ .. ---._- ___ · _, ._ .. \ __ -: . - •!," -~-.. _; :.¡; .' ;,/. '··--•-••· >·· .: ; ,,_,<·:'··· -, .-~ 
¡,c;;,;,cTf'.:i.I\,\ 1V.J'J1C.T1·\J\¡¡: TCGTTI'l"l"AG GTG'ITA>\TM:TCCMMJ\TA Al\CTcrc'l'l\'; ]'¡/J\.'1.í;MA!o.T MGAGMTAG Al\C,l\GTTCT c.ViJW;AMJI. GGJ\1\1\AATM GÑÍ'MTTTM At:MC'l'CMT GMCT'ITAN\ ~GGAT ATC l:Ul7rJ!jLJA:/XhlM1 

=~==-~i·=i~,=~~:::~j;t:='~~j~~,:b:~=;==;~~_;;;fE:E,: :::· 

1-7i 

1-312 

~====-~~E~~ii&1~t2~8~~~~~~;~~~~::::::~·, 
1-217 

J-1e2 

--------- ---------- ---~------ "C---~~~-r~-~~:-;•~~~--~-~~-.:·-fü--ff-:·~j-~-,:néJ~s~~· .. -~-;~f~~~·~~G-~;~~:AlTA~-G~~~,¿ A\G ~u~;e 
AGG/M\TMl~ l\GTrCG!.ClT TMMmmM ACr.AGT~M. ~ CGA~.V~~~,~~ ~~~~T~:.·~·~rGA, 7~A G~~ATM-ACM~A A~~~~ AG~GGGTCUAMC~GATr 1~TG Lhir.G~\X 

1w"'-i-,,:-rn ncct.-rcrfA nro.,.~mT /\CTJ"TITAT ~T~ :AT/\~GTA~/\~;:,.,(.ci~
1

c~~TA;kbC:l~r·;~.crci +r~~; ¿,.~CA i:~:~/\,.;;. Acic11Mn:; =:IT~D:Ll!m ~ •••• ; 0- l; m 

. FIGURA s. REGIONES CORRIENTEARRI~k D~;;r;I,:i~~i:~"~~~I~Sc;i~ES !JE 9;, tó):1;Í~ •. 
Los motivos encerrados en una caja co~tieí1~n se~uenci~~ tipoTAT~\ (Br~·chl~~u~ ~'1~-11993); Lá'se6_¡encias cdnserisoen el líder (T)TCA 

•- (Katiyar, et al. 1995) estan subravadas_ EJ siÚo'de ii\icicí cicia 'ti-an~c~cfo~ se1~~~~ca ~oriuÜa fle~Í~a (-~-'LÓsmotivos conservados en el 
sitio de inicio de la transcripciór{ (Bntchhau5; etat 1993Js~id~ntific~ffr6<~ri¡{lí~~~-5~p~ri?fc!i~é:()l1iií~ua..(AijcAo'~\'fcA)- E'inombre 
ele acuerdo al GenBank esta del lado derecho: Solo -~e n~1:1estran :;;is_Orit Cle!fotal de Ja•secuencia reportada; En el lado izquierdo se 
enumeran el resto de cada secuencia, Todas las secuencias fi.teron obtenidas del GenBank 
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consenso correspondiente a secuencias regulatorias eúcarioticas. 

ANALISIS DEL DOMINIO DE UNION.AL-ATP~· 

La secuencia peptídica deducidá pafa<el _gene EHHSP70_1.3kb se 
:···-.:.:h ... · ·/..:::(/e:'. .. ::.;:r:··-<:<:~~· .. ·-~> , 

analizó en la región de homología correspondiente a los motiv_os 
·- ;_--,~_ .. -_,,,..;· -.. :_·;,·: '.<;~~--·~::"; \'"",: . -->:\- , .. 

estructurales del sitio de unión.al /l.fp;1as HSPs (Bork¡ et aL;1992. ). En la 
' ,.,_ .. '""·· . ,·,.1-,---" .. ,:··. - '· ., •.. ,,·. 

Figura 9, se observa que la •seÓu~ncia-de la: c'!Onil:h~~1:;3k•~:no contiene 

el motivo donde se une el f()~},éi{8\{dr.cje1'.;fp;.:C9~·:.,rn~~i\l~~---~().A7ctor 

:º~.:;:":~.~:: ~~:. ::;;~c~;¡y¡~~~~~f E:~:f~'~~~~~l1'~~~~dKr1~: . 

27aa). La secuencia de la ci(;n,ac;·i~~2orta :~ :I~ mit~·d:de1jltiJfputati\lo de . 

unión de adenosina. Dado ;:qué' ·el'. co ne ct'o r · 2 ~e ~~~corifrarÚ=i ~~~'\:haCia • 91 
,. . ., . . . .. ~. - -·· :.• ' - ·. - e - ' .. - o'.'.~ .. -·~;<• :·. ; ·'.. •, ' __ , •• '·.-- {'· .. "·' 

extremo carboxilo terminál;. no,sepudo ciétermi~a/'5J' prese;,éia·8 ·~¿~~~cia. 

En cada caso se_ . ~ecJenci~· dk r~feréncia 
ENHHSP70A, ·. 

.: <··-·.~~~¿> __ ·_.: __ -

En los orgánismOs.·~cÚ~aíiOtés .superi?res, las prnt~inas .de "estrés" 
<)·~- ',~·--.···::·, ··!.-·~-- º•-, :.<.:'· 

de 70kDa est~0 ?~d,)!ic%.d§~· p'or 'f~milias de g~nes con ~ari?s'.llli~mb.rns. 
Estas proteín~~ Y~~~ lo~~lizaii . e~ • djstintos domparÜrilé:nt6i .;'celJ1~res: -

•º:'· '-.-.··· ·•_,' , .. -.:'.' ·-~::_,_ .·;·.·-·. ·.-.·-:· :'··· -•.. · • . _-:.- .;;:-.·. ;' ::':_,-:.-'J•c.-·-·-:: .. ~ ~<--·· __ , 

citoplasma, mitoC::bn8ría.'. re'ücL10.:e~:dop1ásmicb W C:1()/ó¡:>1~sfos. fcon· e1 
.. _ . -_:--·· ·-,, ~ -·' .-_ ,., ' : ; '· '.. ,. ·, . -·. ''" ·,; . ·' • • .; :;_·:· -~;;>:' ' .,,>., ,e_. - - -·•• 

objetivo de investiÚarla organización de.los g.enesde 8se?o\'9·.n''.Enta1110e6a 

nisto{ytica, -º.~~··· ~ciIC~gfti~;º;~~.-~~~·c:~P:;:;;s~.;{t~~~~~i~~r~~~:~.6~h~1a,i~enzi:m~s -· 
EcoR1, Pst1/•Ecof31y Pst 1.\Estas· eniin1as'fUerorij'sejé~Cionadas_ ·ya que· 

:1 '·,'.- 1 ·;.'-.• 1:··-'c· ".!:'. ·;o.·.'-•• : 

reconocen más·de'yn·s_itio .• •en~~1-•9enei-rep.C>r.tkd()"f=NH°HsP?oA'.;·y.··.úHic~mente ·. 

flanquean las ~lon·~~<H.S·PyD'is~b su su~~1~ria;~~~~o,1;'.~J{J{¡~!gu~~··1 o¡ .. --.EI 

DNA digerido s~ s~par6 en Un geJ de ¿ª~~6sk-' y\ t'u~ trkri~foricfo j:¡ una· 
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/ 

EWfü.SP70A 

ENfü·l~"iP70!1. 

HSP70.l.3kb 
El-!t-JiSP70!1 

HS?70 .1. 3kb 
ENHHSP70li 

HSP70.l.3!<b 
ENHHS!'70A 

E~TIIHSP70A 

E!iliHSP70A 

Er!HHSP70A 

- ------------------------- ------------ -- -------- -- ---------- ---------- ---------- ---------- ---1-lSKYTGP 

-f>FOSFATO 1--P-
A VGIDLGTTYSCV GfüQNDRVEil\i\NDQGNRTr!'SYVl1FT DTE Ri..IGD MKNQ rr.;i¡.¡vr.r~ TVFDAl\RLIG RRF SDPAIQN DHK!il~SFKVI DvGHDKP LIE 107 

CONECTOR 1 

ADENOSINA CONECTOR 2 

fEEl· llIDLFKSTIGl?\ :¡RvLtf.i\i<MmJ: 
~1U.DLF?;STIG. iRVL>;1::1~Hrnl'll\'LIGGSTRil>KVVQLW.DFF!iG::d:?NKlsrNPDE/l\1AYGAf1VQfü"IILTGh;GKATEDVLLLDVAPLTL 

(®]]) 

96 
204 

196 
304 

238 
10,¡ 

GIE'rAGf"..;.JMTi,.LI PRNST IPAKKSQVFSTY 1:\DHQPG\TLIQ VFEGEASH'IN IICNLLGKFE!~ TGI PP ~\PRGV PQIEVTFDIO l\NG I~r~s~ DKTI'GKKNKI 504 

T:l'NDKGRLSl:EQIDKl-iVI.EAEKPKAEDDK/.;KQRVEAKNK Li'.11 fCYSVl\ll TLSEQFADKI AAEDKTTI EN IVKETLDWID N!ÍQNAST!lEY DNKMKEVEGK 604 

VQPIITKL 1'.QQ/\GI1i1GGHPGG1-!l'NGi?PGil.Gi\!1PQGNAQPKSSGKGPTIEE.JD 556 

-------
N39ttl0 ?O 'r/1·""1·\:fn 

. ' ~ \< ·.i 

FIGURA 9. DOMINIO DE UNION AL ATP. Análisis de los motivos secuenciales que unen 

~ 
........... -'.), 

':; 
7 diferentes partes 1de la molecula de ATP enl.as proteínas de choque térmico, de acuerdo con Bork, 

et al. (1993); par~ la sec:t~e1i.cid peptfcüca'~~ducida de la clona EHHSP70_l.3kb y utilizando como 
· .. ·,. ,. :·.· . ::';!:_·:.:'.:· .. ,,. : .. :.''>:··'.··.:·.·_·_.>-.->>.:: _'.'.,-'.. ,.::.,,:,'.-.-,···· .' 

) 
) 

referencia la. secüénciá 'i:espe~tiva ·dcEHHSP70A. ,: ~ ·. = · B~plegada; (®)j; a-el ice. ) 

7 .,, 



Pstl Oligo EcoR1 
EcoR 1 3.2kb RH?DIFZS 4.yb 

L,.~~;¡¡¡r;m¡;¡; .. ¡¡¡¡¡¡¡a ""'1UiWiiititWlilAIWA : "" WW* t 
l!SP(50pb 

~~~ ...... !'-"-----------(Producto de PCR) 

EHHSP7D_4.5kb 

;~r .. ~.:.:::;.:-:~~r:=:¡;m.(,:;~1;;;~=i:-;:;¡z~-;;;~~~~:;:,;$'.'.;i~.1~.r~::~i1'tw~1;~:;;~~::t:~!!~~~::;f;,;:!~~~•e U ENHHSP70A 

oiTgo Pst1 EcoR1 EcoRl Pstl 2.0kb 

1 100¡Y.) Rll3HSP 1044pb 

FIGURA 1 O. Gráfico que ilustra la clóna EHHSP70_ 4.Skb y el g6nóENI-II:fSP7DA (()rtner, et al.1992). Se muestran las 
resbi(:ciones .. EcoRly./'stJy las_~ondas utilizadas en el• ensay9tipo "South~m blot''. El9ligon~cleótido RHHSPDIF25 es 
específicoparala d?1;aEH~ISP70--4.5~b; el ()ligom1d~c)tid9Rl-!3HSPrécói1oce específtc~ment~ el gene ENHHSP70A; el fragmento 
de PCR HSP750pb 6:b~e],ido ~tilizan~o crn110 .ten1pl~clpla cl~1~a EHI-fSP70.:'._13kb fué igualn1entc útiliz~do como sonda y 
reconóce tant~ clgené (:¡e~é1ito en cite trabajo éomo el gene ENiiHSP?OA. ·· · 



A B e D 
DNA 'E.fiisto(ytica HSP750pb RHHSPDIF25 RH3HSP 

A. Hindlll E<oRl EcoR1 hll E<oRt EcoR1 hrt E<oRt ~· Ptt1 E<oR1 EcoRl l'1n1 
r111 rtt1 rtt1 rett 

Kb 

23 .. 
9.4 ... 
6.5 ... 

~ .. 
4.36 .. '" 

¿¡ 
t~ *~ 
}~, .Jj; 

1~ i~ 
2.3 ... ;D. ·.'.r. 

~/f 

2.0 ... - ·-· 

1 3 ~ -·. 

FIGURA 11. ENSAYO DE SOUTHERN BLOT. Panel: A) DNA genómiCo cortado 

con EcoR1, EcoR1/Pst1 y Psl1 y separado en agarosa, trm:sferido e hibridado 

con diferentes sondas: 13) HSP750pb; C)RHHSPDIF-25y D)RH3HSP. 
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(Figura 1 O) selecionadas por su especificidad: un fragmento marcado 

por PCR de 750pb (universal de las HSP70) con los oligos HSPDIFINV25 

y Forward; en segundo lugar se usó el oligo RH~SPDIF25 (específico de 

RHHSP70_ 1.3kb) y un último o ligo RH3HqP (e,SPE!9ífi~o,; 981 . gene 
:: : . . .:· .··.- .·: -_.·. -_.~-/::._ '·:>: ~~. -~-:-,\~ ·)(::~,~-~:, -: \!.~"', : '-'.\:::,_._;, _..,; ~~;-.;_-~º: ~ L~:'.~<~ :-_;:;;~;_~~:,- c:_(~y ... ~. ,-_·:: ··:_ ;<;:~ :~'.- ·_:_·::. ··-:- ~-:

EN H H S P 70 A). Los resultados .'de; la figÜfa·}1 ,}múestraíl?·lós '.frélgmentos 

con las distintas. restriéciciíles:, qúe : indican : la' presellcia\de representantes· 
',, '.:~·::.:_-~:,; ·.:";_-_,:._;,:~,-:.~;:;.~···-:·-;:,-· ':~,>_~~-); ·,_.,.->.-'--::,·c::'\·,.:~.;:·--~-:,;.o ,·.·-:-'.·~·- ;·-{._: .--'.;: . 

adicionales de'la fam,;°lia:8e,HSP7ci. - ·- ' • - -

lavó e~0f~f::i:1t~:~,~:'.i~~ll: ~~~::~~hCd~i·l~;i~;~~'J~~~~t::ñ5:i 
m
ú nei cnacm1·0 en ontea_ -•nªt:e?r.•--,:o

1
_? ___ -.r' sm'_;_·_-_.e;

1

_ªn·-.• _!tn_.e._,;._~.•-.é, __ ::_sfo;l:o •• ·e_:_._: ___ 
5

1'a:r,.e_ •.•..•• dr~1;g.~e0s~_.~t.--·•,.•o.dn•e __ ·_·._l_c4o~"n;_ k ___ ._"_bp_ •• _._··.·sy_:t_ .. 1)}~-k~;" ~§.~$'. Y a ~é -
_ . fou~~Y~::u0·~~trón 

con un alto pes~ ''m61ec~la;qúe' rió se resu~lv~;: .• [':)? '. ' • --:; . . · < 

~:d:::~:::~~f ¡t~~I~~sIFJº8!i~:,1f ;1\~~{~~~~lJJt~1~J~3;: 
la sonda RH3HS_f>.-L~s.ba-íldas.qUe••-fueron-'VecS.n'ó6id~s-.P'~·r.-ia_so~d~·-dniv~rsal 
de 7 SOpb coíl~Yll td~afi'~ ~enb~ .:a',2'.b;~~;~ ¡g~~,d~~~~riaJ~s ~Jof::~s-t~-blig_~· ·-

que solo recoíl'oc:f_ q~aTr~9i§n; pe9l1eñ~ .:{ ~;~~¿~\ d·~¡ ·~~tt~n-ló-s'-'de1'-. gene 

ENHHSP70A .. Tarribién-·se reconocen•---·-~ifer_entes geQ~s 111ás (al_-_ Menos -•3 o 

4), ya que solo U~éi áe la~ bandas,en:~ada diªe~tiÓn :podría s~r·del gene 

ENHHSP?OA y el resto corresponden a genes diferentes. 
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ENSAYO DE TRANSCRIPCION REVERSA-PCR. 

Los resultados anteriores indican que nuestra clona codifica para 

una HSP70 atípica por lo que es importante probar su expresión a nivel 

de ANA. El primer acercamiento Jue atra\le~ .de F!T-PCR (A~tsink,i, et al. 

1994), para lo cual se sintetiz~. ~.9~~-;.d.~,·~~átÍt 8,~ .~~~;Jt6JaL~~ ~~.ibas 
sin choque térmico .(libre··• .. de.DNA) .. con··· ••. ~¡····~1iga}RH~Bef~;~:.·······Y~;tra·n.sc.~ipt~sa. 

reversa, con un s~gu~d·~;;~,j~·j:;'.,~~P:~~fjiceú~HÓ:+11y~~>1~f,jft\~~~.+~ri.~:··ª'. 
cDNA y la enzimaTa{PNtfpoli.m~rasapor•~mediod.e f>CR•,searnplificaün 

fragmento de DNk \~bs/r~s~l~~'.dds ~~I /~~~~~g:J(~i·ci~i~ ,~~)\;~6~tr~~~1~; · ,~ .• 

~c:::::ic1~:ió2¡.K~f i!:~~~~:~~:;~¡~;~i:~~.f~~~~t~TI~~~~~t~f i~(; 
DNA genofülci/;t~ J~n!~Tit·~·ev~·~Íltor!Jti~~-.;~D\'10·~:. ~~r~L!,e,~;t:{:rs:: y•. 4 

respectivamknté se cornp,ort~ron ~·dé·:acuerdo •a_ I~ predicho fa que la . 

ausencia'.d~.·.• •.•• piodUcta•·en··,·····el;:·c~fril.~.;de·m~u:.stra~··qGe·····.1.ª.·.·.·¿~gliti&k,ci6n · ... del 
carril 1 es'···~sp¡~·íf~¿~-~~l.obD.~AÍ~NÁ:·?~6.d~:-·6NÁ·.···;;~d~'.~~t~··~·6 ·1~'.' •. í!luestra, 

de RNA) ... como ,és''el 'caso''• d¿I carriJ :3)y·~.f0.i~6t~ri~{q'J·~·.•los·cof1\roles•.·de' 
los carriles ... §•. ?Y"T· .~·tiiid~íldb Ln}~a;f de o¡ig'os!f.e~·@~rtic~s ·,d~i.9e'ríe .. de, 

actina de··.·'.aílli.b.a;······mo.strarón··•.•un.>p.ró~y?to •.. de1.?fa.~'año;····e.sperado,.'.d~···26sp.b. 

:~ ~~s c:~,:d;i~~~;~~~i~~wi:irf z~~~~:~:?~~t~~:~:~li;?,~z~:::. 
de DNAsac-es•efibieht~<y :1~ E!mpijfi~?cip,~ ~~p~cífÍca sob;re ~I 60NA: . 

·:' ~,;·· .-. -~::· ;~,~~~. . 

El ensayo;de, 1'.N~rth.~rn;'blott1, realizado por la Dra •Rosana Sánchez, 

confirma la expn3sión enc.cihtrad1{por el >ensayo de RT-PCR. •El. RNA se 

aislo de a~;b~s:.~~i~'.chbtj(/e::t~r~ico; .s~ Jracpionó .en üna: C~lumna de 

poli-dT. Tanto. RNÁ poli A~ 'comá poli A~ s~ sépa~~roh ~n ~n geÍ dé 

agarosa/formaldehído, el R~Ase tran.sfirió a una me~branaN;tr~i, N+ .y 
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AN.s\ 
DNAsa 
DNA 

+ 
+ 

AT-AMV + 
HSP(Oligolil) + 
ACTINA( Oligo11) 
J..Bgl1 

1 

+ + 
+ 

+ + 

2 3 

';/ , 

+ + 
+ + 

+ 
+ 

+ 
+ + 

4 s 6 .... 

.. 
.·1· 

·. ,· • . -~~ .;:·!~ 
.•-. 

.. .,; 
:~· ... 

+ 
+ 

+ + 
7 8 

'""!·"~ pb 

1 - 2H1 
__,..... 22!515 
-1551 
-lHl 
-....__1203/l:!O 

-¡,¡¡i¡¡I 
Ju:n 
-HO 

773 
~ = IS2l 

á - 562 
- OSI --......u 

;.....;.:.,.;¡ - 31SIS • . . .:·~_¡-~~ .. .:; -2157 

~ -210 
-1H 

·~ - l21S "ll'l:',,._... 

;4~: 

FIGURA 12. ANALISIS DE EXPRESIONDE LA CLONA DEL GENE EHHSP7Ó 1.3KB 
< ' • ¡·· , . ' . - . . ..• . -

PORMEDIO DERT-P.CR. Los oligos usados para HSP fueron RH4I-ISP2.4yRHDIF.INV 

(carriles 1-4); AC:::TIN.r\.r y ACTI1'JA2 p~ra actina (carriles 5-7). 
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se hibridó primeramente con la sonda RH4HSP24 (panel A de la Figura 13) 

que sirve tanto para detectar el mensajero de ENHHSP70A como el 

mensajero de HSP70.1.3kb. Se. obseryó señal ~nicamente ,en. ~L .~·~rril de 

poliA+ desde 1.6 a 1.9kb qu~ es ~~"ioxirriadárnante; ~l~~;n~ñ~;d,~ Ótros 
integrantes de la familia HSFffo: !\' . ,, '. }\, ' T: ' >< 

Al rehibridar con la. sb~da R0HH:si:>,'01i=~5:·especítid~:-(FÍgU'ra · 13, 
: . 1 ·;~ 1. ' ,•. " •!, . ' •¡ ••• ' • " - - , ; • ., ' • • •• ' ' • ' " ••• - • ;;, ;_,,,·' .' • ;_ ;. ., , ·: 

panel B) se detectó señ.al ::d~isF?t;~~·,t~~~§9'.í.~~~-;9~~~¡W~~;~\~~rr.'u'fr· La 
fracción poli A- mostró bandastcon .tamañosi:de i,:1'.3!);{yij1 :Okbf/rílientras 

:· .. : . : 1.~ ~· ~·(~:·;";,'.i>·i·{:·:; .»:··_;;A;;\·.:·}.~:-·~·'_\,~;'.-'~~:-;.:>·7~?,/ .. ~)~ J:>~~:-~ .. ;;_·<-:<·;~_;.-: :_~·;,,-:·<.--'.:.~~-1-: ·-~·:t.::-·:-- __ _ 
que en la fracción PoliA+di6 dos~baridas?pred6miriantes.deitama.ño 1.2y 

o.skb. Esta variabilidad},yn.~J.~lt~~s?i~H)~p_H~t~.···E~;~~~J~~~~'1!$~.f5,.~;;~f-P~rte 
por un proceso de de'sadenilacióriique sufrefl· _los mensaj~ros dé HSP70 .· 

en otros organismos -(981li~~iíe; ~ia1.:'.\ée~; f¡:Ss~;~~~Ag~; ~¡{~i. J~g;). ~~~ ~Ítando 
•C; "'• .• '' ..... ... '"-!"' "'·'·· .•- . '· ~' '. 

en una variación'.'.~2',:,~1Et~·~~~~·;~?i;'~'.~:d~f~tt~·9•{~~,E~:·uya'.;··.fr~·~~i.~Q •.. pol·i_A- . 

tiene varios pr()dÚc:tos>d~/1,0kb''.a./f;'3skb':qu'f'c6rre'spb~déh p'~s,iblemente 
:·L .. '·"·· .. :-»\<'·-·.,··,· ;~.¡ ,·:;,_-, ... .. ":·,-~< ,_:-,~- ·' ..... ... ,_. ·_; - ' 

a transcrito.~····-·~.f.~.\-~~u'rJ;Q;º,··· .. ~:.~g.fr.·:.~LI\tº8~.~é? •. ~.~.· p.oli~cj,~~R,~l~iió,.~_.· .. ·'fi·que · 
muestran variaciolles (fo ".e1·.·ta:maAo'.cíe:la región '•3 ~:no ·coé!ificante.(Berger, · 

et a1. 1994) ~<-_bi.~~··. e~\:16~' ~Ge·(~1·iJr'ocesh ci~ ·'cie,~ad~nilación .tüe ... muy 
,·· .. -·-·':..''"' .·,.··.·-··.:.· ., .. · -· ,,.. -,,, ... '"' -,,_.·.'·'· , .. __ ., __ , · .. ,, . 

intenso. Aderl-lá~da;8a'~~n6ia:;¿¡'eWa~~cd~~C:ia-'_~í1Ja ;:/egión/3-ltkrrriinal del · 

gene impide deflnir\~i i'exis}eíl en: esa reg.ión .· .. siti~~ ::~~iihid,bs·fde ·.posibles 

cambios postran~cripcio~al~s··que· ré¿últen e~ un~· vkrí~tiófr de: t~~años 
en el mRNA(Yost, et 'aL 199Ó) y posiblemente en el produbto protéico. 
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RNAPOLl-A 

1.9kb_ 

1.3 Sk 

l .Okb 

A B 
+ + 

•. ·~ ·i· 

:.:;;_.;[f _~'.;~.-~_X;. 
/·:·:~· ::·.: ~::: :·)<:•. ·. ~.: .:.- .·. 
: .;~ ::··:·.·:·.':• .. '· .. ·· :-- . A!~· 

4~~~;¡~~~z~ 

7 .4 kb 

5 .3kb 

2 .Bkb 

1 .6kb 

1 .2 kb 

o.a kb 

FIGURA 13. ENSAYO DE NORTHEN BLOT. Fracciones de RNA poli A+ 

(700ng) y poli A~ (700ng) fueron hibridadas con: A) oligo RI-I4HSP24 ·y B) 
. ' ,,, 

oligo RHHSPDIF25. Los estandares de RNA son 7.4kb, 5.3kb, 2.81~.b, 1.9kb 

y 1.6kbdeBoelu:ihger Mannheim. 
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El presente estudio es parte de un proyecto global que trata de 

describir la presencia de genes involucrados en procesos de tráfico 

intracelular y secreción de proteínas en 'E.ftistofytica que han sido descritos 

en otros organismos eucariotes superiores. Dentro de las funciones de las 

HSP?O, se ha descrito sl.l éficieinte papel·'en-.1~,tr~~~lc,'ca¿ion de'. proteínas a 
;,¡ - ·, , ..• ,. · .. ,_ -,: .· ;,:· ~., .! 

locales y •de ;atj'Déú~~·:;c¡Lie Jü1ii'kkó~1 {reüb~'i'o .f§.8~··vr~ de 

Secrecl.o'n·.· · '. :··:, ·· .•. 1.• ... ·· · < < ... ':,·. ;e •> . ·~~ ·· ·<· .:.·• ;: .. •F.······ Y ··. · ' · 
'' ' : . • .__, '• - ') . .., .: . • - .-, .. • 'e, . ,;_:,,_'. • J:,:·~: - . "y . •·',.·.e ' 

El gen'~ ÉH~~p'?o.E\.y)BiP' (f5,ar2i'~1me.~te), d.~scrít~s ~~~r·oft~ér en 

1993, ª parui·ci;x~X;b,~n6o.· 8~ ~oN~. ·rr;a~c~~ón;1a•dd~ibíiicié3.d ci¡ cfescribir 

otros elem'e~t6s·:~;.~l~ 1 f~-g~1i·~ H~Pzo ···~·· ¡us posibl,~s · .• im~li?~ci9í,Jes\é.n la 

vida ce lula/ d;,( I~ :'árilib~:· ' · · . , << · . ., .· 
Nues'trci\' t'í~b~:io·{?cié's~fihe·' la . secuencia ;p~r6ia?· éle ·J~ gene 

(EHHSP70~1 ;skb)Y·[Figu'ra.3) con.· u~a:, alta '.ho~o16gí~Ta_"ii{a·'tan:i!iia.Hspfo•· y' 
• . - -"• -~ - . r- . . ' . . ,,, 

::~::1:~7~~li1~j~~?&~J~~~f 7~tii~~~f~;0~t~!~(~~~~~t0[~7~cí:~: 
la presenci~ d~·tfü~A·-~ 6cin·t~m~ii6~ ¡¡{á~~~6-rta~'IqJ~. ~i ~ipeF~d6 ~·bri10·. que 

era importarlie',/ciet!ni~;~,~i;.dar~~te'itstiC'~~\a•/nive1·._:ge~¿mi60·.']·iéri'~~te~·éaso · 
enco ntramos•·q~~ ir. fi~9·~ent~>E~S~r?o~ÓkB; ;ign ~·un /e*irehi o '5;~·¡errninal 

,·:·,~= .. ·.~-·-:-~·.·-' .-::._., .. V".·:· :·-.,.- .. !~ /·.:. 

por demás·.corto. c'ompáradÜ' don'.'¡a'isecl.lencia•,. núcle0tídica{de·•·•EHHSP70A 
.. ~>-:~·_;:_:.~y: .. ;-;:_-:~~~- :::.·:~·<-"--.-;':.:~~.;. './~·~:;·_··. ~:~<;_:.· :~:·_:~_;<:_·.:·i~,~,t~'. ~ ·_'.~~:~~·~: :·:·L~ <:~;.t_;~j~-~:;:< :~~it~~-:-:~·>-:·~: =~-~;:::-=--;.:~.---~,--.·-<_:;::-:~',--e·---·· e-:·· . 

(Figura 5). Cónsecüentémente; la'secuéñciá. pepÍídicá .deducida, rriclstró una 
>-.~·· ~-;:;···",';' ·•··-o· ·-··,, ,··.• ,· . ., .... ¡. ·'· ...... ~· ·,•_ '>' ¡.·.• .• ,_ . 

región que por ende carece diÍ.1a regiÓ~ arrirn'&· tM~iria1 de .. ~iras HSP70 

(Figura 9). La ciei(3ción en la reg,iÓn amin_b t~nllink1 determi'nt:t' que la 

EHHSP70_i.3kb carez~a de .la región que .rec~noce, ei fosfato, 1 del ATP 

(Figura 9). 

44 



Por otra parte, se ha realizado un gran esfuerzo por describir y 

mapear las regiones involucradas en la actividad de unión al A TP en las 

HSP70 y su repercusión mo.lec~lar ybiol.ógica (F,laherty, MK. y col.1990;Li, CG. y 

~:;'.::::!·~;~;:~:: :::~:~~ttf jt~J~~~D1rf ~!~~i~1~t~~E~ 
todo negativa, pues deleciones···.sirn;l~.res; r$8.1Iz,~8a~ •• ~rtificia.írn&:nteen 
HSP70's muestran actividad de .u.~.ió~}:~"("Aj~c~fn:I1~f'.(~~~f~}fr:·g~:·;iVi~:ufrato 
proteico (Gaut R.J. y.Hendersho!; M.LJ99~[YCIU,n-~n crertoi:¡_casp~;·p[oporcronan 

una protección celular durante ·cho:cf~~}té~~i6?· {,Li; E:d~fr·s¿13ª~~};'.~~{ 2~~º 
una correcta· localización subceluláF.cie;i¡{ H~P?b (1v1irnr~kl;-K~\ 'M~/iriicilci Ri 

::;·.;,:· .~ :·:·--,· ';~,··-·- - - ,- :, ··:·;7::·.·,,:?:~i~º·\;·.~·:.:: 

1989). ,, 

Tamblen se ha reJ6rtad6 que ¿Ó~~f<' r~/~liz~\}i~ri6;~ §g~¿:~e~os.>de 
protección;·~n~:~ws~ncia,:d~·-~T~·(~koW~fa D. y'coL19·é:6);h- < ··-· 

Con~ide~a'nd619·¿~·teri~r'podem~s-· pro~on:erqGe:·üna·p¡oteína a.e.'c_:hoque 

::~'':::;~;~~,f C,Jf J~l~t~~jf I:~~,~;~~:j:::,:r~:t~r¡~:i='~:~: 
. '.'.~ ~ ·:;:< :. . ' _ _,.__, 

futuros estúdids, 'Uíl{ejern¡:)1o···intefesa'nte'.tqúe ¡)'Uede.•. mostrar .. 1a;.irnportancia· 
, .:" ' ..... · .. ·_ ¡.<1~1·, .- _ .. , __ - . "" ··~ .-.·~-- ""··-- ·.... "" ... - .- ... \.····· -~,-· .--~·- .,- ·'·'·' ·, 

que puede t:n~r ést~c'ge'ne··an···.1~ él'mibf.X~s·• 1a presenci~····de.~nÉtprofeína~Hpo 

HSP7o per~ cie)T~nf?~~~ñ;;{d~;-7~.~D~:en~;cr~zi•:qu~ •. s~-~xp~~s~-_bajo 
choque térmicow se.,translofa sólo:aVnúcleo (MartinF.et aL'1993);> .· 

._ '. ' .• - • . • - . ' - ' . ~· o . - ' - -_- ' "• . . ,..;_ ·.• - ·- - ' . - . - . - - ··, . -- : .... , • ¡,- ."-

E 1 .c()fü}6i}Jf~n~.~~i~·gid~~1,;ci~;_H~P~8,n~~~<ullífero~~e~t~~s~r~rq1?dci por· 

factores transcripcioQales··· qu¿ •áct&an ~é're .... _s~ctient;ias··ddnsen;o ,en .. ia 

región 5' (N(3·A~~~~~qNf~C~8e/íh~n.bi;9ar-~u~'lo~{ ~.~n(3f~~\H§P ci,~.'.R~rásit~s 
tienen una .soia:cópia de Ún~ secuénda' sirnHar(3íl lare'gión s··· no cócfüicante; 

por ejemplo'.; ~n·;:i-Jr~f, ·H~:PB~ y '¿biq~itiria .• i e'.~ rÍ.E~cei·. HSP;O t i-{SP83, 

(Newport, G. f98B.). 

La región 5' no codificante de la clona EHHSP70_1.3kb muestra la 
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presencia de motivos importantes que coinciden con los HSE de las HSPs 

de otros organismos protozoarios (Tabla 2). y que han sido descritos como 

secuencias .. posiblem~nter~gulatori~s.d~ ·'~ e~pi~sl~l1 )de~roteínas de choque 
;, ·, •• ·~ ~~" ' ,.- • '.: • : .;'-~;- > • ';,\,:.,,,. '' ,. '. -: , •• ";-.' - ',·.";:_, ·:,-_ ¿ ..• -'.: o ·,¡.-,_~:. . .. ~-. : :- '.. 7'.·: :-~~ :·.'.;: . ,--i > ··. .'-

térmico .. Tan1bién en /otros ~: ~uéfaffotes sU~eripres ·· estos motivos son 

funcionales ~~kco~·-~~~u~~~oi()gí~·;rn~~b~'.(d~-,¿~~6~ci S; ·. 1990). 

También ie.~nconfróuri~:~e6~e·n6'¡d:tipO:··TATA: [TA TTTGAA] localizada 
~ -' - .. ~'.~" ... ':,:·-'~;O,/.::.'.'~'Í 0_i,•"-· " 

a una distanci~de ~2spb d~1-~úi6. d~· i~iCio'de\ la transcripción, similar a 

la descrita pof Bf,G:9h~~~~~\:~\·e~\és~:~ (f .. {fo·i~A4'.\ .las secuencias TTCA 

dentro del líder; que 'de ·~6Jerdo con 'k.~tiyariÜ s·95)', pueden ser impOrtantes 
¡' . ~~ 

en el reconociiTiie~to"inrda(del'tra~s~ritÓ'. por :~,t::~o~pl~j.o ribbsomal:C Sin 

::b~~::~:1d~skAf ~~dp~1~~iti&~~i~}~j~J~ªJ¡~§s'~ª'~.f i. C9mparado con 

Los · ele~entOs.:;'.~desc(itos)ariteí'rorm'erifé ;:;~Íb·b~bi~'fiidllte estén 

implicados ~;,••.18:')~ª:q1~gióF ~·sp'.~~ifif~\,~A ... lif t(~nscripd§ni:~de] .•gene 

EHHSP70_ 1.Skb.: EA" l:b11ciici6Mes•bS:~a'1Js,\~~!Zt~~~~ér'ib6fo~ es 'i~uY,.·6kja, .como 

lo indicaro;{los e~¿~ii~~ni¿s ·.·8~ ~~T~PCR.~:tibciNorlhern. :;/. t < 
se ha •.. Mop~e.~to···Wu~ .. •;•1as··HsF(íu~~~~·;.u:~} p·~·!Jef'..~~~Y i}WB,6rt#nté~ en·· la 

relación que. g~af'g,an\10~.párásitós' COQ sVs' h.u~sp~~~~(~oll~''.füE'.\ 9~1) ..• En 

el caso de T-•. nist,o~f1~4ha'/. nioíl1'e~t~s ··~fl.l~~s·g,ue la ·~~P:;~·~¡ó,~A:a.~~'.¡~9remento, 
de ciertas HS~ ··pudieran serJdeé:im~ortancia ·'para sú ,.sobrevi\fencia, por 

ejemplo, en lo~ ~rq~~so's: d~ ~;~¿(st~mi~~t6•y'ciei·~riq~i~ta~~~~{;6. i ·- -· . 
·-".:';,-~ -~ 

La reprnse~taciÓn de1•;9éri~'EÜHSP7o_1.3kb.en·~I• gen:orna,de la;.amiba se 

definió co m.~• •... unic8.~i~·~~\f 5Pe??.o .. ::ª• 'é•.?~r~sl(~~o~:d~.scr:i~.º~.\e.~.:· 1~ •.•• Ftg '. 1.1 
Estos experimentos muestran-da: presencia ae 3 oA genes aparte; de· EHHSP70A 

'-,~·-::', ~,:" . .;_.. '· . ,. ·- .. ·-~~- .-.-- ,·' -~-~- ,. .· - ', ... - ... ·. --•" . 

y EHHSP70_ 1.3Ká'!=Jué podrían .Co'írespbnde( al gene Cie ... BiP.·Y a'1g'U'riasde lás 

secuencias d~~~rita~ ~arci~lf11~nt~ por·Ortne·; et' (f99ª}. ·.En'.todb bas~ 
los resultados de tipo Southern de Ortner et al son muy'.:~~cÜ?rns~lutivos 
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por encima de 2kb por lo que el patrón de restricción que encontramos en 

el DNA de la cepa HK9 no es comparable al de la .cepa SFL-3 utilizada por 

ellos. 

En todos los. orgapJsrnos invéstig~do~,' el choque• térmico_resulta en 

una inmediat~~a:ctiyab;ó~•Jr~ri~driptióíl~l dé-'10-s genes· "heélt .shbck" y en 

muchos, :Un~ ~r:ete;encia:\ra'duccic>"ria1i·de.:·10•~- riiensajeros ·corre'sf:iondientes . 
. ·~·.;, ....... · ' ·"···.:;·~'.,.".-.··.,.,, .. ··,,e~ ,. '';···~:;· '•r--'• :...•.', .--.- ·-·-•• - , .. ·-··_;7¿';'-2~:;-· '• 

El chOque té/~i6d{tarnbién afecta otrgs aspectos del'.'metabCÍlismo de RNA 
--::···. ·.·--;;'"·' :'._-~:·~·-.;;,."···:.::< ~-·'\< :.~~~~:.;. e,.,:;:::·:-·;.-~/:-· .. :¡·:_<:: .... ;<~~---. ''.,.-. "·">' · •·.,~:. '._/·~- <~ \·'.->· :'<.'· 

incluyendo •.elJpróce~arriierito .;de_/ los•· t'ransCiito.S;·,prim.á'rios ·_ :cie ANA y 

deg radaóiÓ,rl\·éJ~)Út~Af1ik -~~fo~ '~\/~.rltci~ .. h~_~:v·sido .. d~scritb~ :d'~i~lladamente 
para or;1&¡;tiiJ~.i\d~roifoL6h&s0 8~ :ést~s • t~ílórlieno~]f)Ú~d~~~·- -~~r',ün i~ersales 
entre los\~Úc.~riotes'' (b~teíycíC"ng· \"JK 'e_t,af.'1 ~gs;';y()$¡:H7'et áL l990);.•·t:arepresión 

:.;-~ __ ;.:L~ _ .·,.,_:··:.:~"··,·:::'h··' '_''°:_-··,O;. __ :._ .. __ ., ·.· . . ".• •. ;·,~::-::· -.-::.: -<··-.' :;:~~---;-¡:~- ,·•---~---.',·· -'"-•·, .. , .. _.~ :.-: 

y degradic;~ll ''ci~lRNArn,~HsP7c)• .. ·.~;,;·ún :p'rüh~'sa':?á1tan1~}ít~·-.· r'~gd¡acio .y 

aparentement~; un mecanismo par~ ia d~gradahión·; d~I íllerisajem·cle~ HSP70 
__ ·,,o ··,.,.-;.•··.'o .. ·:· . ·-·';'"."."":_ - ·, :_:. "'7· --:_.; .'e ·• --_. ' "- · •.. ., ;·~-'' · '; · :· · :-''. ' • - ~;" · :,,·"·· · •• _:, :,: •• · __ · .. · ·' · - ''.;: 

que pre-existe _~;. témp'eratúÍªs ,hor.fiiale's:~~Estos·~p(ocesci~"se ~é·ncúentran 

operados .poila.~~giÓn S'~n~- ~~dificant~'~·~,-Úfi (Y~st H et aL1.990;;Dellavalle 
-·: - ~, :- :;: -, . - - _,·-,_ :- '--~. --~, 

RP. et :~ "J1i~áii~ que á1Q ~~a\ b~.;;.; ', :~~r .. ?c\i;,~; ~ n .. su ! ¿I,,~ m ~ . 
ce rre s pon di e nt~· · .... •a1·. élrn.i;n·o·:.te(fu i~é~.I ~.'.~;?;i~df l}~~~ip·()~··~9r,he r~ .• ~,if ~1_. ,- ··.\~·9 92) ,· . 

seguramente•" correspÓnda a;láiclona EHHSP70.:f_1 ;3f<9,:,'é:{l1e.'.;por el ·momento 
-' .. ,-. "'·-· --- --·;,,,-·--,--.-,-,_ .. _- __ ., .,,,, __ .. ;. ;·.;; .. '·'.ét·"'- .. -.,:..: ·-~·-··-'~--.><:~··.··-·-·· ,--·-.· 

tiene un .télm~~o:put~tiv~fci9Lois;1:3kt;· ~g~·:~~·1~.:.iCi~CiñÓ' delftíélílscrito .• ··a 
temperaturas. ·~a~rnale~ /deteCtad~· ·~n.·•·• e1:_:~Horth~rn 'G1ot'' ,(~i9ur~i13). La 

:::·:~ób:,:Ai:~;1~:1~J~~~t'9i!itt&)~y¡,;~t~t~f J~,~~~~~!t1:z:: 
: ---'.· - • ', ' :-· ~ ,, _,·:· 1 ' ,. :;: : -'';- , 

de los tra~sc~itosd~,. HSB7D•(á~ternpe/aFy[as.?nór~ales{es:·~~~pleja\ y. 

posiblemente e~ta;,:,o~d-ete~tan'do.prbducto~';:i11termedio~'·d~sd~~:t:~~nsd·itos 
.,,~ .. ',:~· :_,.;·,; :., ::-:·-· _;_._.'·,•_, . ·'," - >",. .· .,,··.<•"'·.'.·.;.:'.··,:•,'e·','· . •:•.,:. •; -~~-~~- .:·>'·· ... ;:-.''/• ;'. ... ';">_··'-.''::)-··; /:.'.".''. .. :·: ,·; ' - • 

con parte de.la secuendade s'-UTR;c6mo.s~,I1a encontrado~~''otrcis Casos.·. 

(Calderwood S. y ·c1~yton: .. 8.1990; BergerBU~Me~~1:on:\0. 1:gé~). ::·~~¡{~l,tr~~s¿ritos 
que son parcialmente degradado~ (Dellavalle RP. el al 1994; Osteryoung WK et al 
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1993), pasando por las formas poliadeniladas correctas. 

De esta forma, la futura obtencion de. la secuencia de la ,-egión 

3'-terminal del gene EHHSP70_1.3KB yensayoscle.-~xpresión bajo diferentes 

condiciones de estrés con son(Jas locali~~?as dérliro y fuera d.e lá región 

3'-codificante seran básicos' para' 

regulación de la transcripción y 

este gene. 
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. post-transcripcional de 





De la clona de 4.5kb (EHHSP70_ 4.5kb) previamente cii:=;ladca en el 

laboratorio a partir de una una librería genómica de 'E. fíistó(iftica (HK9), 

se obtuvo la subclona EHHSP70 1.3kb la cual cbntÍ~'n~ secuencia 

nucleotidica que codifica para· la ~~icSh-jN~te#in'~l·:·-c'24Ü: g~iÁiábidos) 
, · .. /·:, , ·;, .. /T.· '::.-~·¡> <:.\~: .... · ... >·,., ;';···: •. >·. :... . ·~ 

de una HSP70 putativa. ''-'•/.':: \(,:.; · .. · · 

Esta secuencia corresponde: parCiafrílente'ál dominió de ~nió'n de 

ATP de las HSP70, con u~~ ;cie1~6ic)~~d-~: 1}\::'rt¿i~L-~s'i:~nA:r~!:a(iión >al 

extremo N-terminal de .. 1a/protein'a;§NH~faf>?oi\i/reporta'ciacfpbr Órtner·· et ' 

al. (1992) en 'E. fíist()~~~~fc~I=I~~i.;;f'> ,-,~: ·-:":''''y); :;;,' ·;; ___ \ ,e .. · .. 

La secuencia deV1ri+r~~i¿g'..s:· nE .d~ciitiéante >~i~fr'Ó. ~bti~6s (con 

similitud par~taJ'f:,t~~}f r~;c~:~'.~{i;T.i~?to.i ~e>H~F,((PeJ.~an1H/~.<NsB;~Xi~o·· H. ~t 
al. 1988)yuña:s~cuenda;TATA:qUe':seconforma por.el donse'ríso descrito 

en amiba (srL~m1~ül !J. eFii.-19~2);. ' . • . . . . -- ·--

E1 an~'.'lsi~'y'.p:b:r "~ri~€li;-~~\ension!' determinó el sitio de inicio de 

la transcriesi:~_n,.~~Jp4~~-:;~~1tsitii~.-~.fG. 
El gell°9>El-Jij$P:iojJ :skbj~e-:inostró uniéopia en elgenoma 'por ensayos 

. ·" ., .. ·. ')·''"' >;., > ;;-.:··.·,;::'•.' ~·· ','· .. ' . 1 -, ,. ..... .. . • • . .. . • • ' . 

de "Southern. blot'',: riíiehfrCJ.s que'i_por "No'rthern bl~t" se detectaron 
. ; :: ~ ' -; :.:· 

transcritos heterogéneos con tél.malíos que van de· o.s a 1.3 
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