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Resumen 

 

La proteína ribosomal S1 es una proteína multidominio, asociada a la subunidad 

30S, que es esencial para el inicio de traducción. Además, tiene mayor afinidad por 

RNAs de cadena sencilla que poseen secuencias de A/U río arriba del codón de 

inicio.  Previamente fue reportado que los dominios 1-3 de la proteína S1 participan 

en el anclaje y desnaturalización de RNA con estructuras secundarias fuertes. Así 

mismo, en ese mismo estudio sugieren que la proteína S1 aparentemente no es 

necesaria para la unión de la subunidad 30S con mRNAs poco estructurados. El 

alto contenido de adeninas y uracilos después del codón de inicio aumentan la unión 

al ribosoma y la traducción de estos mRNAs. Sin embargo, hasta el momento se 

desconoce si la proteína ribosomal S1 es necesaria para potenciar la unión de 

mRNAs ricos en A/U río debajo de codón de inicio con la subunidad 30S y su 

traducción. Se evaluó la función de la proteína S1 y sus dominios en la unión con 

mRNAs poco estructurados ricos en A/U río abajo del codón de inicio, en la 

traducción y en la viabilidad celular, para ello, se generaron mutantes de la proteína 

S1 sin los dominios 1, 2, 3, 1-2 y 1-3 y se analizó su efecto en la formación de 

complejos ternarios con subunidades 30S deficientes de S1 y tRNA iniciador. Se 

emplearon ensayos in vitro de transcripción-traducción deficientes de S1 y en su 

capacidad de restablecer el cultivo de células deficientes de S1. De acuerdo a los 

resultados obtenidos, se demostró que el dominio 3 es necesario para discriminar 

mRNAs de acuerdo a las bases después del codón de inicio, porque su ausencia 

anuló la unión con mRNAs ricos en A/U y en cambio favoreció la unión con mRNAs 

ricos en G. De manera interesante, se observó que los dominios 2-3 son importantes 

para la unión y traducción de mRNAs ricos en A/U, y además estos dominios son 

esenciales para la viabilidad celular. 
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Abstract 

 

S1 is a multi-domain ribosomal protein associated with the 30S subunit. S1 protein 

is essential for translation initiation and binds with high affinity to single-stranded 

mRNA containing AU-rich patches upstream of the start codon. It was previously 

reported that domains 1-3 of S1 protein play a role in the docking and unfolding of 

structured mRNAs to the ribosome. In the same study, the S1 protein is not 

apparently necessary for the binding of the 30S subunit with unstructured mRNAs. 

However, the high content of adenines and uracils after the start codon increase 

ribosome binding and translation of these mRNAs, suggesting that S1 ribosomal 

protein is capable of binding to these A/U rich regions. To evaluate the role of S1 

protein and its domains in different functions like the binding with poorly structured 

mRNAs containing A/U downstream of the start codon, protein synthesis and cell 

viability, mutants of S1 protein were generated without the domains 1, 2, 3, 1-2 and 

1-3. We analyzed the effect of these mutants in the formation of ternary complexes 

with S1-deficient 30S subunits, in protein synthesis using in vitro S1-deficient 

transcription-translation assay and its ability to re-establish the culture of S1 deficient 

cells. According to the results, it was demonstrated that domain 3 is necessary to 

discriminate mRNAs according to the bases after the start codon because its 

absence abolished the binding with A/U-rich. Indeed, the absence of domain 3 

stimulated the affinity of S1 protein for G-rich mRNAs. Interestingly, we observed 

that domains 2-3 are necessary for the binding and translation of mRNAs A/U-rich. 

Additionally, these domains are essential for cell viability. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

La traducción es el proceso de biosíntesis de proteínas, el cual se lleva a cabo por 

un complejo macromolecular ribonucleoproteíco cuyo componente principal es el 

ribosoma. Los ribosomas son complejos enzimáticos que se encargan de la síntesis 

de polipéptidos de acuerdo al código genético del RNA mensajero (mRNA). La 

traducción está divida en cuatro etapas: iniciación, elongación, terminación y 

reciclamiento. 

 

1.1 Etapa de iniciación 

Los ribosomas inician la traducción en mRNAs durante la transcripción en 

procariontes. Por ello, la trascripción y la traducción son procesos celulares 

acoplados. La etapa de iniciación es crucial, ya que determina normalmente la 

velocidad global de la síntesis de proteínas y es la fase más regulada.  

 

El rango de tiempo en la cual el ribosoma se ensambla en el mRNA es en el orden 

de segundos, aunque es específico para cada mRNA. Los ribosomas traducen al 

mRNA con una velocidad aproximada de 12 aminoácidos por segundo (Kennell & 

Riezman, 1977). El ribosoma, el tRNA aminoacilado y formilado (fMet-tRNAf
Met), 

mRNA, y los tres factores proteícos de iniciación (IF1, IF2 e IF3) están involucrados 

en la etapa de iniciación. 

 

1.1.1 Factores de inicio 

 

Los factores IF1, IF2, IF3 y el cofactor GTP son requeridos para la formación del 

complejo de inicio de la traducción en bacterias (Gualerzi & Pon, 1990). IF1 

interacciona con los mismos nucleótidos que son protegidos por el tRNA localizados 

en el sitio A.  Por lo que se piensa que IF1 bloquea la unión del tRNA en el sitio A 

durante la etapa de inicio (Moazed, Samaha, Gualerzi, & Noller, 1995). 
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IF2 es una GTPasa que estimula la unión del tRNA iniciador con el sitio P de la 

subunidad ribosomal 30S (Pon & Gualerzi, 1986). Además de que estabiliza la 

interacción de fMet-tRNA con el ribosoma en el complejo de inicio (RajBhandary & 

Chow, 1995; Sundari, Stringer, Schulman, & Maitra, 1976). IF3 posee dos dominios: 

uno carboxilo y otro amino, el dominio carboxilo coincide con la localización de la 

hélice 69 del rRNA 23S por lo que este factor se libera previo a la unión de la 

subunidad 50S dado que ésta región del rRNA 23S también interacciona con la 

subunidad ribosomal grande en la formación del complejo de inicio. El dominio N 

colinda con las proteínas S7 y S11 y puede interferir en el sitio E de unión a tRNA 

(Dallas & Noller, 2001). Además, IF3 también incrementa la eficiencia de selección 

del tRNA iniciador (Hartz, Mcpheeters, & Gold, 1989). Estos factores trabajan en 

conjunto con el ribosoma para formar el complejo de inicio de la traducción.  

 

1.1.2 mRNA 

 

El mRNA interactúa específicamente con el tRNA iniciador así como con la 

subunidad ribosomal 30S en la formación del complejo de preinicio. En el inicio de 

la traducción el ribosoma protege al mRNA en una región llamada sitio de unión al 

ribosoma (RBS), el cual abarca aproximadamente 30 nucleótidos (Steitz, 1969). Los 

mRNAs bacterianos son policistrónicos y poseen múltiples señales para el inicio y 

terminación de la traducción. 

 

El sitio de unión al ribosoma (RBS) en los mRNAs no están caracterizadas 

solamente por la presencia de un codón de inicio putativo. Existen otros elementos 

necesarios para promover el inicio de la traducción de manera correcta y evitar 

inicios erróneos. La región río arriba del codón de inicio es la región 5’ no traducible 

(5’ UTR). Esta región contiene la secuencia Shine-Dalgarno (SD), la cual es 

complementaria a la región 3’ del rRNA 16S de la subunidad ribosomal 30S (Shine 

& Dalgarno, 1974). Un efecto directo de la interacción de SD es la ubicación del 

codón de inicio en el sitio P ribosomal, donde el codón de inicio interactúa con fMet-

tRNAf
Met. La región RBS de los mRNAs de E. coli típicamente poseen la secuencia 
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SD GGAGG localizada 7-12 nucleótidos río arriba del codón de inicio, el cual puede 

ser AUG, GUG o UUG (McCarthy & Brimacombie, 1994). Los codones de inicio en 

E. coli tienen una frecuencia de 90, 8 y 1% para AUG, GUG y UUG, respectivamente 

(Schneider, Stormo, Gold, & Ehrenfeucht, 1986). 

 

Los mRNAs de bacterias pueden ser canónicos o no canónicos (leaderless), aunque 

este último es raro, no más de 40 mRNAs leaderless han sido identificados en 

bacteria (Moll et al., 2001). Los mRNAs canónicos poseen elementos del 5’ UTR 

mencionados anteriorrmente, mientras que los mRNAs leaderless poseen unos 

cuantos nucleótidos río arriba del codón de inicio. Aunque diversos reportes 

demuestran que los factores de inicio son importantes en la formación del complejo 

de inicio, se ha visto que no afectan la interacción Shine Dalgarno-anti Shine 

Dalgarno (SD-ASD) o la asociación de la subunidad ribosomal 30S y mRNAs 

canónicos. 

 

1.1.3 tRNA iniciador 

 

El primer aminoácido de una cadena polipétidica es siempre una metionina, la cual 

entra al ribosoma unida al tRNAf
Met iniciador. El papel del tRNA iniciador es 

asegurarse del inicio correcto de la traducción en el RBS del mRNA. En bacterias, 

así como en cloroplastos y mitocondrias, la metionina unida al tRNAf
Met iniciador 

está N-formilada, lo cual excluye de manera selectiva a la fMeT-tRNAf
Met a partir de 

la etapa de elongación (RajBhandary & Chow, 1995). 

 

1.1.4 Ribosoma 

 

Los ribosomas están conformados por una subunidad grande y una pequeña. Los 

ribosomas de bacteria poseen una velocidad de sedimentación relativa de 70S y 

una masa de 2.4 MDa. La subunidad grande tiene una velocidad de sedimientación 

relativa de 50S y una masa de 1.5 MDa, mientras que la subunidad pequeña tiene 

una velocidad de sedimentación de 30S y una masa de 0.8 MDa. Aproximadamente 
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dos tercios del ribosoma es RNA y un tercio son proteínas (Moore, 2002). Las 

estructuras primarias tanto del RNA ribosomal (rRNA) como de las proteínas 

ribosomales de E. coli fueron las primeras en ser estudiadas. 

 

   Subunidad 50S 

 

La subunidad ribosomal grande o 50S está constituida de 34 proteínas (L1-L34) y 

dos RNAs denominados 5S y 23S, conteniendo aproximadamente 120 y 2,900 

nucleótidos, respectivamente. Seis dominios de estructura secundaria son definidos 

para el rRNA 23S, mientras que el rRNA 5S es considerado el séptimo dominio de 

la subunidad. La formación del enlace peptídico es la principal actividad enzimática 

que es llevada a cabo por los ribosomas. El centro activo nombrado centro 

peptidiltransferasa (PTC, siglas en inglés) está localizado en la subunidad 50S 

(Rodnina & Wintermeyer, 2003). Posiblemente, las proteínas L2 y L3 están 

involucradas en la formación del enlace peptídico. La proteína L2 es la candidata 

más probable, debido a que subunidades 50S carentes de esta proteína son 

inactivas en la formación del enlace peptídico y no pueden asociarse para formar 

ribosomas 70S. 

 

   Subunidad 30S 

 

La subunidad ribosomal pequeña o 30S está conformada por 21 proteínas y un RNA 

de aproximadamente 1500 nucleótidos sedimentando a 16S. Las proteínas 

ribosomales fueron numeradas de acuerdo a su ubicación en un gel de 

poliacrilamida de dos dimensiones (S1-S21) donde la proteína de mayor peso 

molecular tiene el número más grande como la S1 y la de menor peso el más chico 

como la S21.  

 

La subunidad 30S puede ser dividida en tres regiones: (1) El dominio 5’ del rRNA 

16S que interacciona con las proteínas S4, S5, S12, S16, S17 y S20. (2) El dominio 

3’ del rRNA 16S con las proteínas S2, S3, S7, S9, S10, S13, S14 y S19. (3) El 
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dominio menor 3’ del rRNA 16S interactúa directamente o indirectamente con las 

proteínas S6, S8, S11, S15, S18 y S21 (Moll et al., 2001). 

 

1.2 Etapa de elongación 

 

Esta etapa comienza después que la subunidad 50S se une al complejo de inicio, 

posteriormente el factor de elongación Tu (EF-Tu) se une al aminoacil-tRNA (aa-

tRNA) y protege el enlace aminoéster de la hidrólisis en el complejo ternario aa-

tRNA:EF-Tu:GTP (Rodnina, Pape, Fricke, Kuhn, & Wintermeyer, 1996). En la 

primera parte de la elongación los complejos ternarios tratarán de decodificar el 

codón del mRNA en el sitio aminoacil tRNA (sitio A) (Rodnina et al., 1996). Una 

correcta interacción condón-anticodón en el sitio A, provoca que EF-Tu estimule la 

capacidad de GTPasa en el ribosoma convirtiendo a GTP en GDP (Rodnina, Fricke, 

Kuhn, & Wintermeyer1, 1995), como consecuencia la conformación de EF-Tu es 

diferente cuando está unido a GTP a cuando está unido a GDP. En la segunda 

etapa se forma el enlace peptídico entre el grupo amino del aminoácido unido al 

tRNA del sitio A y el grupo carboxilo del aminoácido unido al tRNA del sitio P 

(Rodnina & Wintermeyer, 2003). Durante la tercera parte de la elongación, el factor 

de elongación G (EF-G) estimula la translocación de tRNAs en los sitios A y P junto 

con el mRNA para que el segundo codón quede expuesto en el sitio A. El peptidil-

tRNA es dejado en el sitio P, mientras el tRNA deacilado es movido al sitio de salida 

(sitio E). EF-Tu es reciclado en su forma activa unido a aa-tRNA por el factor de 

elongación Ts (EF-Ts) (Stark, Rodnina, Rinke-appel, & Heel, 1997). Estos pasos se 

pueden repetir múltiples veces, hasta cientos de veces, según el número de 

aminoácidos que contenga el polipéptido. 

 

1.3 Etapa de terminación y reciclamiento 

 

La terminación ocurre cuando un codón de paro (UAA, UAG y UGA) entra al sitio A 

del ribosoma, donde UAG y UAA son reconocido por el factor de liberación RF1 y 
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UGA y UAA por RF2 (Klaholz et al., 2003). RF1 o RF2 hidrolizan la cadena 

polipeptídica para terminar la traducción, y estos factores son disociados del 

ribosoma por RF3 en la etapa de reciclamiento (VFreistroffer, YuPavlov, 

MacDougall, HBuckingham, & Måns Ehrenberg, 1997). Finalmente, el ribosoma se 

disocia en sus subunidades 30s y 50S por el factor de elongación EF-G, y el factor 

de reciclamiento ribosomal (RRF). Un mRNA, si es lo suficientemente largo, puede 

ser leído o traducido por varios ribosomas a la vez, lo que se denomina 

polirribosoma o polisoma. 

 

1.4 Elementos de regulación traduccional 

La eficiencia traduccional en Escherichia coli generalmente es determinada por la 

etapa de iniciación, en donde la subunidad 30S se une directamente al RBS del 

mRNA. La secuencia y estructura del mRNA determina su interacción con la 

maquinaria traduccional y la eficiencia y frecuencia de traducción. Los mRNAs que 

se traducen más contienen algunos o todos de los siguientes elementos en el RBS: 

1) un codón de inicio específico para la interacción con fMet-tRNAf
Met (Guthrie & 

Nomura, 1968); 2) una secuencia SD complementaria a una secuencia ASD del 

rRNA 16S (Shine & Dalgarno, 1974); 3) una secuencia de A/U para interaccionar 

con la proteína ribosomal S1 (Boni, Lsaeva, Musychenko, & Tzareva, 1991); y 4) 

elementos potenciadores río arriba o río abajo (Brock, Paz, Cottle, & Janssen, 2007) 

del codón de inicio. 

 

mRNAs que se asocian rápidamente y se disocian lentamente forman complejos de 

iniciación estables y son traducidos eficientemente. Pero, las estructuras 

secundarias impiden la accesibilidad del mRNA al canal de decodificación, porque 

secuestran elementos del mRNA como la secuencia Shine-Dalgarno y el codón de 

inicio afectando la interacción con la subunidad 30S (Nivinskas, Malys, Klausa, 

Vaiškunaite, & Gineikiene, 1999).   

 

Las estructuras secundarias disminuyen la eficiencia traduccional a través de un 

mecanismo competitivo donde secuencias en cis del mRNA compiten con la 
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subunidad 30S para unirse al RBS y formar un complejo inactivo (De Smit & Duin, 

1990; De Smit & Van Duin, 1994). Por otro lado, la traducción de mRNAs altamente 

estructurados ha sido descrito en dos pasos: el primer paso consiste en la unión del 

mRNA con la subunidad 30S, esta unión es independiente de la secuencia SD y 

factores de inicio. En el segundo paso es necesaria la participación de la secuencia 

Shine-Dalgarno, codón de inicio, factores de inicio y el tRNAfMet (Studer & Joseph, 

2006). 

 

1.4.1 La proteína ribosomal S1 y la etapa de iniciación 

 

S1 es una proteína ribosomal atípica, con alta afinidad por secuencias ricas en A/U. 

Es la proteína más grande y ácida del ribosoma, se une débilmente y no siempre 

está asociada a la subunidad 30S (Figura 1A y B), está constituida por 557 

aminoácidos y tiene un peso molecular de 61 kDa. S1 es esencial en E. coli y una 

proteína S1 homologa está presente en todas las bacterias Gram-negativas. 

Además, la proteína S1 tiene la capacidad de interaccionar con el ribosoma y con 

el mRNA. El dominio N-terminal de la proteína S1 (residuos 1-193) es responsable 

de la unión de la proteína S1 con el ribosoma a través de la proteína S2 (Konstantin, 

et al., 2012).  

  

La proteína S1 está constituida de seis dominios tipo OB (Figura 1C), los cuales 

tienen un tamaño aproximado de 70 aminoácidos (Bycroft, Hubbard, Proctor, 

Freund, & Murzin, 1997). Aunque estructuralmente son similares estos dominios 

presentan funciones distintas: los dos primeros dominios del extremo N-terminal (D1 

y D2) están involucrados con la unión al ribosoma y la interacción con la replicasa 

Qβ (McGinness & Sauer, 2004; Okada, Wower, Wower, Zwieb, & Kimura, 2004). 

Los dominios D3-D5 se unen a RNA de una sola cadena (Boni et al., 1991; OKADA 

et al., 2004), mientras que el dominio del extremo C-terminal (D6) está involucrado 

en la regulación autógena de la expresión del gen rpsA (Boni, Artamonova, Tzareva, 

& Dreyfus, 2001) (Figura 1C).  
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El extremo N-terminal de la proteína S1 está conectado por una región flexible al 

extremo C-terminal, el cual contiene motivos repetidos tipo OB (4-6). Estos motivos 

están formados por 70 aminoácidos de longitud, contienen 5 láminas β barril 

antiparalelas. El motivo S1 es encontrado en muchas proteínas como la PNPasa de 

E. coli (Figura 2) o el factor de iniciación en eucariontes eIF2α. El papel de la 

proteína S1 de dirigir el mRNA al ribosoma y facilitar el inicio de la traducción está 

soportado por las siguientes observaciones: (1) S1 puede estar unido al mRNA por 

crosslinking en complejos de inicio de la traducción, (2) presenta alta afinidad a 

ligandos de RNA similares a secuencias en mRNAs conocidas como potenciadores 

del inicio traduccional y (3) anticuerpos anti S1 muestran efectos inhibitorios 

solamente cuando son añadidos antes del inicio de la traducción, indicando que la 

proteína S1 es necesaria para el inicio de la traducción de cualquier mRNA. 

 

1Figura 1. Proteína ribosomal S1 

A) B) 

C) 

Figura 1. Proteína ribosomal S1. A) Criomicroscopía de la subunidad 30S de E. 
coli, en donde se indica la ubicación de la proteína S1. B) Imagen cristalográfica de 
la subunidad 30S, se indican las regiones de la misma. C) Esquema de los seis 
dominios OB-fold de la proteína S1, se muestran las funciones predichas de los 
dominios. (Imagen modificada de Sengupta, et al 2001) 
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1.4.2 Dominios tipo OB  

 

Los dominios con plegamiento de tipo OB son motivos estructuralmente pequeños 

nombrados así por sus propiedades de unión a oligonucleótidos/oligosacáridos. Los 

dominios tipo OB son dominios multifuncionales en muchas áreas de la biología (Lin 

& Scott, 2012; Murzin, 1993). Debido al plegamiento de estos dominios es muy difícil 

de predecir su estructura a partir de las secuencias primarias.  Además, estos 

dominios muestran divergencia estructural y son capaces de unirse a una variedad 

de ligandos dentro de los cuales pueden ser DNA de cadena sencilla (ssDNA) y 

RNA de cadena sencilla (ssRNA) (Lin & Scott, 2012). 

 

Los dominios de tipo OB contienen entre 70 y 150 aminoácidos de longitud. La 

variabilidad en longitud entre los dominios OB-fold es principalmente debido a las 

diferencias que existen en la longitud de los bucles encontrados entre elementos 

bien conservados de la estructura secundaria. 

 

2Figura 2. Dominios S1 

Figura 2. Dominios S1. Alineamiento de aminoácidos de los seis dominios de la 

proteína S1 tipo OB-fold con el dominio de unión a RNA de la PNPasa (motivo S1). 

Con flechas se indican las láminas β presentes en cada dominio y las alfa hélices 

son representadas mediante un cilindro. Los aminoácidos conservados se 

encuentran en cuadros gris obscuro. (figura modificada de Bycroft et al, 1997) 
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Frecuentemente descritos como motivo Greek key, los dominios tipo OB poseen 

cinco láminas plegadas antiparalela β barril (Figura 3), arregladas en 1-2-3-5-4-1. 

Entre las láminas 3 y 4 se puede encontrar frecuentemente un α hélice. Las láminas 

3 y 5 pueden cerrar el β-barril por puentes de hidrógeno en un arreglo paralelo. 

Diversas características estructurales en común han sido identificadas en estos 

dominios (Bycroft et al., 1997). Una glicina (u otro residuo pequeño) en la primera 

mitad de β1 y un giro β en la segunda mitad de β1 le permite a esta lámina curvearse 

completamente para rodear al β-barril. Un segundo residuo de glicina 

frecuentemente se encuentra al inicio de β4 en una conformación α-L. Además, los 

dominios OB usan una interfaz de unión común a ligandos centrada en las láminas 

β2 y β3 (Murzin, 1993). Esta interfaz canónica está conformada por bucles entre las 

láminas β1 y β2, β3 y α, α y β4, y β4 y β5. Estos bucles definen una hendidura que 

atraviesa la superficie del dominio OB de manera perpendicular al eje del β-barril. 

La mayoría de los ácidos nucleicos unidos tienen el mismo patrón dentro de esta 

hendidura, típicamente perpendicular a las láminas β antiparalelas, con una 

polaridad 5’ a 3’ desde las láminas β4 y β5 a la lámina β2. Como evidencia de 

numerosas estructuras de alta resolución, los bucles presentados por una lámina β 

parecen proveer una superficie de reconocimiento ideal para ácidos nucleicos de 

cadena sencilla. Sin embargo, el tamaño de estos bucles es muy variable, estas 

características son una gran ventaja para los dominios OB-fold (Figura 3), ya que 

le permiten tener múltiples áreas de interacción con ácidos nucleicos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 3Figura 3. Estructura esquemática del dominio OB-fold 

Figura 3. Estructura esquemática del dominio OB-fold. Láminas β y horquillas 

están indicadas junto con el extremo N- y C-terminal. Las láminas β2, β4 y β5 se 

muestran interrumpidas y tienen giros y horquillas entre sus componentes. 
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1.4.3 Secuencias ricas en A/U 

 

Los nucleótidos alrededor del codón de inicio tienen una gran influencia en la 

traducción. Un incremento de -1.4 kcal/mol en la energía libre del RBS corresponde 

a una reducción de aproximadamente 10 veces en la velocidad de inicio de la 

traducción (De Smit & Van Duin, 1994). Por lo que el ribosoma debe superar la 

barrera termodinámica para poder unirse al mRNA. En E. coli secuencias ricas en 

A/U río arriba y río abajo del codón de inicio actúan como “enhancer”, debido a que 

favorecen la unión del mRNA al ribosoma (Castillo-Méndez, Jacinto-Loeza, 

Olivares-Trejo, Guarneros-Peña, & Hernández-Sánchez, 2012; Del Campo, 

Bartholomäus, Fedyunin, & Ignatova, 2015; Komarova, Tchufistova, Dreyfus, & 

Boni, 2005). Estas regiones ricas en A/U favorecen la presencia de regiones de 

cadenas sencillas, las cuales son sitios de anclaje del ribosoma. Las secuencias 

ricas en A/U ubicadas principalmente río arriba del codón de inicio actúan como sitio 

blanco para la proteína ribosomal S1 (Boni et al., 2001). Debido a la afinidad de la 

proteína S1 a secuencias ricas en A/U, la vida media del mRNA aumenta, ya que la 

proteína S1 protege al mRNA de la degradación por parte de RNAsas de E. coli 

como lo es la PNPasa (Briani et al., 2008). Este incremento en la vida media del 

mRNA favorece la abundancia y por consecuencia su expresión. 
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2. ANTECEDENTES 

 

La proteína ribosomal S1 es una proteína ácida y con una gran afinidad por RNA de 

cadena sencilla. Además, se ha determinado que la proteína S1 es esencial para la 

traducción de cualquier mRNA tanto sintético como natural (Sùrensen, Fricke, & 

Pedersen, 1998). Un trabajo realizado en 1984 demostró que la proteína ribosomal 

S1 es esencial para la traducción de homopolímeros de adeninas y uracilos, estos 

resultados fueron observados mediante la incorporación in vitro de lisina y de 

fenilalanina en mRNAs de poli (A) y de poli (U), respectivamente, y observaron una 

marcada disminución en la incorporación de estos dos aminoácidos al emplear una 

mutante de la proteína S1 (Suryanarayana & Subramanian, 1984). Además, otr 

estudio reveló que secuencias ricas en A/U río arriba del codón de inicio son sitios 

de unión para la proteína ribosomal S1 (Boni et al., 1991). 

  

En el 2003, en un estudio propuso un modelo de dos pasos de interacción del 

ribosoma con mRNAs estructurados denominado “Standby sites” (De Smit & Van 

Duin, 2003). De acuerdo con este modelo, existe un paso de unión rápida del mRNA 

con la subunidad 30S a través de regiones de cadena sencilla con la proteína S1, 

el cual es independiente de la secuencia SD, y un segundo paso de 

desnaturalización de la estructura secundaria presente en el RBS del mRNA y su 

acomodamiento del mRNA en la subunidad 30S para permitir la interacción 

SD/ASD.  Studer y Joseph en el 2006, demostraron el segundo paso del modelo, 

en el cual las estructuras secundarias en el RBS son desnaturalizadas y en donde 

la SD y factores de inicio son necesarios. En el 2013 Duval et al, estudiaron el primer 

paso de dicho modelo y demostraron que los dominios 1 a 3 del extremo N-terminal 

de la proteína S1 son esenciales para el anclaje de mRNAs con estructuras 

secundarias fuertes a la subunidad 30S y no para aquellos mRNAs poco 

estructurados. Sin embargo, un estudio previo (Castillo-Méndez et al., 2012) 

empleando variantes del mRNA de lacZ en los cuales modificaron el contenido de 

adeninas en las bases +4 a +9, observaron que aquellos mRNAs con un mayor 



 
 

18 
 

contenido de adeninas aumentan la expresión de la proteína β-galactosidasa y ese 

aumento en la traducción correlaciona con la unión del mRNA a la subunidad 30S. 

Además, Edmund et al, 2012, reportó que las primeras 20 bases río abajo del codón 

de inicio que poseen una región de cadena sencilla son requeridas por el ribosoma 

para una eficiente unión e inicio traduccional. Por otro lado, en otro estudio (Del 

Campo et al., 2015) se observó que aquellos mRNAs con un gran contenido de 

adeninas río arriba del codón de inicio favorecen el anclaje del mRNA al ribosoma 

en comparación con mRNAs con un mayor contenido de GC. Esto podría deberse 

a que regiones ricas en A/U mantienen el RBS poco estructurado. Sin embargo, la 

afinidad de la proteína S1 por secuencias ricas en A/U podría indicar su posible 

participación en la unión de este tipo de mensajeros, incluyendo aquellos 

conteniendo nucleótidos A/U río bajo del codón de inicio, con la subunidad 30S. La 

afinidad de S1 por mRNAs ricos en A/U después del codón de inicio y su posible 

participación en la formación de complejos de inicio traduccional podrían explicar la 

traducción eficiente de este tipo de mensajeros.  

 

Un análisis bioinformático (Deryusheva, Machulin, Selivanova, & Serdyuk, 2010) 

demuestra que el tercer dominio de la proteína S1 es el más conservado de los 6 

dominios OB que posee. Posiblemente, este dominio confiere a la proteína S1 la 

capacidad de interactuar con mRNAs ricos en A/U río abajo del codón de inicio.  
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3. JUSTIFICACIÓN 

 

La síntesis de proteínas es regulada a diferentes niveles originando cambios en la 

expresión de las proteínas. Se conoce hasta el momento que secuencias río abajo 

del codón de inicio pueden reprimir o potenciar la traducción, sin embargo, se 

desconoce el mecanismo como estas secuencias pueden provocar este efecto en 

la traducción. 

La proteína ribosomal S1 presenta una gran afinidad por secuencias ricas en A/U y 

además participa en el anclaje de mRNAs estructurados a la subunidad 30S. Según 

Duval, et al. 2013, la unión de mRNAs no estructurados a la subunidad 30S es 

independiente de la proteína S1. Sin embargo, debido al efecto de las secuencias 

ricas en A/U río abajo del codón de inicio y a las características de la proteína S1, 

se sugiere que la proteína S1 es necesaria para que estas secuencias muestren un 

aumento en la unión del mRNA con la subunidad 30S y en la traducción. 

Por otro lado, ya se ha demostrado el papel de los dominios 1-3 de la proteína S1 

en la unión de mRNAs estructurados, pero no con mRNAs débilmente 

estructurados. Por lo tanto, es de interés evaluar la participación de los dominios de 

la proteína S1 en la interacción de mRNAs poco estructurados (conteniendo 

adeninas, uracilos o guaninas río abajo del codón de inicio) con la subunidad 30S y 

en la traducción de este tipo de mRNAs. 
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4. HIPÓTESIS  

 

Los dominios 2 y 3 de la proteína ribosomal S1 son esenciales en el reconocimiento 

de mRNAs ricos A/U río abajo del codón de inicio y para la traducción de este tipo 

de mRNAs. 

 

  

5. OBJETIVOS 

 

5.1 Objetivo general: 

 

Determinar el papel de los dominios 1-3 de la proteína ribosomal S1 en la unión y 

traducción de mRNAs ricos en A/U río abajo del codón de inicio.    

 

5.2 Objetivos específicos: 

 

 Analizar la afinidad relativa de la proteína S1 por mRNAs ricos en A, U y G 

 Determinar el papel de los dominios 1-3 en la interacción de la proteína S1 

con mRNAs ricos en A, U y G 

 Analizar el papel de los dominios 1-3 de S1 en la formación de complejos 

ternarios con mRNAs ricos en A/U  

 Determinar si los dominios 2 y 3 de la proteína S1 son necesarios para la 

traducción de mRNAs ricos en A, G y U río abajo del codón de inicio 

 Evaluar el papel de los dominios 1-3 de la proteína ribosomal S1 en la 

viabilidad celular 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

6.1 Cepas y condiciones de crecimiento 

Las cepas de E. coli y plásmidos usados en este estudio son enlistados en la tabla 

1. Los cultivos bacterianos fueron crecidos a 37°C en Luria–Bertani con ampicilina 

100 µg/mL (LB-Amp). 

6.2 Plásmidos y construcciones 

Las variantes de lacZ obtenidas por mutagénesis sitio dirigida contienen una 

composición variable de adeninas y/o guaninas en los codones 2-3 (Tabla 1), los 

oligonucleótidos empleados son complementarios entre si y fueron diseñados a 

partir de placZ, el cual está clonado en el vector pKQV4 bajo los sitios de restricción 

EcoRI/HinDIII. Para cada construcción solamente se muestra el oligonucleotido 5’ 

(tabla 1). Por ejemplo: 5’-GGAAACAGAATTCATGAAAAAACCCGTCGTTTT 

ACAACGTCGTG-3’ y 5’-CACGACGTTGTAAAACGACGGGTTTTTTCATGAATTCT 

GTTTCC-3’ fueron usados para obtener las variantes de lac Z con adeninas en las 

posiciones 2-3 (ATGAAAAAA) y así sucesivamente. Todas las variantes de lac Z 

fueron transformadas en E. coli C600 por el método de CaCl2 y la expresión de 

proteínas se realizó bajo el control del promotor ptac, el cual es inducible con IPTG 

1 mM. 
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Tabla I. Cepas bacterianas y oligonucleótidos de lacZ 

Cepas Genotipo y características 

C-1a Parental 

5699 ArapB-rpsA 

DH5α 
F-, ɸ80d, lacZΔM15, endA1, recA1, hsdR17 (rk

-, mk+), 

supE44, thi-1, d-, gyrA96, Δ(lacZYA-argF), U169 

C600 F-, thi-1, thr-1, leuB6, lacY1, tonA21, supE44, λ- 

Plasmidos Descricción 

pProEx-1 Blac lacIQ pTrc 

pJET 1.2 blunt Blac pT7 

pKQV4 Blac lacIQ pTrc 

T7 lacZ 5’ 

 

5’-

CTAATACGACTCACTATAGGTGAGCGGATAACAATT

TCACACAGGAAACAG-3’ 

LacZ reverse 5’-GCTGGCGTAATAGCGAAG-3’ 

placZwt 
pKQV4 contiene el gen lacZ insertado en plexlacZ con 

los sistios de restricción EcoRI/HinDIII lacZ  

placZ23AAA 
Derivado de placZwt con sustituciones en  lacZ 

ACC2AAA GAT3AAA  

placZ23GGG 
Derivado de placZwt con sustituciones en  lacZ 

ACC2GGG GAT3GGG  

placZ23AGG 
Derivado de placZwt con sustituciones en  lacZ 

ACC2AGG GAT3AGG  

placZ23AGA 
Derivado de placZwt con sustituciones en  lacZ ACC2 

AGA GAT3 AGA  

placZ23TTT 
Derivado de placZwt con sustituciones en  lacZ 

ACC2TTT GAT3TTT  

 

 



 
 

23 
 

6.3 Clonación de los genes rplD y rpsA  

El DNA genómico fue preparado a partir de E. coli C600 por métodos ya 

estandarizados. Los genes rpsA and rplD fueron amplificados por PCR a partir de 

DNA genómico usando los oligonucleótidos siguientes:  rpsAS1f (5´-GCGgaattc 

CCATGACTGAATCTTTTGCTCAAC-3´), rpsAS1r (5´-GCggatccTTACTCGC 

CTTTAGCTGCTTT-3´), y rplDL4f (5’-CGgaattcCGATGGAATTAGTATTG-3’) y 

rplDL4r (5’-CGggatccCCGTCATGCCAGCATCTCC-3’), respectivamente. Los sitios 

de restricción EcoRI y BamHI son indicados con letras minúsculas, y el sitio de inicio 

de la traducción en negritas. Los productos de PCR del tamaño esperado (1674 pb 

y 563 pb) fueron purificados y clonados en el vector de transición pJET usando 

CloneJETTM PCR Cloning Kit (Thermo Scientific, USA). Los genes rpsA y rplD fueron 

subclonados en el vector de expresión pProEx-1, el cual le añade un tag de 

histidinas en el extremo N-terminal. La identidad de los productos clonados fue 

verificada por secuenciación usando BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing 

Kit (Applied Biosystems, USA). Células E. coli DH5α fueron transformadas con el 

vector pProEx-1 con los genes clonados rplD and rpsA para expresar las proteínas 

L4 y S1 con el tag de 6 histidinas. Las proteínas fueron purificadas por cromatografía 

de afinidad empleando columnas de Ni-NTA agarosa (Qiagen, Germany).  

 

6.4 Producción de anticuerpos 

Ratas Wistar fueron inmunizadas dos veces don la proteína S1 a una concentración 

de 100 µg totales por inmunización diluído en 10 mM Tris-HCl pH 8 y adyuvante 

incompleto de Freund (Sigma #F5506-10ML), las ratas fueron retadas 30 días 

después, y diez días después de la última inmunización se determinaron los títulos 

de anticuerpo anti-S1 mediante la técnica de ELISA. Debido a que la pureza de la 

proteína L4 fue <60%, la proteína L4 fue separada mediante SDS-PAGE 10% y 

transferida a una membrana de PVDF, la banda correspondiente a L4 fue cortada y 

disuelta en DMSO al 100%. La membrana disuelta fue mezclada en adyuvante 

incompleto de Freund, y las ratas fueron inmunizadas con la emulsión resultante 

como se describió previamente para S1.  
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Los niveles de expresión de las proteínas ribosomales S1 y L4 fueron analizadas 

por western blotting diluyendo el suero inmunizado 1:20,000 en 15% de leche libre 

de grasa en PBS-T 1x para la detección de S1 y 1:500 en 7% de leche libre de grasa 

en TBS-T 1x para L4. 

 

6.5 Clonación y purificación de las mutantes rpsA.  

Las mutantes del gen rpsA (rpsA1, rpsA1-2 y rpsA1-3) fueron amplificadas 

mediante PCR a partir de la construcción pProEx-rpsA usando los oligonucleótidos 

mostrados en la tabla I y clonados en el vector pJET usando el kit de clonación 

CloneJETTM PCR (Thermo Scientific, USA). Cada una de las mutantes del gen rpsA 

fueron restringidas usando las enzimas ECoRI y BamHI, y subclonados en el vector 

pProEx-1, el cual añade un tag de histidinas en el extremo N-terminal. La identidad 

de los productos clonados fue verificada por secuenciación usando BigDye® 

Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, USA). Células E. coli 

DH5α fueron transformadas con el vector pProEx-1 con las mutantes rpsA1, 

rpsA1-2 y rpsA1-3, y crecidas toda la noche en medio LB adicionado con 

ampicilina (100 g/ml). Las células fueron diluidas 1:100 en medio fresco, crecidas 

hasta una densidad D.O.600nm de 0.6-0.8, e inducidas con IPTG 1mM por 6 h. Las 

células fueron cosechadas por centrifugación y lisadas mediante una prensa 

francesa a 8000 p. s. i en buffer de lisis (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM 

Imidazol, 5mM PMSF, 5% Glicerol, 1mM DTT, 0.5% Triton X-100). El lisado celular 

se incubó por 30 min a 4 oC con 10 unidades de DNAsa I (DN25, Sigma-Aldrich, 

USA) y 4 g/µl RNasa A. El lisado fue clarificado por centrifugación a 30, 000 g por 

30 min. Después de la centrifugación, las proteínas en el sobrenadante fueron 

purificadas por cromatografía de afinidad empleando columnas de Ni-NTA agarosa 

(Qiagen, Germany). La pureza de la proteína S1 fue >95%, lo cual se analizó 

mediante SDS-PAGE.  
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6.6 Clonación y purificación de las mutantes rpsAΔ2 y rpsAΔ3 

Las mutantes rpsAΔ2 y rpsAΔ3 fueron obtenidas de acuerdo a un método reportado 

previamente (Gibson et al., 2009). De manera breve, en el caso de la mutante 

rpsAΔ2, los dominios 1 y 3-6 fueron amplificados mediante PCR a partir de la 

construcción pProEx-rpsA con los oligonucleótidos mostrados en la tabla I. 

Asimismo, para la mutante rpsAΔ3, los dominios 1-2 y 4-6 fueron amplificados 

mediante PCR a partir de la construcción pProEx-rpsA con los oligonucleótidos 

mostrados en la tabla I. La mezcla de los dominios amplificados, para cada mutante 

fueron empleados como templado par amplificar tanto rpsAΔ2 y rpsAΔ3 usando los 

oligonucleótidos rpsAS1f y rpsAS1r y finalmente clonados en el vector pJET y 

subclonados en el vector pProEx-1. Solamente la mutante rpsAΔ3 se tradujo y su 

purificación fue igual a la utilizada con las otras mutantes. 
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Tabla II. Oligonucleótidos usados para la obtención de las mutantes 

Oligonucleotidos Secuencia 5’-3’ Características 

ForS1Δ1 GCGGAATTCCCGTGAGAAAGCTAAACG Deleción de dominio 1 y 

sitio EcoRI  

ForS1Δ1-2 GCGGAATTCCCGGCATGGAAGTTAAAGG Deleción de los 

dominios 1-2 y sitio 

EcoRI 

ForS1Δ1-3 GCGGAATTCCCAAACAGCTGGGCGAAGA

TC 

Deleción de los 

dominios 1-3 y sitio 

EcoRI 

ForS1Δ3 CTGCTGGAAAACCTGCAGGAAGGCGAAG

ATCCGTGGGTAGCTA 

Deleción del dominio 3 

RevS1Δ3 TAGCTACCCACGGATCTTCGCCTTCCTGC

AGGTTTTCCAGCAG 

Deleción del dominio 3 

RevS1 GCGGATCCTTACTCGCCTTTAGCTGCTTT Usado para generar 

templados de DNA de 

las formas truncadas 

(S11, S11-2 y S11-

3) y con el sitio BamHI 

ForS12 GTGAAACTCTGCTGTCCTGGAAGTTA

AAGGTATC 

Deleción del dominio 2 

RevS12 GATACCTTTAACTTCCAGGACAGCAG

AGTTTCAC 

Deleción del dominio 2 

 

6.7 Purificación de subunidades ribosomales 30S silvestres y deficientes en 

S1  

Células E. coli C600 fueron crecidas en medio LB a una D.O. 600 nm (A600) entre 

0.9 y 1.2. Las células fueron enfriadas rápidamente, se cosecharon mediante 

centrifugación y el pellet fue lavado con 1/100 volumenes de buffer A (10 mM Tris-

Acetato, pH 7.8, 10.5 mM Mg(Ac)2, 60 mM NH4Cl, 6 mM β-Mercaptoetanol). Las 

células fueron cosechadas por centrifugación a 6,000 g por 15 min a 4oC. Se 
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determinó el peso húmedo del pellet cellular y se resuspendió en buffer A 

suplementado con PMSF 0.5 mM, en una proporción de 1.3 ml por gramo de peso 

húmedo. Las células fueron lisadas a través de una Prensa Francesa a 10,000 p.s.i. 

El extracto celular fue incubado en buffer A con DNAsa I (DN25, Sigma-Aldrich, 

USA) en hielo por 30 min y el lisado fue clarificado por centrifugación a 30,000 g por 

45 min a 4 oC. Al sobrenandante S30 se le adicionó sulfato de amonio 1.5 M y se 

centrifugó a 10,000 rpm durante 30 min a 4 oC, el sobrenadante fue centrifugado 

nuevamente a 150, 000 g en el rotor SW40 Ti durante 12 h a 4 oC. El pellet 

correspondiente a los ribosomas 70S fue lavado con buffer B (20 mM Tris-HCl pH 

7.6, 1M NH4Cl, 10 mM Mg(Ac)2 y 5 mM β-Mercaptoetanol), en agitación suave y 

constante, para obtener subunidades deficientes en S1. Los ribosomas 

resuspendidos en buffer B fueron centrifugados nuevamente a 150,000 g por 12 h 

a 4oC. El pellet fue resuspendido en buffer C (10 mM Tris-HCl pH 7.5, 1.1 mM 

Mg(Ac)2, 60 mM NH4Cl, 0.1 mM EDTA y 2 mM β-Mercaptoetanol) y se cargó 30 

unidades de absorbancia A260 sobre un gradiente lineal de sacarosa 5-20% (w/v), el 

cual se hizo en buffer C para disociar ribosomas y centrifugado a 27,000 rpm 

durante 3.5 h a 4oC en un rotor SW28 Beckman. Las subunidades 30S fueron 

recuperadas a partir del pico correspondiente para cada condición.  

 

6.8 Ensayos de unión 

Los mRNAs empleados en los ensayos de formación de complejos ternarios fueron 

sintetizados por SIGMA Life Sciences. Las mezclas de reacción para los ensayos 

de unión (20µl) conteniendo mRNA marcado con γ-32P (44 nM), subunidades 30S 

ribosomales (440 nM) y tRNAfMet (880 nM) (a una proporción 1:10:20), dicha 

reacción fue realizada en buffer E (100 mM NH4Cl, 10 mM Tris-acetato [pH 7.5], 10 

mM Mg(Ac)2, 1 mM DTT), e incubadas por 1 hora a 37°C. Los ensayos realizados 

con subunidades ribosomales 30S deficientes en S1 fueron en las mismas 

concentraciones que las subunidades 30S silvestres. La reconstitución con la 

proteína S1 se realizó empleando una concentración de 220 nM de S1. Las 

reacciones fueron diluidas con 500 µl de buffer E y filtradas a través de membranas 
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de nitrocelulosa (0.45 µm) en un manifold (Millipore), seguido de 3 lavados de 1 ml 

cada uno con buffer E. Las membranas fueron secadas a temperatura ambiente y 

a las muestras se les realizó cross-link con luz UV (UVC 500; Hoefer). La cantidad 

de complejo formado fue determinado de acuerdo a la cantidad de mRNA unido, el 

cual fue cuantificado por los valores de pixeles medido por el equipo Typhoon 

PhosphorImager. 

 

6.9 Ensayo de movilidad electroforética en gel (EMSA) 

Las formas truncadas y silvestre de la proteína S1 fueron pre-incubadas por 30 min 

a 37ºC en buffer S1 (10mM Tris-HCl pH 7.5, 100 mM NH4Cl, 1mM DTT, 5% Glicerol, 

0.7 ng/µl tRNA, 100 µgr/ml BSA). Concentraciones crecientes de la proteína S1 

silvestre y mutantes fueron incubadas por 15 min a 37ºC con 150 fmol de mRNA 

renaturalizado y marcado en el extremo 5’ con γ-32P en 12 µl de buffer S1. Los 

complejos mRNA-S1 fue analizado en geles PAGE al 6% (Acrilamida/bisacrilamida 

80:1, TBE 1X, Glicerol 2.5%). Los geles fueron secados y visualizados por 

autoradiografías. El nivel de radioactividad fue analizado y cuantificado por el equipo 

Typhoon PhosphorImager. 

 

6.10 Transcripción-Traducción in vitro deficiente en S1 

La traducción de las variantes de lacZ fue evaluada empleando extractos crudos 

S30 deficientes en S1, los cuales fueron obtenidos a partir de la cepa E. coli 5699 

AraBp-rpsA.  Las reacciones in vitro (30 µl) fueron preparadas con 500 ng de DNA 

plasmídico de las variantes de lacZ in TE (10mM Tris-HCl, pH 8.0, 1mM EDTA), 11 

µl de premix [87.5mMTris- Ac pH 8.0, 476 mM glutamato de potasio, 75 mM 

NH4(Ac), 5 mM DTT, 20 mM Mg(Ac)2, 1.25 mM de cada uno de los 20 aminoácidos, 

5 mM ATP, 1.25 mM de cada ribonucleótido CTP, UTP, GTP, 50 mM 

Fosfoenolpiruvato, 250 mg/ml E. coli tRNA, 87.5 mg/ml PEG (8000 Mr), 2.5 mM 

cAMP, 50 mg/ml ácido fólinico] y 7 µl de extracto crudo S30 deficiente en S1, el cual 

fue obtenido  como se ha descrito previamente (Hernández-Sánchez, Valadez, 
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Herrera, Ontiveros, & Guarneros, 1998). Las proteínas marcadas radioactivamente 

fueron sintetizadas usando un premix sin metionina. 10 µCi [35S]-metionina (1170 

Ci/mmol) fueron añadidos a una concentración final de 2x10-11 M. Las proteínas 

fueron precipitadas a partir de la reacción de 30 µl por adición de 120 µl de acetona 

seguido de una centrifugación de 15,000 g por 5 min. El sobrenadante fue retirado 

y el pellet de proteína fue secado y resuspendido en buffer de carga para proteína 

conteniendo SDS. Las muestras fueron corridas en un gel SDS-PAGE 10%. 

Posteriormente, los geles fueron secados y visualizados con autoradiografías. Los 

geles secos fueron rehidratados y teñidos con plata para visualizar la carga en cada 

carril. Las autoradiografías fueron analizadas con el programa ImageJ y los niveles 

de expresión de las variantes de lacZ fueron cuantificados como densidad 

electrónica (pixeles). 

 

6.11 Marcaje metabólico  

La actividad traduccional del extracto crudo S30 deficiente en S1 fue evaluado por 

marcaje metabólico. Cultivos bacterianos de la cepa E. coli 5699 (3 ml) fueron 

crecidos a 37oC en medio mínimo M9 suplementado con tiamina, biotina en 

ausencia o presencia de arabinosa. Los cultivos fueron crecidos durante 90 min y 

120 min, se realizó un pulso por 10 min con 30 µCi de [35S]-metionina (New England 

Nuclear, 1000 Ci mmol) y las reacciones fueron detenidas con un exceso de 

metionina fría (10 mM). Las muestras fueron centrifugadas por 10 min a 14,000 g y 

4oC. Los pellets celulares fueron resuspendidos en 100 ml de buffer de lisis (30mM 

Tris-HCl, pH 6.8, 1% SDS, 5% glicerol, 2.5% β-mercaptoetanol), hervidas por 4 min 

y centrifugadas en las condiciones previamente mencionadas. Las proteínas fueron 

separadas en un gel SDS-PAGE al 10%. El gel fue secado y expuesto a placas 

radiográficas. Posteriormente, el gel fue rehidratado y teñido con plata para verificar 

la carga. 
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6.12 Análisis estadístico 

Los resultados se expresan como la media ± DS para los ensayos de unión y 

traducción in vitro. El análisis estadístico fue realizado usando el programa 

GraphPad Prism 5 para Windows. Las diferencias entre los valores de media fueron 

evaluadas usando la prueba t-Student y son expresados como **P<0.01 y 

***P<0.0001 al compararse con el control. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

31 
 

7. RESULTADOS 

 

7.1 Análisis estructural de los mRNAs sintéticos 

La proteína ribosomal S1 tiene un papel más relevante en la formación de complejos 

ternarios con mensajeros más estructurados que con mRNAs poco estructurados 

(Duval et al., 2013). Sin embargo, los mRNAs que poseen un mayor contenido de 

adeninas o uracilos en las bases +4 a +9 además de ser poco estructurados, 

presentan una mayor afinidad con la subunidad 30S (Brock et al., 2007; Castillo-

Méndez et al., 2012). Posiblemente, la proteína ribosomal S1 sea la responsable de 

la mayor afinidad que presentan este tipo de mRNAs en la formación de complejos 

ternarios. Con este propósito de definir la participación de la proteína S1 en la 

formación de complejos ternarios con RNA mensajeros ricos en adeninas y/o 

uracilos, se diseñaron oligonucleótidos sintéticos de RNA con una longitud de 36 

nucleótidos, una estabilidad termodinámica baja (-3.4 a 2.6) y además con un sitio 

de unión al ribosoma (secuencia Shine-Dalgarno, región espaciadora y codón de 

inicio). Primero se diseñó un conjunto de tres RNAs (mRNA AUG-6A, mRNA AUG-

5G y mRNA AUG-6U) con el mismo contexto de nucleótidos río arriba de la 

secuencia SD y región espaciadora, pero con nucleótidos diferentes en las 

posiciones +4 a +9 (adeninas, uracilos o guaninas). Asimismo, las energías libres 

de estos mensajeros con ∆Gs entre 1 a -3.4 indican la presencia de estructuras 

secundarias débiles (Figura 4A). Esta serie de mRNAs fue nombrada de la 

siguiente manera: el número representa la cantidad del nucleótido más frecuente en 

las bases +4 a +9 y la letra mayúscula después del número corresponde al 

nucleótido más frecuente. El segundo conjunto de oligonucleótidos (mRNA rbs-A, 

mRNA rbs-G y mRNA rbs-U) (∆G 2.6, 1 y 2.5, respectivamente) (Figura 4B) fueron 

diseñados con un contenido predominante de nucleótidos de adeninas, guaninas o 

uracilos en la región del RBS (río arriba de la secuencia SD, región espaciadora y 

río abajo del codón de inicio). Como un control para determinar la ausencia de 

estructuras secundarias en los mRNAs anteriores, se diseñaron homopolímeros de 

adeninas y uracilos (Poli A y Poli U) y un heteropolímero Poli GGC como control de 

la presencia de estructuras secundarias (Figura 4C). 
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Las estructuras secundarias y energía libre de Gibbs (ΔG) fueron predichas por el 

algoritmo Mfold (Zuker, 2003). En general, la estabilidad estructural de los 

mensajeros indicó baja estabilidad estructural (ΔG= -3.4 a 2.6), con excepción del 

RNA poli GGC (ΔG= -20.3 kcal/mol). Para corroborar los datos obtenidos por el 

algoritmo Mfold, se determinó la Tm de los RNA de manera experimental y se evaluó 

la migración electroforética de cada uno de los RNA analizados. Como se esperaba, 

el mRNA Poli GGC (ΔG= -20.3 kcal/mol; Tm= 70 oC), el cual posee la estabilidad 

estructural más fuerte, presentó una mayor migración en comparación con mRNAs 

de estabilidad estructural intermedia mRNA AUG-5G ≈50.2 oC (ΔG= -1.9 kcal/mol), 

mRNA AUG-6U ≈25oC (ΔG= -3.4 kcal/mol), mRNA AUG-6A ≈25oC (ΔG= 1 kcal/mol), 

mRNA rbs-U ≈25oC (ΔG= 1 kcal/mol) (Fig. 4B). Los mRNAs rbs-A y rbs-G (Figura 

4A) tienen una estabilidad estructural similar (ΔG= 2.5 y 2.6 kcal/mol, 

respectivamente), lo cual fue confirmado mediante el corrimiento electroforético 

(Figura 4D). 

 

Los homopolímeros (poli A y poli U) no presentaron estructuras, principalmente el 

de uracilos cuya Tm no fue determinable y su migración fue menor que los demás 

mRNAs, sin embargo, el Poli A presentó una migración como si presentara 

estructuras secundarias, esto es debido a un fenómeno en donde ocurre un 

apilamiento de adeninas (Holder & Lingrel, 1975). Por lo tanto, hubo una correlación 

fuerte entre la Tm y la migración de los mRNAs. A diferencia de Poli GGC, en 

general los mRNAs analizados presentan una estabilidad termodinámica baja. 
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Figura 4. Análisis estructural de mRNAs sintéticos. Las estructuras secundarias 

de los mRNAs sintéticos fueron predichas mediante el algoritmo de Zucker. La 

localización del codon de inicio (AUG) y la secuencia Shine-Dalgarno (AGGAGG) 

estan indicadas. Se muestran las temperaturas medias (Tm) de los mRNAs 

deteminadas experimentalmente. A) RNAs mensajeros AUG-6A, mRNA AUG-5G y 

mRNA AUG-6U. B) RNAs mensajeros rbs-A, rbs-U y rbs-G. C) RNAs control Poly 

GGC, Poly A, Poly A SD/AUG y Poly U. D) La estabilidad structural de los mRNAs 

[100 nM] fue analizada por electroforesis en un gel al 15% en condiciones no 

desnaturalizantes y visualizados por “UV shadowing”. Los nombres de los mRNAs 

están indicados en cada carril.  
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7.2 La proteína S1 promueve la formación de complejos ternarios con mRNAs 

ricos en A/U en las bases +4 a +9 

Un análisis estadístico de la naturaleza de los nucleótidos en las posiciones +4 a +9 

de los RNA mensajeros de E. coli, indican una alta frecuencia de nucleótidos de 

adeninas y uracilos (Sato et al, 2001). Asimismo, la alta frecuencia de adeninas río 

abajo del codón de inicio se ha asociado con una alta afinidad del mRNA con la 

subunidad 30S y la formación de complejos ternarios (Brock et al., 2007). Por otro 

lado, la proteína S1 se ha asociado con un papel relevante en la desnaturalización 

e interacción con RNA mensajeros estructurados (Duval et al., 2013).  

Para analizar si la proteína S1 es importante en la interacción de la subunidad 30S 

con mRNAs poco estructurados y con una alta frecuencia de adeninas o uracilos 

después del codón de inicio, se llevó a cabo la formación de complejos ternarios 

incubando subunidades 30S deficientes de la proteína S1 (30SdefS1) con los mRNAs 

AUG-6A, AUG-5G y AUG-6U. Asimismo, se emplearon subunidades 30S silvestre 

(wt 30S) y 30SdefS1 suplementadas con la proteína S1 purificada (30SdefS1+S1), 

además del tRNA iniciador. La deficiencia de la proteína S1 en ribosomas 70S fue 

de aproximadamente 70% (Figura 5A), ambos ribosomas tanto silvestre como 

deficientes en S1, fueron disociados con una concentración baja de Mg+2 (1mM) y 

las subunidades 30S fueron purificadas por medio de un gradiente de sacarosa 5-

20% (Figura 5B y 5C), las subunidades 30S fueron precipitadas y resuspendidas 

en buffer de acetatos como se describe en materiales y métodos. Los mRNAs AUG-

6A y AUG-6U presentaron una unión con la subunidad wt 30S más alta con respecto 

al mRNA AUG-5G (Figura 5D). El uso de subunidades 30SdefS1 causó una reducción 

drástica en la unión de mRNAs ricos en adeninas y uracilos (mRNA AUG-6A 58.4% 

y mRNA AUG-6U 59.2%), dando lugar a una menor cantidad de complejos ternarios. 

La débil unión del mRNA AUG-5G con la subunidad wt 30S mostró una disminución 

con subunidades 30SdefS1 estadísticamente no signifiactiva (p>0.05) (Figura 5D).  

Para corroborar si la proteína S1 era la responsable de favorecer la unión de mRNAs 

ricos en adeninas y uracilos con la subunidad 30S, se emplearon subunidades 

30SdefS1+S1. La proteína S1 restableció parcialmente la unión con los mRNAs AUG-
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6A y AUG-6U en comparación con las subunidades wt 30S (Figura 5D). Estos 

resultados demuestran que la proteína S1 es necesaria para promover la unión de 

mRNAs poco estructurados ricos en adeninas y uracilos río abajo del codón de inicio 

con la subunidad 30S en la formación de complejos ternarios. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5Figura 5. Deficiencia de S1 y su efecto en la 
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7.3 Los dominios 2-3 de la proteína S1 son necesarios para la unión entre la 

subunidad 30S y mRNAs ricos en adeninas y uracilos 

Los dominios 1-3 del extremo N-terminal de la proteína S1 son necesarios para la 

desnaturalización de mRNAs altamente estructurados y su anclaje a la subunidad 

30S (Duval et al., 2013). Posiblemente, estos dominios tengan un papel relevante 

en la interacción de mRNAs con un alto contenido de adeninas y uracilos en las 

bases próximas al codón de inicio con la subunidad 30S.  

Para determinar el papel de los dominios de la proteína S1 en esta interacción, las 

subunidades 30SdefS1 fueron reconstituidas con mutantes de la proteína S1 sin los 

dominios 1 (S1∆1), 1 y 2 (S1∆1-2) y 1-3 (S1∆1-3) del extremo N-terminal (Figura 

6A). Éstas mutantes fueron obtenidas mediante PCR y clonadas en el vector de 

Figura 5. Deficiencia de S1 y su efecto en la formación de complejos ternarios. 

Ribosomas 70S fueron lavados para eliminar la proteína S1 unida. A) La cantidad de 

proteína S1 residual fue analizada por Western blot usando anticuerpos anti-S1. 

Ribosomas wild-type 70S (WT 70S), ribosomas deficientes de S1 (70S
defS1

). Se 

realizó un análisis densitométrico mediante el software ImageJ y que normalizado 

con la proteína L4. B) Ribosomas WT 70S (30 A
260 

units) fueron disociados en 

condiciones iónicas 1 mM de Magnesio y 0.1 mM de EDTA y fraccionados en un 

gradiente lineal 5-20% de sacarosa como se describe en materiales y métodos. Las 

áreas marcadas del gradiente fueron precipitadas para obtener subunidades WT 

30S. C) Ribosomas 70S deficientes en S1 fueron disociados y fraccionados en las 

mismas condiciones que los ribosomas WT. Las áreas marcadas de los gradientes 

fueron precipitadas para obtener subunidades 30S deficientes en S1. D) La formación 

de complejos ternarios fueron realizados incubando subunidades WT y S1-def 30S 

con tRNA iniciador y mRNAs AUG-6A, AUG-5G y AUG-6U marcados con 
32

P en el 

extremo 5’. Los ensayos de union fueron incubados a 37 °C durante 15 min, los 

complejos fueron pasados por una membrana de nitrocelulosa y lavadas como se 

describe en materiales y métodos. El complejo ternario formado es retenido en la 

membrana y la señal emitida por el mRNA es cuantificada y graficada como cantidad 

de mRNA unido. 
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expresión pProEx-1 (Figura 6B). La mutante sin el dominio 3 (S13) fue obtenida 

de acuerdo al método ya reportado por (Gibson et al., 2009) y clonada en el vector 

pProEx-1 (Figura 6C y 6D).  



 
 

38 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cabe mencionar que también se clonó por el mismo método la mutante rpsA∆2 

(Figura 7A-D), sin embargo, aunque su RNA mensajero pudo detectarse tanto por 

Northern blot (Figura 7E) como por RT-PCR (Figura 7F), la proteína 

correspondiente no se detectó mediante Western blot (Figura 7G).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Clonación de las mutantes de la proteína S1. A) Representación 

esquemática de las mutantes de la proteína S1 clonadas en el vector de expresión 

pPrOEx-1, los números indican los aminoácidos correspondientes a cada domino. B) 

PCR de las mutantes S11, S16, S11-2 y S11-3. Los oligos sentido poseen el 

sitio de restricción EcoRI y el antisentido BamHI que permitió su clonación en el 

vector pPrOEx-1. C)  La mutantes rpsA2 y rpsA3 (solo se muestra el ejemplo de 

rpsA3) fueron obtenidas mediante el método descrito por Gibson, el cual consistió 

en amplificar por PCR las secuencias de los extremos 5’ y 3’ del gen rpsA, excluyendo 

en este caso  la secuencia del dominio 3 del gen. Los amplicones de los extremos 5’ 

y 3’ del gen contienen unas secuencias complementarias de 20 nucleótidos en los 

extremos 3’ representadas por las líneas verticales negras que unen las secuencias 

amplicadas indicadas en la parte inferior de la figura. D) La mezcla de los dos 

fragmentos correspondientes a los dominios 1-2 (600 pb) y dominios 4-6 (900 pb) 

permitió amplificar el fragmento correspondiente a 1500 pb, el cual no poseía el 

dominio 3. 
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6Figura 7. Clonación y expresión de la mutante 

rpsAΔ2 
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Figura 7. Clonación y expresión de la mutante rpsA2. A) Amplificación del 

fragmento del dominio 1 del gen rpsA (carril 1), marcador de peso molecular (M) 

(carril 2) y fragmento de los dominios 3-6 del gen rpsA (carril 3). B) Los productos de 

PCR de los dominios 1 y 3-6 fueron mezclados y el fragmento de PCR de 1387 pb 

es indicado (flecha blanca) (carril 2). C) PCR de colonia de candidatas de la mutante 

rpsA2 clonado en pProEx-1(carril 1-4 y 6-8), la mutante rpsA2 fue detectada en 

una candidata solamente (carril 6). D) Construcción pProEx- rpsA2 digerida con 

EcoRI y BamHI (carril 1) y sin digerir (carril 2). E) RNA total de E. coli DH5α  

transformada con pProEx-rpsA2 fue evaluada por Northern blot a distintos tiempos 

de inducción con IPTG (1mM). 0 min (carril 1), 30 min (carril 2), 60 min (carril 3) y 

RNA total de ratón (carril 4) como control negativo (CN). F) RT-PCR a partir de RNA 

total de E. coli DH5α  transformada con pProEx-rpsA2 a 0 min, 30 min, 60 min y 120 

min después de la inducción con IPTG (1 mM). G) Se utilizó anticuerpo anti-S1 para 

la detección de la mutante S12 de un extracto proteíco de E. coli DH5α  

transformada con pProEx-rpsA2 durante 0, 2, 4 y 6 horas después de la inducción 

con IPTG (1 mM) a 37 °C y extracto proteíco de E. coli DH5α transformada con 

pProEx-rpsA2 a 0 y 24 horas después de la inducción con IPTG (1 mM) a 16 °C. 

Como control fueron utilizadas las mutantes S11, S11-2, S11-3 y WT.  
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La purificación de la mayoría de las proteínas que se sobre expresaron se realizó 

por columna de afinidad de níquel y fueron obtenidas con un 95% de pureza de 

acuerdo a geles SDS-PAGE (Figura 8A-D). El tamaño y pureza de las mutantes de 

S1 se verificó mediante Western blot empleando anticuerpos anti-S1 (Figura 8E).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7Figura 8. Purificación de las 

variantes de la proteína S1 
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Figura 8. Purificación de las variantes de la proteína S1.  Las mutantes A) S11, 

B) S11-2, C) S11-3 y D) S13, fueron sobreexpresadas y purificadas por 

cromotagrafía de afinidad en columnas de agarosa con níquel. 5 µl de cada fracción 

de las mutantes de S1 purificadas fueron analizadas mediante SDS-PAGE al 10% y 

los geles fueron teñidos con azul de Coomassie. Carril 1, Input; carril 2, FT= Flow 

through, carril 3 en adelante, fracciones purificadas. E) Las mutantes fueron 

cuantificadas por el método de Bradford y 50 ng de cada mutante fue analizada por 

Western blot empleando anticuerpos anti-S1, evidenciándose la ausencia de la 

proteína S1 nativa.  
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De acuerdo a los resultados de los ensayos de formación de complejos ternarios, 

se observó que la falta del primer dominio no afectó negativamente la capacidad de 

la proteína S1 para restablecer la formación de los complejos ternarios con los 

mRNAs AUG-6A y AUG-6U (Figura 9A). Sin embargo, la pérdida de los primeros 

dos o tres dominios no restablecieron la formación de dichos complejos. De manera 

interesante, la ausencia del dominio 3 mostró el mismo efecto en la formación de 

complejos ternarios con las mutantes S11-2 y 1-3.  

 

Los mRNAs AUG-6A, 5G y 6U tienen energías libres que indican una débil 

estructura de los RNAs (-3.4 a 1) que podrían afectar su interacción con la 

subunidad 30S. Para minimizar la influencia de posibles estructuras y poner de 

manifiesto el efecto de los nucleótidos y su naturaleza en la interacción con la 

subunidad 30S, se analizó un segundo conjunto de mRNAs (rbs-A, rbs-U, rbs-G) 

con energías libres positivas y por lo tanto con menos estabilidad estructural. De 

forma similar a como se comportaron los mRNAs AUG-6A, AUG-6U y AUG-6G, la 

formación de los complejos ternarios con rbs-A y rbs-U fue mayor con respecto a 

rbs-G (Figura 9B). Además, el empleo de subunidades 30SdefS1 redujo la formación 

de complejos ternarios en un 56% y 58% con los mRNAs rbs-A y rbs-U, 

respectivamente. Por otro lado, la disminución de la cantidad de complejos ternarios 

formados entre el mRNA AUG-5G y subunidades 30SdefS1 fue estadísticamente no 

significativa (p>0.05) en comparación con las subunidades wt 30S (Figura 9B). La 

reconstitución de las subunidades 30SdefS1 con la proteína WT S1 restableció la 

unión de aquellos mRNAs con mayor contenido de adeninas y uracilos. En cuanto 

a la importancia de los dominios de S1 en la formación de los complejos ternarios, 

los resultados fueron similares a lo que se observaron con los mRNAs AUG-A, AUG-

U y AUG-G, es decir que la falta del dominio 1 de S1 no afectó su capacidad de 

restablecer la formación de los complejos ternarios como ocurrió con las mutantes 

que perdieron los primeros dos o tres dominios (Figura 9C). La mutante sin el 

dominio 3 también perdió la capacidad para restablecer la formación de los 

complejos ternarios con los mRNAs rbs-A y rbs-U (Figura 9C).  
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8Figura 9. La proteína S1 promueve la unión de 

mRNAs ricos en adeninas y uracilos con la 
subunidad 30S 
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7.4 La proteína S1 presenta mayor afinidad por mRNAs con mayor contenido 

en adeninas que uracilos río abajo del codón de inicio 

El incremento en la formación de complejos ternarios con mRNAs con un alto 

contenido de adeninas y uracilos río abajo del codón de inicio, depende de la 

proteína S1. Por lo tanto, mediante ensayos EMSA se evaluó la afinidad de la 

proteína S1 por mRNAs ricos en adeninas, uracilos o guaninas, para ello se 

realizaron ensayos de retardamiento (EMSA) con los mRNAs (mRNA AUG-6A, 

AUG-6U y AUG-5G) marcados en el extremo 5’ con 32P y la proteína WT S1 o formas 

truncadas de la misma (S1∆1, S1∆1-2 y S1∆1-3). Utilizando una concentración 

constante de mRNA marcado (150 fmol) y concentraciones crecientes de proteína 

(0-1200 nM), se observó que la proteína WT S1 presentó mayor afinidad con el 

mRNA AUG-6A (Kd≈ 0.185 µM) que con el mRNA AUG-6U (Kd≈ 0.625 µM) (Figura 

10A y 10B). La deleción del dominio 1 o de los primeros dos dominios del extremo 

N-terminal de la proteína S1 causó una disminución de aproximadamente 10 veces 

en la afinidad con el mRNA AUG-6A de acuerdo a las constantes de disociación (kd) 

calculadas (S1Δ1 kd≈ 1.25 µM; S1Δ1-2 kd≈ 1 µM) (Figura 10D). Solamente la 

ausencia de los tres primeros dominios provocó que la proteína S1 perdiera la 

capacidad de interaccionar con el mRNA AUG-6A. La unión del mRNA AUG-6U y 

Figura 9. La proteína S1 promueve la unión de mRNAs ricos en adeninas y 

uracilos con la subunidad 30S. A) mRNA AUG-6A, AUG-5G y AUG-6U  fueron 

calentados a 65 °C e incubados con subunidades 30S WT o deficientes en S1 

reconstituidas con las mutantes S11, S11-2, S11-3 y S13 y tRNA iniciador para 

dar lugar a complejos ternarios. Dichos complejos fueron pasados por una membrana 

de nitrocelulosa y la señal emitida por el mRNA marcado con 32P fue cuantificada y 

graficada como mRNA unido [pmol]. B) La afinidad de la subunidad 30S deficiente 

en S1 con los mRNAs rbs-A, rbs-G y rbs-U fue analizada en las mismas condiciones 

de las del inciso (A). C) Las subunidades 30S deficientes en S1 fueron reconstituidas 

con las variantes de S1 y su afinidad por los mRNAs rbs-A, rbs-G y rbs-U fueron 

analizadas en las condiciones mencionadas anteriormente.  
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la proteína S1 no vió disminuida por la ausencia del dominio 1 (S1Δ1 kd≈ 0.769 µM), 

en comparación con la proteína WT S1 (WT S1 kd≈ 0.625 µM) (Figura 10E), sin 

embargo, la deleción de los dominios 1-2 y 1-3 (S1∆1-2 y S1∆1-3), provocó una 

pérdida total en la unión del mRNA AUG-6U con la proteína S1 (Figura 10B), aún 

a la concentración de 1200 nM. Al evaluar la unión de la proteína S1 y de sus 

variantes con el mRNA AUG-5G, no se observó formación de complejo RNA-S1, 

aún a concentraciones altas de S1 (Figura 10C). Además, el mRNA AUG-5G 

presentó dos isoformas, ya que se observaron dos bandas. 

Estos resultados indican que los dominios 3 y 2-3 son importantes para la unión de 

la proteína S1 con mRNAs ricos en adeninas o uracilos, respectivamente. 
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9Figura 10. La 

proteína S1 tiene 
mayor afinidad por 
secuencias ricas en 
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7.5 El dominio 3 es esencial para la interacción de la proteína S1 con mRNAs 

ricos en adeninas o uracilos 

Para comprobar que el dominio 3 es esencial para la interacción de la proteína S1 

con mRNAs ricos en adeninas o uracilos en las bases +4 a +9, se evalúo la afinidad 

de la proteína S1 carente del dominio 3 con los mRNAs AUG-6A, AUG-6U y AUG-

5G mediante ensayos EMSA. Los resultados demostraron que la ausencia del 

dominio 3 causa una completa pérdida en la unión de la proteína S1 con mRNAs 

AUG-6A y AUG-6U (Figura 11A y 11B, respectivamente). Sorprendentemente, la 

ausencia de este dominio permitió la interacción de la proteína S1 con el mRNA 

AUG-5G (Figura 11C). Por lo tanto, estos datos indican que el dominio 3 es esencial 

para la interacción de la proteína S1 con mRNAs ricos A/U y en cambio su ausencia, 

aunque débil, permite la interacción con mensajeros ricos en guaninas. 

 

 

 

 

Figura 10. La proteína S1 tiene mayor afinidad por secuencias ricas en 

adeninas que por uracilos. Los complejos formados entre S1 (WT S1) o sus 

mutantes y los mRNAs A) AUG-6A, B) AUG-6U o C) AUG-5G marcados en el 

extremo 5' con 
32

P fueron resueltos mediante ensayos de retardardamiento en gel. 

Carril 1, mRNA sin proteína como control; Carriles 2-5, formación de complejos con 

concentraciones crecientes de WT S1 o mutantes (S1Δ1, S1Δ1-2 y S1Δ1-3) como 

se indica en la parte superior de la autorradiografía. Las posiciones del complejo 

(mRNA-S1) y el RNA libre son indicados. La constante de disociación (Kd) se 

determinó mediante regresión lineal, graficando la relación entre el complejo formado 

(RNA-S1) [PR] y el RNA libre [R] con respecto a las concentraciones de proteína [P] 

para los mRNAs AUG-6U (D) y AUG-6A (E). 
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7.6 La naturaleza de los nucleótidos determina las afinidades de los mRNAs 

con la proteína S1 

Aunque débiles, los mRNAs AUG-6A, AUG-6U y AUG-5G presentan estructuras 

que podrían influir en la interacción con la proteína S1, sobretodo AUG-5G que tiene 

una energía libre de -3.4. Por ello, se analizó la formación de los complejos binarios 

entre S1 y el segundo conjunto de mRNAs (rbs-A, rbs-U y rbs-G) al igual que se 

hizo con los complejos ternarios.  Los resultados confirmaron la afinidad de la 

proteína ribosomal S1 por mRNAs con un mayor contenido de adeninas y uracilos 

(Figura 12A y 12B, respectivamente). Sin embargo, el mRNA rbs-G, aun cuando 

presenta la misma estabilidad estructural que el mRNA rbs-A (G= 2.5 y 2.6 

kcal/mol, respectivamente), no interactuó con la proteína S1 (Figura 12C). Estos 

resultados confirman la afinidad de la proteína S1 por mRNAs ricos en adeninas y 

uracilos, sugiriendo fuertemente que esta interacción se debe principalmente a la 

naturaleza del nucleótido siempre. 

 

10Figura 11. El dominio 3 impide la interacción 
de la proteína S1 con mRNAs ricos en guaninas 
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Figura 11. El dominio 3 impide la interacción de la proteína S1 con mRNAs ricos 

en guaninas. Los complejos binarios de S13 con A) AUG-6A, B) AUG-6U o C)  

AUG-5G fueron analizados por EMSA. Carril 1, mRNAs control; Carriles 2 - 5, 

formación de complejos con concentraciones crecientes de WT S1 como se indica 

en la parte superior de la autorradiografía. Los complejos fueron analizados en geles 

al 6% en condiciones no desnaturalizantes. Se indican las posiciones del complejo 

RNA-S1 

RNA  
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7.7 La deficiencia de la proteína S1 disminuye la síntesis de proteínas 

El gen rpsA codifica para la proteína S1 y la deleción de este gen es letal para la 

bacteria (Kitakawa & Isono, 1982). Con el objetivo de obtener un sistema de 

traducción deficiente en S1 para evaluar la traducción de mRNAs ricos en adeninas 

y uracilos, se empleó la cepa mutante condicional E. coli AraBp-rpsA 5699, en la 

que el gen rpsA está bajo el promotor de arabinosa. A partir de esta cepa se preparó 

un extracto S30 deficiente en S1 pero con actividad traduccional importante. Con 

este propósito, la cepa 5699 se creció en medio Luria-Bertani en presencia 

(condición permisiva) o ausencia de arabinosa (condición no permisiva). Se 

monitoreó el crecimiento a una D.O. 600 nm cada 30 min por 150 min, como se 

observa en la gráfica de crecimiento (Figura 13A), la ausencia de arabinosa 

provocó una expresión baja de la proteína S1 afectando negativamente el 

crecimiento bacteriano en comparación con la condición permisiva (Figura 13A). El 

análisis mediante Western blot de la expresión de la proteína S1 en la condición no 

permisiva mostró una disminución creciente en la expresión de la proteína S1 

durante el tiempo monitoreado (Figura 13B).  

 

11Figura 12. S1 no tiene afinidad por mRNAs 

ricos en guaninas 
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Figura 12. S1 no tiene afinidad por mRNAs ricos en guaninas. Los complejos 

binarios de S1 con A) rbs-A, B) rbs-U o C) rbs-G fueron analizados por EMSA. Carril 

1, mRNAs control; Carriles 2 - 5, formación de complejos con concentraciones 

crecientes de WT S1 como se indica en la parte superior de la autorradiografía. Los 

complejos fueron analizados en geles al 6% en condiciones no desnaturalizantes. Se 

indican las posiciones del complejo (RNA-S1) y el RNA libre (RNA).  
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Los resultados indicaron qué a los 90 min, la expresión de S1 se redujo 

considerablemente, sin embargo, para determinar si se conservaba la actividad 

traduccional se analizó la síntesis de proteínas a los 90 y 120 min mediante marcaje 

metabólico como se describe en materiales y métodos. Un extracto total de 

proteínas de células obtenidas a éstos tiempos de cultivo bajo condiciones 

permisivas y no permisivas se analizaron mediante SDS-PAGE. La baja expresión 

de la proteína S1 bajo condiciones no permisivas provocó un nivel de traducción 

menor a los 90 min (Figura 13C). Sin embargo, la traducción a los 120 min 

disminuyo aun en la condición permisiva lo cual podría deberse a un incremento en 

la actividad proteolítica de la cepa, por lo que se decidió emplear para los ensayos 

de transcripción-traducción in vitro el extracto S30 de las células cultivadas durante 

90 min bajo condiciones no permisivas donde se redujo significativamente el nivel 

de la proteína S1, pero todavía se observó actividad de síntesis de proteínas.  
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7.8 Los dominios 2-3 son esenciales para la traducción de mRNAs ricos 

adeninas y uracilos 

La síntesis de proteínas a partir de mRNAs, con un alto contenido de adeninas o 

uracilos alrededor del RBS es mayor en comparación con aquellos que presentan 

más guaninas y citosinas (Brock et al., 2007; Castillo-Méndez et al., 2012), y esto 

se ha correlacionado con la mayor afinidad que tienen éstos mRNAs para formar 

complejos ternarios. Sin embargo, el papel de la proteína S1 en la síntesis de 

proteínas a partir de mRNAs ricos en adeninas y uracilos no ha sido estudiado. En 

este trabajo se demuestra que la proteína S1 es esencial para promover la unión de 

mRNAs ricos en adeninas y uracilos en la formación de complejos ternarios (Figura 

5D), lo cual sugiere que haya una eficiente formación de complejos de inicio 

traduccional y se promueva la traducción de estos mRNAs. Para demostrar el papel 

de la proteína S1 en la traducción de mRNAs ricos en adeninas y uracilos, se empleó 

un sistema de transcripción traducción in vitro deficiente en S1 empleando los 

extractos S30 descritos arriba. Para ello se emplearon variantes de lacZ con 

diferente contenido de nucleótidos en los codones 2 y 3 (ACC GAT, GGG GGG, 

AGG AGG, AGA AGA, AAA AAA y TTT TTT) (Figura 14A). Se estandarizaron las 

condiciones de los ensayos in vitro deficientes en S1 como se describe en 

materiales y métodos suplementando la reacción con dos concentraciones de la 

proteína S1 (6.8 y 13.6 µM) y empleando como DNA molde la variante lacZ AAA 

(conteniendo adeninas en los codones 2 y 3) derivada del gen wt lacZ (Figura 14B). 

Figura 13. Condiciones para preparar extractos S30 deficientes en S1. A) Se 

cultivaron células E. coli 5699 AraBp-rpsA en presencia o ausencia de arabinosa para 

inducir o reprimir la expresión de S1 y se crecieron durante 150 min (A). La 

absorbancia λ600 nm se midió en los tiempos indicados. En los mismos tiempos, la 

expresión de la proteína S1 fue analizada mediante Western blot (B). Las células 

crecidas durante 90 o 120 minutos se les realizó marcaje metabólico como se 

describe en materiales y métodos. Se prepararon extractos celulares, se sometieron 

a electroforesis y los geles se secaron y se expusieron a autorradiografía (C). El gel 

fue rehidratado y teñido con plata como control de carga (D). 
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La concentración 13.5 µM de S1 originó mayor síntesis de β-gal, con un tiempo de 

incubación de 15 min y a los 30 min la síntesis de proteína fue aún mayor (Figura 

14C) por lo que en los experimentos de traducción in vitro se incubaron durante 30 

min y en su caso se reconstituyeron con 13.5 µM de S1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

13Figura 14. 
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transcripción-
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Figura 14. Estandarización del ensayo de transcripción-traducción in vitro. A) 

Representación esquemática de los derivados de lacZ modificados por mutagénesis 

sitio dirigida en las bases 4-9 río abajo del codón de inicio y clonados en el vector 

pKQV4, el cual está bajo el promotor Ptac. B) Evaluación de la concentración 

adecuada de la proteína S1 adicionada a los extractos de traducción in vitro 

deficientes en S1, carril 1: control negativo (N) sin DNA; carril 2, wt lacZ ; carril 3, AAA 

lacZ sin proteína S1; carril 4, AAA lacZ con 6.8 µM de S1 y carril 5 AAA lacZ con 13.6 

µM de S1. Todas las reacciones fueron incubadas a 37 °C durante 20 min y corridas 

en un gel al 12%. C) Síntesis de proteínas de las reacciones de transcripción-

traducción in vitro a diferentes tiempos de incubación. Carril 1, control negativo sin 

DNA; carril 2,3 y 4, AAA lacZ con tiempos de incubación de 10 15 y 30 min, 

respectivamente. Los geles fueron secados y expuestos a placas radiográficas.  
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De manera interesante, comparado con las reacciones in vitro que contenía wt lacZ, 

la deficiencia de S1 disminuyó considerablemente la traducción de las demás 

variantes de lacZ (Figura 15A). La reconstitución del sistema de transcripción-

traducción in vitro con la proteína WT S1 restauró la traducción de las variantes de 

lacZ (Figura 15A), incrementando la expresión de la proteína -galactosidasa en 

las variantes conteniendo un mayor contenido de adeninas y uracilos hasta 6 veces 

más comparado con wt lacZ (Figura 15B). Sin embargo, la proteína -galactosidasa 

no fue expresada a partir de GGG lacZ, aun cuando la reacción fue suplementada 

con la proteína WT S1 (Figura 15A).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

14Figura 15. S1 estimula la 
traducción de A/U-ricos mRNAs 
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Figura 15. S1 estimula la traducción de A/U-ricos mRNAs. A) Ensayos de transcripción-

traducción in vitro a partir de los derivados de lacZ usando extractos S30 deficientes en S1 

reconstituidos con WT S1. Después de 30 min, las mezclas de reacción se resolvieron en 

SDS-PAGE al 10%, el gel se secó y se expuso a autorradiografía. B) Se realizó un análisis 

densitométrico de la banda superior con el software ImageJ a partir de tres experimentos 

independientes. Los gráficos de barras representan las medias (veces de cambio con 

respecto a wt lacZ) ± DS, n = 3.   ** p<0.01, *** p≤0.001.  C) Los geles secos se rehidrataron 

y se tiñeron con plata como control de carga.  
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Para demostrar el papel de los dominios 2-3 de la proteína S1 en la traducción de 

mRNAs ricos en adeninas y uracilo, el extracto S30 deficiente en S1 fue 

reconstituido con las variantes de la proteína S1 sin los dominios 1, 1-2 y 1-3 (S11, 

S11-2 y S11-3). La mutante S11 fue capaz de reconstituir la síntesis de proteína 

al nivel de WT S1 a partir de las variantes mRNAs AAA y UUU lacZ (Figura 16A), 

sin embargo, las mutantes S11-2 y S11-3, no fueron capaces de restablecer la 

traducción de las mismas variantes (Figura 16B y 16C, respectivamente). Como 

control de carga los geles fueron teñidos con plata (Figura 16D-F). Estos resultados 

demuestran la importancia de los dominios 2-3 de la proteína S1 en la traducción 

de mRNAs con un mayor contenido de adeninas y uracilos en las bases +4 a +9. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

15Figura 16. Los dominios 
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para la traducción de 
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7.9 Los dominios 2-3 son esenciales para la viabilidad celular 

Los dominios OB de la proteína ribosomal S1 muestran la misma estructura, pero 

no son funcionalmente equivalentes (Duval et al., 2013). Los dominios 4-6 de la 

proteína S1 no son esenciales tanto en la unión de mRNAs estructurados a la 

subunidad 30S como en la viabilidad celular (Duval et al., 2013). Con el objetivo de 

evaluar la esencialidad de los primeros dominios de S1 en la viabilidad celular, la 

cepa E. coli 5699 AraBp-rpsA fue transformada ya sea con el plásmido pProEx-1 

vacío o con el gen rpsA silvestre o algunas de las mutantes de S1(rpsA1; rpsA1-

2, rpsA1-3 and rpsA3) bajo el control del promotor inducible por IPTG. En 

ausencia de arabinosa (condición no permisiva), la proteína S1 no se expresa en la 

cepa E. coli 5699 AraBp-rpsA, afectando negativamente el crecimiento celular 

(Figura 17) en comparación con la cepa E. coli 5699 AraBp-rpsA cultivada bajo 

condiciones permisivas. El efecto drástico en el crecimiento bajo condiciones no 

permisivas fue rescatado en las células transformadas con el vector pProEx-1 que 

contiene el gen rpsA WT e inducido con IPTG (Figura 17). Aunque no a los niveles 

de la proteína WT, S11 también restauró el crecimiento celular (Figura 17), 

mientras  que el crecimiento celular no fue rescatado en las cepas transformadas 

con la contrucción pProEx-1 conteniendo las mutantes rpsA1-2 y rpsA1-3 (Figura 

Figura 16. Los dominios 2 y 3 son importantes para la traducción de mRNAs 

ricos en adeninas y uracilos. Se realizaron ensayos de transcripción-traducción in 

vitro empleando un extracto S30 defciente en S1 y variantes de lacZ (wt, AAA y TTT). 

Los sistemas de transcripción-traducción fueron reconstituidos con la proteína WT 

S1 o la mutante S1Δ1 (A), a una concentración de 13.6 µM, o bien con las variantes 

S1Δ1-2 (B) o S1Δ1-3 (C) a las mismas concentraciones que en (A). N control 

negativo sin DNA; WT, wt lacZ; AAA, AAA lacZ; TTT, TTT lacZ. En la parte superior 

de los paneles A-C. En la parte superior de todos los paneles se indican los carriles 

en los que las reacciones fueron reconstituidas con WT S1 o alguna variante de S1 

(S1Δ1, S1Δ1-2 o S1Δ1-3). Cada una de las reacciones de transcripción-traducción 

fueron analizados en geles al 10% en condiciones desnaturalizantes (D, E y F) y los 

geles fueron teñidos con plata como control de carga. 



 
 

56 
 

17). De manera sorprendente, la deleción del domino 3 fue suficiente para que S1 

perdiera la capacidad de restablecer el crecimiento celular (Figura 17). Estos datos 

demuestran que los dominios 2-3 de la proteína ribosomal S1 juegan un papel 

esencial en la viabilidad celular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

16Figura 17. Efecto de las mutantes de la 
proteína S1 en la viabilidad celular 

Figura 17. Efecto de las mutantes de la proteína S1 en la viabilidad celular. El 

efecto de la proteína WT S1 y sus mutantes en el crecimiento celular fue evaluado 

empleando una mutante condicional en el gen rpsA, las bacterias fueron crecidas a 

37°C en medio LB con arabinosa hasta una DO
600

= 0.2 y después el cultivo fue diluido 

1:4 (tiempo= 0 en la gráfica) con medio LB precalentado en presencia de arabinosa 

(S1 basal, condición permisiva) o glucosa (S1 deficiente, condición no permisiva) e 

induciendo la expression de WT S1 o sus mutantes (S1Δ1, S1Δ1-2, S1Δ1-3 y S1Δ3) 

con 1mM de IPTG (Tiempo= 0). El crecimiento bacteriano fue monitoreado midiendo 

la DO
600

. Los puntos muestran la media de tres experimentos independientes ± DS 
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8. DISCUSIÓN 

 

S1 es una proteína de unión a RNA, en diversos organismos con proteínas similares 

puede contener de uno a seis dominios OB (Deryusheva et al., 2010). Los dominios 

de esta familia de proteínas tienen una estructura conservada, la cual adopta un 

plegamiento tipo OB que consiste de un barril formado de cinco láminas β 

antiparalelas altamente específicas de unión a ácidos nucleicos de cadena sencilla 

(Bycroft et al., 1997). Aunque la proteína ribosomal S1 de E.coli posee seis dominios 

tipo OB, solamente el tercer dominio tiene una estructura muy conservada homologa 

a dominios S1 de otras proteínas de la misma u otras especies (Deryusheva et al., 

2010). La unión de la proteína S1 a mRNAs con secuencias ricas en A/U en la región 

5’UTR ha sido reportada en diversos trabajos (Boni et al., 1991; Komarova et al., 

2005), sin embargo, el papel específico de los dominios en la interacción con 

mRNAs que poseen estas secuencias después del codón de inicio no ha sido 

estudiado. Nuestros resultados demuestran fuertemente que el dominio 3 de la 

proteína S1 es necesario para distinguir mRNAs ricos en A/U de aquellos ricos en 

G. Además, los dominios 2-3 son necesarios en la formación de complejos ternarios 

con mRNAs ricos en A/U y su traducción in vitro, asimismo, estos dominios son 

importantes para la viabilidad celular. Aunque se demostró que los dominios 2-3 son 

necesarios para las funciones de la proteína S1, la participación de los dominios 

adyacentes con otro tipo de mRNAs podría ser posible.  

 

En este trabajo se evidencia que la naturaleza de los nucleótidos A/U después del 

codón de inicio favorece la unión de mRNAs ricos en A/U con la proteína S1. Con 

este propósito se usaron dos grupos de mRNAs sintéticos cuyas estructuras son 

muy débiles (Figura 4), esto se hizo para favorecer la exposición de los nucleótidos 

y su interacción con la proteína S1. En este contexto, se observó que la unión de 

ambos grupos de mRNAs, correlaciona con la composición nucleotídica río abajo 

del codón de inicio más que con la Tm y la energía libre (G). Para ambos grupos 

de mRNAs (Figura 4A-B), la unión con mRNAs ricos en adeninas o uracilos, y la 
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ausencia de unión con mRNAs ricos en G no correlaciona con la baja estabilidad 

estructural de cada mRNA (G= 1 Kcal/mol, G= -3.4 Kcal/mol and G= -1.9 

Kcal/mol; respectivamente). Esto significa que las diferencias de unión deben ser 

atribuibles a la naturaleza de los nucleótidos. Aunque estas diferencias de unión son 

también compatibles con la idea de que las regiones ricas en A/U son menos 

estructuradas que regiones ricas en G, nuestros resultados revelan que la proteína 

S1 no se une a mRNAs ricos en G (rbs-G; G= 2.5 kcal mol-1) a pesar de que estos 

mRNAs presentan una estabilidad estructural comparable a la de los mRNAs ricos 

en A (rbs-A; G= 2.6 kcal mol-1). 

 

Es interesante comparar nuestros resultados con los de Duval et al, 2013 quien 

encontró que los dominios 1-3 de S1 son esenciales para el reconocimiento del 

mRNA estructurado rpsO, indicando que los primeros tres dominios son necesarios 

para desnaturalizar la estructura del mRNA, sin embargo, para los mRNAs poco 

estructurados ricos en A/U evaluados en este trabajo, solamente son requeridos los 

dominios 2-3. Se sabe claramente que mRNAs con regiones A/U en cadena sencilla 

cerca del codón de inicio son mejor traducidos que aquellos con regiones ricas en 

GC (Del Campo et al., 2015). Estas regiones en cadena sencilla pueden constituir 

un sitio blanco (standby site), en el cual la subunidad 30S puede anclarse (De Smit 

& Van Duin, 2003). Por lo tanto, la formación de complejos de inicio requiere que la 

subunidad 30S sea capaz de anclarse con rasonable afinidad a una región de 

cadena sencilla del mRNA posiblemente por medio de la proteína S1, la cual se ha 

sugerido que desempeña un papel importante durante el inicio de la traducción 

interactuando con el mRNA (Sùrensen et al., 1998). Sin embargo, la participación 

de las secuencias ricas en A/U río abajo del codón de incio como sitios de unión de 

S1 no ha sido descrita. Se ha sugerido que las regiones ricas A/U mantienen el RBS 

no estructurado. Sin embargo, los resultados presentados en este trabajo 

demuestran que la composición nucleotídica en las bases +4 a +9 son relevantes 

para facilitar la unión de la proteína S1 y la asociación de la subunidad ribosomal 

30S siempre y cuando el mensajero este debilmente estructurado y se exponga la 
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naturaleza de los nucleótidos. Estos resultados concuerdan con los de Edmund Loh 

et al, 2011, quien reportó que las primeras 20 bases río abajo del codón de inicio 

que contienen una región en cadena sencilla, permiten que el ribosoma se una 

eficientemente al ribosoma y sea mejor traducido. Asimismo, la eficiente formación 

de complejos ternarios con mRNAs ricos en A/U y poco estructurados sugiere que 

la proteína S1 en el contexto de la subunidad 30S facilita la unión de este tipo de 

mRNAs con la subunidad 30S (Figura 5D) y que la participación de los domnios 2 

y 3 es necesaria para la formación de estos complejos (Figura 9A y 9D). Duval et 

al, 2013, demostró que los dominios 1-3 son esenciales para el anclaje y 

acomodamiento de mRNAs muy estructurados en el 5’ UTR a la subunidad 30S. 

Este resultado es razonable, ya que estos dominios pueden participar en la 

desnaturalización de la estructura secundaria estable presente en el mRNA rpsO a 

diferencia de los mRNAs débilmente estructurados evaluados en este trabajo. De 

manera sorprendente, nuestros ensayos de formación de complejos ternarios 

demuestran que la perdida del dominio 1 de la proteína ribosomal S1 no afecta 

mucho su  capacidad de restaurar la formación de estos complejos (Figura 9A y 

9D). De manera similar, la ausencia del dominio 1 (S11) solo afecta parcialmente 

la funcionalidad de la proteína S1 para mantener el crecimiento celular (Figura 17). 

Este resultado contrasta con un estudio previo, en donde purificaron solamente el 

dominio 1 y observaron que se une indirectamente al ribosoma a traves de la 

proteína S2 inhibiendo la unión de la proteína S1 nativa (Byrgasov et al, 2012), sin 

embargo, el comportamiento del dominio 1 solo por un lado, y  la proteína que 

carece del dominio 1 (S11) por otro lado, no es lo mismo como nuestros resultados 

lo indican. Estos resultados estan de acuerdo con lo reportado por Duval et al, 2013, 

donde la mutante S11 aunque debilmente se une a la subunidad 30S in vitro. En 

conjunto, éstos resultados demuestran que los dominios 2-3 de la proteína S1 son 

esenciales para la formación de complejos ternarios con mRNAs ricos en A/U en las 

bases +4 y +9. 
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El efecto de la deleción de los dominios 1-2 o 1-3 en la formación de complejos 

ternarios pueden ser explicados por la incapacidad de estas proteínas truncadas 

para unirse al ribosoma ya que los primeros dos dominios S1 han sido involucrados 

en la unión con la subunidad 30S. Aunque la deleción del dominio 3 (S13) anula 

la interacción directa con mRNAs ricos en A/U en la formación de complejos 

ternarios (Figura 9A y 9D), sería interesante demostrar que esta mutante conserva 

la capacidad de unirse a la subunidad 30S. Inexplicablemente, esta mutante 

adquiere la habilidad de unirse a mRNAs ricos en G (Figura 11C); sin embargo, 

esto no se refleja en la interacción con la subunidad 30S en la formación de 

complejos ternarios (Figura 9A). Estas diferencias se pueden explicar si se 

considera que todos los dominios S1 tienen la posibilidad de interactuar con el 

mRNA en la formación de complejos binarios, a diferencia de los dominios S1 

expuestos en la superficie de la subunidad 30S para la formación de complejos 

ternarios. Lo anterior sugiere que la proteína S1 confiere a la subunidad 30S la 

habilidad de discriminar por secuencia a los mRNAs. 

 

Diversos reportes han asociado la presencia de nucleótidos de adeninas o uracilos 

cerca del codón de inicio con una traducción mas eficiente (Brock et al., 2007; 

Castillo-Méndez et al., 2012; Qing, Xia, & Inouye, 2003). La esencialidad de los 

dominios 2 y 3 de S1 en la interacción de la subunidad 30S con mRNAs ricos en 

A/U sugieren que los mismos dominios sean importantes en la traducción de este 

tipo de mRNAs. De acuerdo a lo reportado, la traducción de variantes de lacZ se vio 

fuertemente afectada por la deficiencia de la proteína S1 en los ensayos de 

transcripción-traducción in vitro (Figura 15A) y la eficiencia de traducción de las 

variantes de lacZ (UUU > AAA > AGA > AGG) es congruente con la formación de 

complejos binarios de estos mensajeros con la proteína S1 y ternarios con la 

subunidad 30S. La ausencia del dominio 1 no afecta la síntesis de proteínas como 

ocurre con la pérdida de los primeros dos o tres dominios de manera similar a lo 

que se observa con la formación de complejos ternarios. Estos resultados indican 

que los dominios 2-3 tambien son importantes para la traducción. Se podría 
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argumentar que la baja traducción de lacZ GGG se debe a su alta estabilidad 

estructural (G= -6.3 kcal/mol). Sin embargo, la estabilidad estructural del mRNA 

GGG lacZ es comparable con la de los mRNA AAA, AGA y AGG lacZ (cada uno con 

una G= -4.1 kcal/mol) lo que sugiere que es  la naturaleza del nucleótido la que 

causa las diferencias en la traducción.  

 

Los resultados demuestran el requerimiento de los dominios 2 y 3 de la proteína S1 

para la traducción de mRNAs ricos en A/U y la interacción con la subunidad 30S, 

sin embargo, surgió la pregunta de si estos dominios también son esenciales para 

la viabilidad celular. La mutante E. coli 5699 AraBp-rpsA empleada para evaluar las 

mutantes de S1, demuestra que solamente S1 WT y S11 permiten el crecimiento 

celular, pero no S11-2, S11-3 o S13 (Figura 16A) bajo condiciones de 

deficiencia de S1, indicando que los dominios 2-3 son esenciales para la viabilidad 

celular. Este resultado concuerda parcialmente con la esencialidad de los primeros 

tres dominios propuestos por Duval et al, 2013. Sin embargo, las bacterias con una 

copia cromosomal del gen rpsA con el primer dominio deletado (rpsA1) no fue 

incluido en su sistema. Ellos encontraron que rpsA4–6, aunque menos 

eficientemente, puede crecer pero no así las mutantes rpsA2–6 y rpsA3–6. Una 

mutante S1 sin el dominio 2 podría retener la actividad considerando que los 

dominios 1-2 permiten la unión de la proteína S1 al ribosoma y los dominios 3-5 la 

interacción con RNA de cadena sencilla. Aunque en este trabajo se obtuvo la 

mutante rpsA2 y su mRNA fue detectado, no fue posible la detección de la proteína 

S12 indicando que la proteína puede ser rápidamente degradada (Figura 7G). 

Nuestros resultados en conjunto con los de Duval indican que los dominios 4-6 no 

son necesarios y solamente los dominios 2 y 3 son esenciales para la viabilidad 

celular. En resumen, los datos presentados en este trabajo demuestran que los 

dominios 2 y 3 son críticos para la interacción mRNA-30S, para la traducción de 

mRNAs ricos en A/U (AAA y UUU lacZ) y para la viabilidad celular, sin embargo, un 

papel marginal o sinérgico para los dominios 1, 4, 5 y 6 no debe ser descartado.  
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9. CONCLUSIONES 

 

 La proteína ribosomal S1 interacciona con mayor afinidad con mRNAs poco 

estructurados que poseen secuencias ricas en adeninas y uracilos río abajo 

del codón de inicio en comparación con aquellos mRNAs que poseen 

guaninas, esta capacidad de discriminar entre los mRNAs recae 

principalmente en el dominio 3 de la proteína S1. 

 

 El aumento en la afinidad del ribosoma con mRNAs poco estructurados ricos 

en A/U río abajo del codón de inicio, se debe principalmente a los dominios 

2 y 3, y no a la ausencia de estructuras secundarias. 

 

 La traducción de mRNAs poco estructurados ricos en A/U río abajo del codón 

de inicio, es debido a que los dominios 2 y 3 favorecen la formación de 

complejos ternarios.  
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