EL REPRESOR DEL FAGO LAMDA DE LA ESCHERICHIA COLI
DURANTE EL ESTADO DE LISOGENIA
UNA PROTEINA ALOSTERICA EN LA REGULACION GENETICA
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Resumen

Esta revision analiza el mecanismo de represion del fago Lamda de la E. coli durante el estado de
lisogenia. Se caracteriza el polipéptido represor del colifago, cuya presencia activa es necesaria para la
expresion del gene regulador de la sintesis proteica a partir del DNA del fago. (Rev. Cost. Cienc. Méd.
1(1):33-40, 1980).

Introduccioén

El esclarecimiento del mecanismo de la sintesis proteica, tanto en células procariociticas como
eucariociticas ha tenido lugar durante los Ultimos quince afios, llegando a ser uno de los mayores logros
de la Biogquimica Molecular. La formacién del enlace peptidico es el principal evento quimico en la
sintesis proteica y esta determinado por una maquinaria sofisticada para la precisa translacion de las
secuencias de bases programadas por los acidos nucleicos.

Hasta hace poco tiempo, era dificil explicar por qué las células no continuaban produciendo todo el
tiempo el total de las proteinas (incluyendo a las enzimas). Algunas de éstas se sintetizaban sé6lo cuando
la célula las necesita, asumiéndose que ciertas porciones de la molécula de DNA llegan a estar inactivas.

Un posible mecanismo regulador de la sintesis proteica fue propuesto por Jacob y Monod (3, 8, 9).
Ellos sugieren que un grupo de genes estructurales o cistrones ubicados en sectores vecinos a lo largo
de la molécula de DNA y ligados estrechamente en el mapa genético, forman lo que se denonlina un
operon, el cual esta bajo el control de un gene operador que se halla en una posicion estratégica con
respecto al operédn por €l controlado.

Cuando el operador esta abierto, cada cistron del operon sintetiza su respectivo ARNm. que a su vez
controlard la sintesis de una cadena polipeptidica (Fig. 1). Si el operador esta cerrado, no hay sintesis de
ARNmM ya que el operador esta unido a un represor citoplasmatico que bloquea la translaciéon. Este
represores el producto de un gene regulador, asi. el represor actia negativamente en el sentido de que
su forma activa inhibe la sintesis proteica.

La actividad de los represores esta gobernada por metabolismos especificos llamados efectores. En
el caso de las enzimas inducibles, el inductor actia como efector inactivando al represor, quedando asi
el gene operador libre y por tanto se produce la sintesis proteica (12).

Otro tipo de represor es el apo-receptor participante en la regulacion de las enzimas represibles. éstos
son activados por la presencia de su efector, tal y como sucede en los mecanismos de retroalimentacion

(Fig. 2).
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Fig. 1. Esquema del funcionamiento del sistema operdn en las enzimas inducibles, (David-
son, 1969. Methuen, 9° Ed.).
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Fig. 2. El sistema del operdn no es activado hasta que el represor no se une al efector,
(Davidson, 1969, Methuen 9° Ed.).
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Los represores poseen dos o por lo menos dos sitios alostéricos, uno con afinidad por la secuencia de
nucleétidos del correspondiente gene operador, el otro por la molécula del efector, de modo que cuando
este Ultimo se une a las moléculas del represor, la afinidad de éste por el gene operador se ve
modificada (4, 18).

Ejemplos de estos mecanismos estudiados con gran amplitud son el operén de la lactosa en la
bacteria Escherichia coli y el de la histidina en Salmonella typhimurium (5).

En nuestra revision trataremos de dislucidar el mecanismo de represion del fago Lamda de E. coli
durante el estado de lisogenia (14). Este virus ha sido de gran utilidad como amia de trabajo en el
desarrollo de la Genética Bioquimica, debido a la simplicidad de su mapa genético el cual esta formado
por un solo cromosoma, constituido por muy escasos genes (Fig. 3). Por otro lado, se tiene la misma
facilidad de obtencién y manipulacién tanto del virus como de su célula huésped.
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Fig. 3. Mapa Genético y Funcional del Fago Lamda {Dove, 1966; Joiner et all, 1967).

Definicién del estado de lisogenia

Dos clases de virus pueden distinguirse en base a su relacién con la célula huésped (1). La primera
en que el fago virulento produce un tipo de infeccion que culmina con la destruccién de la célula
parasitada y la liberacion de particulas virales maduras o viriones. La segunda incluye los fagos
temporales que pueden dar tres efectos diferentes: a) produccién de un fago activo y su liberacion por
lisis celular; b) una infeccién abortiva en la cual el virus no se reproduce y desaparece; c) una infecciéon
no litica en la que el virus permanece en forma inactiva incorporado al material genético de la célula
huésped indefinidamente (lisogenia).
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Esta es una clase de estadio de portador en la cual el fago virulento coexiste con una bacteria
resistente al fago. La forma en que el virus persiste en la bacteria lisogénica se denomina pro-virus o pro-
fago. La presencia del pro-fago confiere a la célula huésped resistencia a una futura infecciéon contra
fagos homdlogos y sus variantes (Lwoff, 1953).

Propiedades y constitucion del colifago Lamda

El represor del colifago Lamda es una molécula polipeptidica, con un peso molecular de 28.000 como
mondmero y cuatro veces superior como tetramero. El coeficiente de sedimentacion como oligdbmero es
de 6,2 S'y como monémero 2,4 S. Su concentracion intracelular es de 107 moles por litro (2).

Pareciera que el represor Lamda existe en solucion como mondémero, dimero o tetramero en un
rapido equilibrio. Si se aumenta la concentracién del represor, se favorece el equilibrio hacia la forma de
tetramero. El mondmero no se une al ADN del fago, pero cuando se halla asociado como dimero, se une
al gene operador en una constante de equilibrio de 3. x 10 moles por litro para la reaccion R, + Op =R
0.

Poco se conoce sin embargo acerca de la forma molecular que en altas concentraciones o in vitro
interactda con el gene operador.

In vitro, la vida media correspondiente a la asociacién represor gene operador es tan solo de 10
minutos, pero si se utiliza el ADN completo del fago ésta sube a 170 minutos (14).

El mecanismo regulatorio de sintesis, no bien claro hasta el momento, parece que sigue el mismo
esquema propuesto por Jacob y Monod para las proteinas (3,8,9).

Las experiencias realizadas por Spiegelman (17) demuestran que la expresion del gene regulador es
dependiente de la presencia de la forma activa del represor Lamda. In vitro, como inductores de la
pérdida del estado de lisogenia se ha empleado, entre otros, analogos de nucleétidos como la 6-
fluorodeoxiuridina, cambios en temperatura y pH asi como radiaciones ultravioleta (16).

Especificaciones de interaccién entre el represor y el gene operador

La mayoria de las experiencias tratan de demostrar que el represor regula especifica-mente a una
secuencia :de bases puricas o pirimidicas. Para poner de manifiesto este tipo de unién han sido de gran
utilidad los mutantes del fago Lamda ya que en éstos el represor no se incorpora formando un complejo
de ADN represor por haber alteraciones en la secuencia de las bases a nivel de gene operador (1, 14).

Otro tipo de experiencia fue llevado a cabo elegantemente en el Instituto Salk para estudios
biolégicos, empleando ADN fagico Lamda y represor radiocativo. Ante la mezcla de ambos y posterior
ultracentrifugacion en gradientes de sacarosa, se notd que una gran parte del represor sedimentaba
unido al ADN, mientras que aparecia otra fraccibn que pertenecia al represor libre (Fig. 4). Si se
sustituye el DNA del fago Lamda por el de mutantes, u otro tipo de represor, no hay unién,
permaneciendo este Ultimo en solucién (Riggs y cols.) (16).
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Fig. 4. Especificidad entre el represor Lamda y ¢l gene operador. (Ptashne 1970) Scien.
Amer. 22; 06, 36—44,

Forma activa del represor del fago Lamda

Chadwick (14) y Pirrotta (2) demuestran que la union del represor al DNA del fago, da curvas de tipo
sigmoideo, semejantes a las del efecto Bohr en las curvas de saturacion de la hemoglobina (13), lo cual
sugiere que hay un efecto cooperativo entre las diferentes subunidades (protémeros) de la molécula del
represor (Fig. 5).

Pirrotta propone una ligera explicacion en base a dos posibles modelos moleculares: a) los monémeros
se unen individualmente pero en forma cooperativa al gene operador; b) los monémeros se asocian para
formar un oligémero libre, el cual, posteriormente se une al gene operador.

Modo de accién del represor del fago Lamda

Herskowitz y Signer (7), dicen que el represor se une a los diferentes genes operadores blogueando la
transcripcion de los dos sets de genes tempranos, leidos en direcciones opuestas (Fig. 6). En otras
palabras, el represor impide que la RNA-polimeraza DNA dependiente transcriba el mensaje genético
contenido en la molécula del DNA del fago, a una molécula de RNA mensajero, el cual es traducido a
nivel de ribosomas en las proteinas virales “tempranas” necesarias para la sintesis de las proteinas
“tardias”, por lo que permanece el virus en estado de profago y la célula huésped en lisogenia (16).
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Fig. 5. Curva de union entre el gene operador y el represor. (Pirrotta, 1970. Nature: 244,
13-18).
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Fig. 6. Representacion esquemdtica del operén y su control por el represor Lamda.
(Pthasne, Guilberth, 1970. Scientific American: 22: 6, 3644,



Discusién

Los genes no operan continuamente, debido a que lo hacen en forma intermitente dependiendo de las
necesidades fisiol6gicas de la célula, debido a un mecanismo adecuado de regulacion.

En la actualidad, se han aislado los primeros represores que vienen a confirmar la hipétesis lanzada
por Jacob y Monod hace una década y que fue discutida en la introduccién de este trabajo.

Tratamientos adecuados como el efecto de la luz ultravioleta entre otros, provocan que el fago Lamda
retorne a su estado litico, creyéndose que este efecto se deba a la produccion de una molécula pequefia
(un inductor), el cual inactiva al represor al producir alteraciones conformacionales en dicha molécula
(Ptashne, Gilbert) (15).

Como en nuestra revisidon se comenta, el mecanismo regulatorio del estado de lisogenia del fago
Lamda corresponde a un mecanismo que implica la presencia de una proteina alostérica actuando como
represor genético.

Es conveniente revisar de forma rapida los requisitos que debe cumplir una proteina para ser
considerada como alostérca en términos de su estructura molecular (10).

a. Estar constituida por unidades idénticas llamadas protémeros.

b. El arrego espacial de éstos deberéa ser de tal forma que no puedan ser diferenciados unos de otros, lo
gue implica por lo menos uno o mas ejes de simetria.

c. Dos o por lo menos dos estadios conformacionales.

d. Estas transformaciones tienden a guardar la simetria molecular, es decir, la equivalencia de los
protomeros.

Asi, se ha observado que la estimulacién por inductores adecuados, provoca cambios
conformacionales en la estructura del represor, pasando éste, del estado de asociacion (forma activa) al
de mondémeros (forma inactiva).

Los graficos de las curvas de unidn entre el represor y el DNA del fago Lamda, abogan a favor de un
efecto cooperativo entre las diferentes subunidades (2).

En relacion a la elevada especificidad funcional, estd bien demostrada la gran afinidad por una
determinada secuencia de bases en el gene operador, ya que al alterar la sintesis de represor, se
traducen en una inoperancia de este Ultimo (17).

Es necesario mencionar que este ejemplo no es el primer sistema de regulacién que se describe en la
Escherichia coli, ya que hace bastante tiempo fue descrito en forma similar el represor de la lactosa.

Agradecimientos
A los doctores Elena Morua directora de la Catedra de Biologia Molecular de la Universidad de Costa

Rica y Emer Alfaro G. director de Laboratorio Clinico del Hospital La Anexién, por su consejo y critica en
la elaboracion del manuscrito.

ABSTRACT

The repressive mechanism of the Lamda phage during lysogenia is reviewed. The
polypeptidic repressor Ls characterized, and it is noted that its active presence is
needed for the expression of the regulating gene that controls protein synthesis from
the coliphage’s DNA.
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