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1. INTRODUCCION

1. Caracteristicas generales de las corinebacterias

El género Corynebacterium fue creado por Lehmann y Neumann en 1896, para clasificar
taxondmicamente a los bacilos de la difteria, incluyendo posteriormente unas pocas especies similares
parasitas de animales. El género fue definido en base a caracteristicas morfologicas, corynebacteria
proviene del griego korunh (coruné): baston nudoso y, bakterion (bacterion): bastoncillo. En
general, las corinebacterias son bacilos Gram-positivos, pleomorfos, no ramificados, no esporulantes y
anaerobios obligados o facultativos. El pleomorfismo en su ciclo de vida se observa en formas
bacilares de longitud diversa y frecuentes engrosamientos en los extremos (Figura 1.1), estando
marcadamente influido por las condiciones de cultivo (Cure y Keddie, 1973).

En la ultima edicion del manual de Bergey (Sneath ef al., 1986) se incluye a las
corinebacterias en la seccion 15, que engloba una diversa coleccion de 22 géneros. El caracter
heterogéneo de los organismos incluidos en esta seccion se observa en el contenido en G+C que varia
entre 30 y 78%, de lo que se deduce la inclusion de las corinebacterias en esta seccion se basdé mas en
criterios eminentemente practicos (Jones y Collins, 1986), que en fuertes relaciones filogenéticas entre
las corinebacterias y los géneros restantes de la seccidon 15. En base a la composicion molecular de su
pared celular, las corinebacterias parecen estar mas proximas filogenéticamente a Mycobacterium y
Nocardia (Barksdale, 1970). A partir de estudios de rRNAs 16S de un gran nOmero de
microorganismos, se ha agrupado a las corinebacterias en la subdivision de eubacterias Gram-positivas
de alto contenido en G+C, en estrecha relacion filogenética con Arthrobacter, Mycobacterium,
Nocardia ¢ incluso Streptomyces (Woese, 1987).

Las corinebacterias, en general, se caracterizan por presentar una pared celular estructurada
como un entramado de peptidoglicano con acido meso-diaminopimélico (meso-DAP), polimeros de
arabinogalactanos y cadenas de acidos micoélicos de 21-36 carbonos (Barksdale, 1970), predominando
largas cadenas de acidos grasos saturados y no saturados. La presencia de estos acidos micolicos
también es caracteristica de los géneros Mycobacterium, Nocardia y Rhodococcus (Schleifer y
Stackebrandt, 1983).



12

Las corinebacterias estan ampliamente distribuidas en la naturaleza, encontrandose en habitats
diversos: suelo, agua, productos lacteos (normalmente queso), plantas y, en la mucosa y piel de
hombres y animales. Incluye especies no patogenas y, patogenas de plantas y animales. Entre los
patogenos animales, el mejor caracterizado es C. diphtheriae habitante normal del tracto respiratorio;
la mayoria de sus cepas no son patégenas, pero adquieren la capacidad de producir la toxina de la
difteria cuando son infectadas por un fago especifico que les confiere toxigenicidad sobre la célula
hospedadora. En funciéon de los requerimientos de oxigeno para el crecimiento, se pueden dividir en
dos grupos: bacterias aerobias o anaerobias facultativas y, bacterias anaerobias o aerotolerantes (Jones
y Collins, 1986). Dentro del primer grupo se incluyen los géneros Brevibacterium'y Corynebacterium
ampliamente utilizados en la produccion de aminoacidos.

Entre los usos industriales mas frecuentes de las corinebacterias se pueden destacar la
produccion de queso, bioconversion de precursores de acido L-ascorbico, conversion de esteroides y
oxidacion de terpenoides. Algunas corinebacterias producen antibidticos (corinecinas), sustancias
relacionadas con bacteriocinas y compuestos antitumorales. Otras aplicaciones industriales incluyen la

degradacion de hidrocarbonos, produccion de agentes emulsificantes y nucledtidos (Martin, 1989).

Figura 1.1. Micrografia obtenida mediante microscopia electronica de barrido
de una preparacion de células de Brevibacterium flavum. Tomada de Vertés et
al., 1994.

Entre las bacterias corineformes de interés industrial existe un grupo que presenta la capacidad de
excretar acido glutamico en grandes cantidades, por lo que se ha denominado bacterias del dcido
glutamico. Este grupo incluye especies de los géneros Corynebacterium, Brevibacterium, Arthrobacter
y Microbacterium (Abe et al., 1967). Las corinebacterias del acido glutamico presentan un rango de
contenido en G+C en el DNA total muy estrecho (53-56%) y una alta similaridad morfofisioldgica. En
concreto, las especies Brevibacterium lactofermentum y Corynebacterium glutamicum , han atraido la
atencion de la industria y de los estudios basicos y aplicados, debido a su capacidad de produccion de

aminoacidos.
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2. Regulacion de la expresion génica: control de la transcripcion

Todos los organismos controlan la expresion de la informacion genética contenida en su DNA. El
DNA en cada célula de cada organismo contiene un gran nimero de genes, y a su vez los productos
génicos pueden llevar a cabo un enorme nimero de funciones bioldgicas y bioquimicas. La utilizacion
de este potencial debe estar coordinada y ser energeticamente eficiente para que cada organismo pueda
sobrevivir a la presion selectiva de su habitat y reproducirse en nimero suficiente para evitar su
extincion. La regulacion génica tiene fundamentalmente dos objetivos primarios: primero, permitir la
adaptacion biologica favorable en respuesta a cambios en el medio ambiente, y segundo, coordinar
efectivamente un programa irreversible de desarrollo que conduzca a la reproduccion (Pribnow, 1979).

Tanto en organismos procariotas como eucariotas, la regulacion de la expresion génica tiene
lugar principalmente a nivel de la transcripcion, proceso en el que la RNA polimerasa de una manera
precisa transcribe unidades seleccionadas de informacion genética almacenadas en el DNA a RNA. Al
ser este el primer proceso en la expresion génica, se trata del objetivo logico para una regulacion
eficiente. La mayoria de los transcritos de RNA son mensajes genéticos que son traducidos por los
ribosomas para producir proteinas; otros transcritos (rRNAs y tRNAs, principalmente) no son
traducidos, pero son incorporados directamente dentro de la maquinaria celular. El control de la
transcripcion se ejerce a dos niveles:

a. Mediante secuencias especificas de pares de bases localizadas en el DNA. Secuencias de
control particulares en el DNA indican a la RNA polimerasa el lugar y la frecuencia de inicio o pausa
de la sintesis de RNA.

b. Mediante productos génicos que interactuan con el DNA y con la RNA polimerasa.
Secuencias de control especificas en el DNA son reconocidas por estos productos génicos afectando la
interaccion entre la RNA polimerasa y las sefiales de inicio y terminacion y, por tanto, regulan la
transcripcion. También determinadas proteinas reguladoras pueden alterar la RNA polimerasa

directamente, modificando su respuesta ante las diferentes sefiales en el DNA.

Los avances en la biologia molecular de corinebacterias, han permitido acumular una cantidad
considerable de informacion genética referente a estos microorganismos. De todo ello ha sido posible
obtener una vision preliminar de la expresion génica en corinebacterias, a partir de la informacion
disponible sobre secuencias especificas de control de la transcripcion localizadas en el DNA
(promotores, terminadores y secuencias reguladoras). Una vez alcanzada esta situacion era necesario el
inicio de un estudio mas avanzado de la expresion génica en corinebacterias, concretamente el analisis
de diferentes mecanismos moleculares que mediante productos génicos interactuan con el DNA y con

la RNA polimerasa controlando la transcripcion.
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3. Secuencias especificas localizadas en el DNA implicadas en el control

transcripcional en corinebacterias

3.1. Secuencias promotoras

En los términos mas simples, un promotor es aquella secuencia particular de DNA de doble cadena
que es reconocida directamente por la RNA polimerasa como una sefial de inicio para la transcripcion
(Epstein y Beckwith, 1968). Multiples secuencias de inicio de la transcripcion han sido caracterizadas
en genes de corinebacterias, pudiéndose identificar facilmente algunas de las caracteristicas consenso
para promotores procariotas (Hawley y McClure, 1983): secuencias de nucledtidos analogas a las
regiones -35 y -10 de promotores de E. coli estan usualmente presentes, pero no siempre. La mayoria
de los promotores propuestos de corinebacterias tienen que ser considerados como hipotéticos, ya que
unicamente en algunos casos se han realizado analisis del inicio de la transcripcion mediante las
técnicas de primer extension o mapeo S1 (Martin, 1989).

A partir del analisis de los promotores de corinebacterias, se pueden considerar al menos dos
clases de promotores (Martin , 1989):

a. Promotores de Tipo I (promotores CEP, Corinebacterias-E. coli Promotores), aquellos que
son utilizados de manera eficiente en E. coli y corinebacterias y, presentan las regiones -35 y -10
consenso reconocidas por los factores sigma principales de E. coli y B. subtilis.

b. Promotores de Tipo II (promotores CSP, Corinebacterias eSpecificos Promotores), que son

reconocidos en corinebacterias pero no en E. coli y, no presentan las secuencias consenso -35 y -10.

3.2. Secuencias de union de activadores

La activacion de un promotor significa un incremento en la fuerza del promotor. Las
secuencias especificas de unidon de un activador en el promotor se encuentran adjacentes al DNA
reconocido por la RNA polimerasa (Gilbert, 1976), de tal manera que los activadores colaboran con la
RNA polimerasa y permiten un aumento de la actividad génica. Hasta la actualidad, no se han

identificado secuencias especificas de union de activadores en corinebacterias.

3.3. Secuencias operadoras

El operador es la secuencia de unidn para una proteina represora especifica. Cuando la
proteina represora esta unida al operador, impide a la RNA polimerasa el inicio de la sintesis de RNA
al bloquear el reconocimiento del promotor por la RNA polimerasa (Nakanishi et al, 1973). En
muchos casos, la union esta mediada por una pequefia molécula efectora.

En B. lactofermentum y C. glutamicum se han observado tipicas estructuras de horquilla
formadas a partir de secuencias invertidas repetidas en la region promotora del gen trp (Guerrero ef al.,

1994) y los genes hom (Mateos et al., 1994) que corresponderian a operadores. El promotor del gen #7p
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de B. lactofermentum contiene una secuencia palindréomica de 14 bp que es reconocida por el represor
trp (Guerrero et al., 1994). En C. diphtheriae ¢l gen tox, que codifica para la toxina de la difteria y esta
localizado en el corinebacteriofago b, presenta una region operadora que se superpone sobre la region
-10 del promotor (Kaczorek et al., 1985). Esta region operadora tox de 27 bp esta formada por una
secuencia palindromica de 9 bp, a la que se une en presencia de hierro el represor DtxR o proteina

reguladora de la toxina de la difteria, bloqueando la transcripcion.

3.4. Secuencias terminadoras y atenuadoras

El terminador es una secuencia de DNA que induce a la RNA polimerasa a detener la sintesis
de RNA y a separarse del DNA (Chamberlin, 1974). En E. coli se han descrito dos tipos de
terminadores, los de Tipo I o Rho independientes, que no requieren in vitro de un factor de
terminacion, y frecuentemente estan compuestos de secuencias palindromicas ricas en G-C seguidas
de residuos de T vy, los de Tipo II o Rho dependientes, que precisan de la proteina Rho tanto in vitro
como in vivo. Ademds del factor Rho se han identificado otras proteinas que intervienen en
terminacion y antiterminaciéon como NusA, NusB y NusE (Yager y von Hippel, 1987).

En un gran nimero de genes de corinebacterias se han identificado secuencias palindromicas
que pueden corresponder a terminadores de la transcripcion: en el operon trp (Guerrero et al., 1992),
en el cluster hom-trpB (Mateos et al., 1987), en el gen lys4 (Yeh et al, 1988) y en el gen thrC
(Malumbres et al., 1988). Los terminadores estudiados corresponden tanto a Rho dependientes como a
Rho independientes.

Un atenuador es una estructura alternativa terminadora/antiterminadora que generalmente
precede al primer gen estructural de un operén y, como consecuencia la expresion de este operon
unicamente ocurre si el terminador se vuelve inactivo al formarse la estructura antiterminadora. La
presencia de estas estructuras es frecuente en operones biosintéticos de aminoacidos de bacterias
Gram-negativas, donde el RNA lider tiene en su extremo 3" un terminador transcripcional de Tipo I o
11. La caracteristica comtn a todos los atenuadores es que la la transicion de la estructura terminadora
a la antiterminadora esta controlada por algin acontecimiento externo.

La expresion del operdon del triptofano esta regulada por atenuacion en corinebacterias
(Guerrero et al., 1992), al igual que ocurre en E. coli (Yanofsky et al., 1987). En respuesta a la
presencia o ausencia de triptdfano, se observa la formacion de dos estructuras secundarias alternativas
en el mRNA, en la region correspondiente al atenuador del operon del triptéfano. En presencia de

triptofano ocurre la terminacion y en su ausencia la antiterminacion.

4. Transcripcion en procariotas

La transcripcion es el proceso central en el crecimiento y desarrollo celular en el cudl los genes,
contenidos en el DNA de doble cadena del cromosoma, son selectivamente localizados, reconocidos y

transcritos por la RNA polimerasa dependiente de DNA para producir moléculas de RNA. La
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transcripcion y su regulacion han sido ampliamente estudiadas en muchas bacterias Gram-negativas,
especialmente E. coli, pero practicamente olvidada en bacterias Gram-positivas. La mayor excepcion
entre las bacterias Gram-positivas, la representa B. subtilis. Las enzimas que catalizan la transcripcion
en ambos microorganismos (E. coli y B. subtilis) son estructural y funcionalmente similares, al igual
que los factores que intervienen en su regulacion.

En los siguientes apartados, a partir de la informacion disponible de E. coli y B. subtilis, se
presenta una vision global del proceso de transcripcion, describiendo la enzima fundamental que
cataliza la sintesis del RNA, la RNA polimerasa DNA-dependiente y, las fases secuenciales en las que

se divide el proceso de transcripcion: iniciacion, elongacion y terminacion.

4.1. Composicion de la RNA polimerasa

En estructura y probablemente en funcion, la RNA polimerasa de E. coli es representativa de
las RNA polimerasas de procariotas. La RNA polimerasa de procariotas estd compuesta de varias
subunidades proteicas unidas no covalentemente, y su nucleo esta formado por las subunidades
mayoritarias a, b y b” en una estequiometria 2:1:1, respectivamente (Yura y Ishihama, 1979). En el
caso de la RNA polimerasa de E. coli, la subunidad b tiene 150 kDa, la b” 155 kDa y, cada subunidad
a 37 kDa. El nucleo (o core) de la RNA polimerasa (E=a,bb’) es capaz de catalizar la polimerizacion
de ribonucledtidos en un RNA complementario al DNA molde, pero inicia la transcripciéon de manera
ineficiente al hacerlo en sitios al azar. La asociacion de la subunidad sigma (S) con el nacleo origina la
formacion de la holoenzima (E-S), que es capaz de unirse e iniciar la transcripcién de promotores
especificos. Los ntcleos de RNA polimerasa de bacterias Gram-positivas caracterizados hasta la
actualidad parecen estar compuestos de subunidades de tamafo similar a las que forman el ntcleo de
la RNA polimerasa de E. coli (Tabla 1.1).

Ademas de los factores sigma, otras proteinas aparecen asociadas al niicleo de la RNA
polimerasa, como ocurre en E. coli con la subunidad w. Este factor no es esencial para reconstituir la
actividad in vitro, y no existe un fenotipo asociado con la disrupcion del gen estructural w (Gentry y
Burgess, 1986). Una proteina de tamafio similar aparece también asociada con la RNA polimerasa de
B. subtilis (Tjian et al., 1977), pero al igual que en E. coli su funcion también permanece desconocida.
En B. subtilis también se ha identificado otra proteina, d, asociada con la RNA polimerasa, que in vitro
se une al nicleo y a una variedad de formas holoenzimaticas inhibiendo la transcripcion de moldes no
especificos (Tjian et al., 1977). La disrupcion del gen estructural d no conlleva ningin fenotipo
asociado, por lo que su funcion también permanece desconocida (Lampe et al., 1988).

El producto del gen nus4 de E. coli se asocia con la RNA polimerasa después de la iniciacion y se
mantiene asociado durante la fase de elongacion (Friedman et al., 1984).

Debido a la funcion tan importante que desempefian los factores S de la RNA polimerasa en la

regulacion de la expresion génica, en concreto sobre la iniciacion de la transcripcion, estas proteinas se

tratan con mas detalle en un apartado posterior.
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Tabla 1.1

Subunidades del niicleo de la RNA polimerasa en bacterias Gram-positivas

Microorganismo Subunidad Peso molecular (kDa) Referencia
Bacillus subtilis b 140 Doi et al., 1981
b’ 130 Doi et al., 1981
a 34.8 Boylan et al., 1989
Streptomyces coelicolor b 150 Buttner y Brown, 1985
b’ 140
a 47
Clostridium perfringens b 145 Garnier y Cole, 1988
b’ 135
a 44
Clostridium acetobutylicum A 128 Pich y Bahl, 1991
B 117
D 42
Lactobacillus curvatus b 151 Stetter y Zilling, 1974
b’ 145
a 42.5
Mycobacterium smegmatis b 150 Levin y Hatfull, 1993
b’ 150
a 45

4.2. Iniciacion de la transcripcion

La iniciacién de la transcripcidon es compleja e incluye multiples procesos (Figura 1.2). La
RNA polimerasa tiene que localizar un promotor, separar las cadenas de DNA para acomodar el
apareamiento de los ribonucleoétidos con la cadena de DNA a transcribir, unir el ribonucle6tido inicial
y subsiguientes y, catalizar la formacién del primer enlace fosfodiester y subsiguientes. La RNA
polimerasa también se tiene que desplazar a lo largo del DNA, alejandose del promotor. En general,
las etapas del inicio de la transcripcion se pueden dividir en:

a. Reconocimiento del promotor por la RNA polimerasa. La interaccion RNA polimerasa-
promotor se produce mediante contactos especificos, probablemente puentes de hidrogeno, que
permiten la discriminaciéon de secuencias promotoras y la orientacion de la RNA polimerasa en la
direccion adecuada de transcripcion a partir del promotor. Los contactos del nucleo de la RNA
polimerasa con el promotor, que estd en forma de doble cadena o complejo binario cerrado (closed
binary complex) (Figura 1.2), aseguran que la RNA polimerasa se posicione adecuadamente sobre la
region del promotor que debe separarse. La formacion del complejo binario cerrado es un proceso

reversible de equilibrio.
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b. Separacion de las cadenas del DNA (melting). La RNA polimerasa establece una serie de
contactos fuertes inespecificos, probablemente idnicos, con las dos cadenas del DNA en el complejo
binario cerrado y se produce un corte en el DNA para separar las dos hebras del DNA. Este corte da
origen a la burbuja de transcripcion, que permite a la RNA polimerasa acceder a la cadena de DNA

molde, formandose el complejo binario abierto (open binary complex) (Figura 1.2).

RNA POLIMERASA HOLOENZIMA

COMPLEJO BINARIO CERRADO

COMPLEJO BINARIO ABIERTO

COMPLEJO TERCIARIO

DISOCIACION DEL FACTOR SIGMA

Figura 1.2. Etapas de la iniciacion de la transcripcion, previas a la elongacion del RNA por la RNA
polimerasa.

En el complejo abierto los contactos del nicleo de la RNA polimerasa y el factor S se mantienen.
Todo este entramado de interacciones estabiliza el centro catalitico del ntcleo de la RNA polimerasa
alrededor del sitio de iniciacion, de tal manera que en el complejo binario abierto se establece un sitio
activo completo. Del hecho de que las interacciones electrostaticas en el complejo binario abierto,
directamente relacionadas con la fuerza del promotor, sean fuertes o débiles dependerd que la
iniciacion siga su curso y, no se produzca la disociacion de la RNA polimerasa. En la transicion del
reconocimiento del promotor a la separacion de las cadenas del DNA no se produce desplazamiento de
la RNA polimerasa a lo largo del DNA.
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c. Iniciacion de la sintesis del RNA. Una vez que el complejo binario abierto esta establecido,
se inicia la sintesis del RNA con cinéticas muy rapidas. El ntcleo de la RNA polimerasa acepta el
primer y segundo ribonucleétidos trifosfato complementarios al DNA molde en el sitio de iniciacion
(+1) y, cataliza el primer enlace fosfodiester. Este primer ribonucledtido trifosfato constituira el
extremo 5 de la cadena de RNA en crecimiento, en E. coli corresponde casi siempre a ATP o GTP.
Este estadio de la transcripcion también se conoce como complejo ternario (ternary complex) o
también como estado abortivo de la iniciacion (Figura 1.2), ya que, dependiendo del tipo de promotor,
la RNA polimerasa puede abortar el proceso con una probabilidad del 50% o superior, bien
disociandose del DNA o bien volviendo al complejo binario abierto. No se conoce la causa de tan alta
tendencia inicial a abortar la transcripcion, aunque esta inestabilidad del complejo ternario puede
deberse a que la burbuja de transcripcion o el hibrido DNA-RNA no han alcanzado todavia su longitud

madura.

4.3. Elongacion de la transcripcion

Se trata de la etapa de la transcripcion durante la cual la RNA polimerasa se desplaza a lo
largo del DNA y extiende la cadena de RNA en crecimiento. Poco después de la iniciacion,
aproximadamente cuando el RNA alcanza una longitud de 8-9 nucleotidos de longitud, ocurren varios
cambios profundos en el complejo ternario, que se manifiestan en una mayor estabilidad y en un gran
incremento de la capacidad operativa del complejo transcripcional (Yager y von Hippel, 1987):

a. Disociacion del factor s del nucleo enzimatico (Figura 1.2). Puede ser debida al arrastre del
factor s a secuencias de DNA con las que no interactua favorablemente. Como resultado de lo anterior
se pierden muchos de los contactos fisicos especificos que la RNA polimerasa mantenia previamente
con el promotor. La perdida del factor S puede favorecer la union de la proteina NusA a la RNA
polimerasa.

b. Cambios significativos en la conformacion, topologia e interacciones de la RNA
polimerasa. El tamafio de la region del DNA protegida por la RNA polimerasa varia de los 75-80 bp
durante la iniciacién, a 30 bp durante la elongacion. El tamafo del hibrido RNA-DNA aumenta hasta
12 bp y, el de la burbuja de transcripcién alcanza su longitud madura ~18 bp (en la iniciacion era de
~12 pb).

La burbuja de transcripcion se desplaza al modificarse la estructura de la hélice de DNA, que
se desenrolla exponiendo un nuevo segmento de DNA molde en forma de cadena sencilla para
permitir el apareamiento con el RNA en crecimiento. Durante la elongacion se repiten sucesivamente
los siguientes pasos: union del ribonucleodtido-trifosfato al extremo 3” de la cadena de RNA en
crecimiento, formacion del enlace fosfodiester con liberacion de PPi y translocacion de la RNA
polimerasa a lo largo del DNA. En la region de DNA desenrollada se forma el hibrido DNA-RNA vy,
por detrds de esta region, el DNA molde se aparea de nuevo con su cadena complementaria para
recuperar la doble hélice, mientras el RNA va surgiendo en forma de cadena sencilla.

La elongacion no es un proceso uniforme en cuanto a su velocidad, ya que se han descrito

sitios de pausa para la RNA polimerasa, que provocan una interrupcion temporal o permanente. Estos
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sitios de pausa dependen de la secuencia molde y suelen ser normalmente secuencias palindromicas.
El nucleétido regulador ppGpp es capaz de originar pausas durante la elongacion de la region lider del
operén rrnB de E. coli, reduciendo la velocidad de elongacion a la mitad y, disminuyendo de este
modo la expresion de los operones ribosomales (Kingston y Chamberlin, 1981). La proteina NusA
también puede estar involucrada en pausas durante la elongacion (Schmidt y Chamberlin, 1984).
También se ha descrito que la velocidad de elongacion in vivo se encuentra afectada por la inhibicion
de la DNA girasa en presencia de novobiocina, lo cual alteraria el grado de superenrollamiento del
DNA (von Hippel et al., 1984).

4.4. Terminacion de la transcripcion

La terminacion implica el reconocimiento de una secuencia terminadora a partir de la cual no
se deben incorporar mas bases en el RNA. Para que termine la transcripcion, la formacion de enlaces
fosfodiester debe cesar y, el complejo transcripcional debe disociarse. Cuando se afiade la Gltima base
a la cadena de RNA, la burbuja de transcripcion se colapsa y se deshace el hibrido DNA-RNA, el
DNA recupera su forma de doble hélice, separandose RNA polimerasa y RNA. Se han descrito dos
tipos de terminacion segun como la RNA polimerasa abandone la etapa de elongacion:

a. Terminacion simple. Se trata del mecanismo de terminacion que ocurre al atravesar un
terminador de Tipo I o Rho independiente, tipo de secuencia de DNA que codifica en el RNA una
secuencia palindromica rica en G-C seguida de una serie de residuos de Us. Este proceso puede ocurrir
in vitro en ausencia de factores proteicos distintos de la RNA polimerasa. El proceso de terminacion
simple se cree que ocurre en dos fases secuenciales. Primero, en la region que precede al extremo 3" la
RNA polimerasa encuentra y transcribe una secuencia rica en G-C invertida repetida, que en el RNA
transcrito corresponde a una estructura de horquilla. El proceso anterior ocurre dentro de la burbuja de
transcripcion y puede provocar que la RNA polimerasa se detenga (Farnham y Platt, 1980). La pausa
de la RNA polimerasa también puede ocurrir por disminucion del contenido de ribonucleotidos-
trifosfato (Kassavetis y Chamberlin, 1981). La segunda fase de la terminacion simple consiste en la
separacion del RNA, el cierre de la burbuja de transcripcion y, la disociacion de la RNA polimerasa
del DNA, la mayoria de ello, originado por un cambio en la conformacion de la RNA polimerasa. La
separacion del RNA probablemente se debe a una inestabilidad termodinamica del hibrido RNA-DNA.

b. Terminacion compleja. Por exposicion del complejo transcripcional, en situacion de pausa,
al factor de terminacion Rho (Roberts, 1969) o, en casos especiales, a otros factores proteicos. La
proteina Rho posee una actividad ribonucledtido-trifosfato fosfohidrolasa dependiente de RNA de
cadena simple (Lowery-Goldhammer y Richardson, 1974). La acciéon de Rho implica la union de esta
proteina a la cadena de RNA. La liberacion Rho dependiente del RNA de un complejo transcripcional
puede ocurrir en una variedad de sitios naturales de pausa, indicando que el sitio exacto 3" de
terminacion de los transcritos Rho dependientes esta determinado mas por las secuencias de pausa para
la RNA polimerasa, que por el reconocimiento directo de Rho. Por otra parte, también se ha observado
la existencia de sitios de pausa fuerte para la RNA polimerasa donde Rho no produce terminacion

(Kassavetis y Chamberlin, 1981), lo cual indica que Rho no actua inespecificamente en todos los sitios
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de pausa. De lo anterior se puede concluir que la interaccion de dos componentes independientes
determina la especificidad y eficiencia del sitio de accion de la terminacion Rhodependiente. La
especificidad de union de Rho al RNA en crecimiento, provoca hidrolisis de diribonucleétido-
trifosfato y separacion del complejo ternario, determinando la region de union sobre la que actua Rho;
y, la localizacion y fuerza de la pausa de la RNA polimerasa determinan el extremo 3° del RNA

transcrito (von Hippel et al., 1984).

5. Factores sigma

La especificidad de transcripcion en las eubacterias esta determinada por los distintos holoenzimas
formados por la RNA polimerasa, en los cuales los factores S desempefian un papel fundamental en
esta maquinaria transcripcional al reconocer los sitios de iniciacion o promotores. En procariotas, la
presencia de multiples factores S con preferencias por diferentes tipos de promotores, permite la
sustitucion de un factor S en un momento determinado del ciclo de vida. Esto constituye un importante
mecanismo de regulacion génica, ya que permite la reprogramacion de la RNA polimerasa.

La existencia de multiples factores S en bacterias como reguladores génicos fue propuesta por
Burgess et al. en 1969, al describir las propiedades del primer factor s, el s de E. coli. En 1980, esta
hipétesis se confirmé con la descripcion del primer factor s alternativo en B. subtilis, s®, capaz de
transcribir el promotor spoVG en ausencia del factor s principal (Haldenwang y Losick, 1980).
Multiples factores S de la RNA polimerasa han sido identificados y caracterizados en eubacterias,
tanto Gram-negativas como Gram-positivas. B. subtilis, con 10 factores S diferentes, es el
microorganismo con mayor numero de factores S caracterizados (Handelwang, 1995).

La mayor parte de la transcripcion celular requiere el factor S predominante o principal (Harris
et al., 1978), que en E. coli corresponde al 7 y en B. subtilis al s*. En muchas bacterias existen
también factores S alternativos que controlan la transcripcion conjunta y regulada de conjuntos de
genes a partir de secuencias promotoras que son bastante distintas a las reconocidas por el factor S
principal (Losick y Pero, 1981). La implicaciéon de factores S alternativos ha sido descrita en distintos
procesos: en B. subtilis en el control de la esporulacion (Losick y Pero, 1981; Losick et al., 1986) y la
regulacion del fago SPO1 (Losick y Pero, 1981), en E. coli en la producciéon de proteinas de choque
térmico (heat-shock) (Grossman et al., 1984; Yura et al, 1993) y en el desarrollo del fago T4
(Kassavetis y Geiduschek, 1984) y, en bacterias entéricas en la utilizaciéon de nitrogeno (Hunt y

Magasanik, 1985).
5.1. Actividades bioquimicas de los factores sigma
Los factores S desempefian distintas funciones bioquimicas (Chamberlin, 1974):

a. Union al mucleo de la RNA polimerasa. Los factores S se unen al nicleo de la RNA

polimerasa para constituir la holoenzima, estructura activa para la formacion del complejo binario
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cerrado. Como parece existir competicion entre los factores S, parece posible que los diferentes
factores S interaccionen con la misma region del nicleo de la RNA polimerasa y, por tanto, muchos
factores sigma pueden tener una estructura proteica con dominios comunes que les permiten la union
al nucleo.

b. Activacion del reconocimiento de promotores. Una vez formada la holoenzima, puede tener
lugar el reconocimiento de promotores. Como muchos factores S pueden interaccionar con un ntcleo
comun de la RNA polimerasa para el reconocimiento de distintas secuencias promotoras (Doi y Wang,
1986), los factores S necesitan tener contactos especificos directos con los promotores.

c. Separacion del DNA de doble cadena en la burbuja de transcripcion. Como la formacion
del complejo binario abierto s6lo ocurre cuando la holoenzima est4 unida al promotor, la separacion de
las cadenas de DNA esta mediada bien por el mismo factor S o bien por un sitio controlado por el
factor S en una de las subunidades del nticleo de la RNA polimerasa

d. Inhibicion de la transcripcion no especifica. El factor s de E. coli reduce la afinidad de la
RNA polimerasa de unién a regiones de DNA no promotoras aproximadamente por 10*. Esta actividad

resulta importante para favorecer el reconocimiento de promotores, frente al DNA no especifico.

5.2. Clasificacion y estructura de los factores sigma

La identificacion, caracterizacion y analisis de secuencias de multiples factores S de bacterias
ha permitido agruparlos en dos familias principales, entre las cuales no existen similitudes de
estructura o funcion. Una de estas familias es similar a la subunidad Sigma-70 de E. coli (Lonetto
etal, 1992), a la que pertenecen la gran mayoria de factores S de bacterias Gram-positivas y
negativas. La otra familia estd compuesta por el factor Sigma-54 (o Sigma-N) de bacterias entéricas y

los factores S relacionados que se han encontrado en un gran nimero de procariotas (Merrick, 1993).

5.2.1. Familia Sigma-70

El alineamiento de secuencias dentro de la familia Sigma-70 ha permitido dividir este grupo de
proteinas en tres grupos (Figura 1.3) (Lonetto et al., 1992):

Grupo 1 : factores S principales. En condiciones celulares normales, los factores S principales
son los mas abundantes y, se encargan de expresar los genes de mantenimiento del metabolismo, por
lo que son responsables de la mayor parte de la sintesis de RNA durante el crecimiento exponencial.
Los factores S principales de distintos organismos son muy similares en su secuencia, presentando al
menos un 51% de aminoacidos idénticos. Las regiones de estas proteinas implicadas en el
reconocimiento de promotores estan altamente conservadas, lo cudl no es sorprendente, ya que todos
los factores S principales parecen reconocer secuencias promotoras relacionadas. De los tres
segmentos de aminoacidos que presentan casi conservacion completa entre factores sigma principales,
dos de ellos corresponden a regiones de interaccion con promotores: la "RpoD box" que reconoce la

region -10 del promotor y, otros 20 aminoacidos conservados, en la region 4.2, que interacccionan con
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la region -35 (Figura 1.4). La tercera region conservada corresponde a 14 aminoacidos que siguen
inmediatamente a la "RpoD box". Estas tres secuencias conservadas permiten discriminar el Grupo 1
del Grupo 3 de factores Sigma-70. Cuando se comparan las relaciones de las secuencias proteicas del

Grupo 1, se observa que los factores S principales estan agrupados en funcion de sus relaciones

evolutivas (Figura 1.3).
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Figura 1.3. Arbol filogenético de factores Sigma-70 (Lonetto et al., 1992). El tamafio de las lincas
representa las distancias filogenéticas basadas en la comparacion de las secuencias proteicas. Los
Grupos 1 y 2 estan indicados por paréntesis. Las letras A y B corresponden a la localizacion de los
factores sigma del Grupo 1 altamente relacionados, que se presentan bajo estas letras. También se
sefiala la posible funcion de cada subgrupo de factores sigma de Grupo 3.

Ana, Anabaena; Bsu, Bacillus subtilis; Bli, Bacillus licheniformis; Bth, Bacillus thuringiensis; Cfr,
Citrobacter freundii; Ctr, Chlamydia trachomatis, Eco, Escherichia coli; Mxa, Myxococcus
xanthus; Pae, Pseudomonas aeruginosa; Sae, Streptomyces aureofaciens; Sau, Staphyloccocus
aureus; Sce, Streptomyces coelicolor; Sty, Salmonella typhimurium.

El hecho de que la divergencia de las secuencias se pueda explicar por relaciones filogenéticas sugiere
que las pequefias diferencias observadas entre los factores S principales estan originadas por la deriva
genética. En consistencia con esta idea, la mayoria de los cambios observados entre los factores sigma
principales estan limitados a regiones poco o no conservadas.

Grupo 2: factores S no esenciales de Streptomyces y s° de E. coli. Este grupo incluye tres
factores S de S. coelicolor (HrdA, HrdC y HrdD) y uno de E. coli (SigS 6 KatF) (Figura 1.3). Estos
factores S no son esenciales para el crecimiento exponencial (Buttner ef al., 1990; Mulvey y Loewen,

1989) y, ademas son menos similares a los factores S principales. Aunque, sus regiones de
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reconocimiento de DNA son altamente similares a los factores sigma principales, lo que sugiere que

pueden reconocer las mismas secuencias promotoras.

Grupo 3: otros factores S alternativos. Los factores S alternativos intervienen en la regulacion
de genes implicados en diversos procesos celulares concretos, como genes de choque térmico, genes
flagelares y de esporulacion, y genes de funciones extracitoplasmaticas. Estos factores S alternativos
son ligeramente divergentes de los factores S principales, observandose entre ambos una identidad
maxima de secuencia de aminodcidos del 27%. Curiosamente, la divergencia de secuencia entre los
factores S alternativos no se explica por su posicion filogenética. Por otra parte, estos factores S
parecen estar agrupados en subgrupos funcionales que incluyen miembros de organismos diversos
(Figura 1.3). Los miembros de un subgrupo son mas similares que los factores S principales y
alternativos en el mismo organismo, lo que sugiere que los factores S que regulan actividades

similares tienen dominios comunes.

5.2.2. Estructura y funcion de las regiones de los factores Sigma-70

El alineamiento de proteinas de la familia Sigma-70 ha permitido identificar cuatro regiones de
alta conservacion (Figura 1.4). Las regiones 1 y 3 exhiben menos conservacion y son acidas, mientras
que las regiones 2 y 4 son las mas altamente conservadas y tienden a ser muy basicas, con un punto
isoeléctrico calculado cercano a 10.

En la estructura secundaria consenso para la familia Sigma-70, obtenida a partir de la
estructura secundaria deducida para cada factor S por separado, las regiones 1 y 2 se espera que
formen una ldmina b con hélices asociadas, mientras que las regiones 3 y 4 parecen ser casi totalmente
helicoidales (Lonetto et al, 1992). Estos dos grandes bloques de diferentes estructuras secundarias
tienen poca probabilidad de interactuar ampliamente entre si, lo que sugiere que los extremos N-
terminal y C-terminal constituyen dominios separados.

Region 1. Esta dividida en las subregiones 1.1 y 1.2 (Figura 1.4). La subregion 1.1, que
presenta escasa conservacion, parece estar restringida a factores s principales y a s° de E. coli. Por
otra parte en la subregion 1.2, salvo algunas excepciones, aparecen conservados varios residuos entre
todos los factores S principales y alternativos. La funcion de la region 1 es desconocida, pero la
conservacion de la subregion 1.2 a lo largo de la familia Sigma-70, implica una importancia estructural
y funcional.

Region 2. La region 2 es la porcion mas conservada de todo el polipéptido S y esta compuesta
de 4 subregiones: 2.1, 2.2, 2.3 y 2.4 (Figura 1.4). La deleccion de la subregion 2.1 reduce la unioén del
factor s de E. coli al niicleo de la RNA polimerasa, lo que sugiere que esta porcion participa en la
union al nacleo (Lesley y Burgess, 1989). Las zonas conservadas de esta subregion tienen alto conte-
nido en aminoacidos hidrofobos y basicos. La subregion 2.2 es el segmento de secuencia mas conser-
vada entre todos los grupos de factores S, sin embargo hasta el momento no se le ha asignado ninguna

funcién. La subregion 2.3 esta altamente conservada entre la mayoria de los factores S, ademas in-
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cluye nueve residuos invariables entre los diversos factores S principales de eubacterias. Esta
subregion, junto a la 2.1, puede participar en la separacion del DNA de doble cadena durante la forma-
cién del complejo abierto (Juang y Helmann, 1994; Waldburger y Susskind, 1994), en base a la
similaridad de su secuencia con la de una gran familia de ribonucleoproteinas eucarioticas, especial-
mente por la presencia y localizacién de un gran nimero de residuos aromaticos (Helmann y Cham-
berlin, 1988) y, la proximidad a los aminoacidos de la subregion 2.4 que interactuan con la region
promotora -10. La subregion 2.4 esta implicada en el reconocimiento de la region -10 del promotor
segun se ha descrito en diversos estudios genéticos que identifican los aminoacidos que participan en
los contactos en esta region del promotor (Zuber et al., 1989; Siegele et al., 1989, Daniels et al., 1990;
Waldburger et al., 1990). Esta subregion 2.4 contiene residuos hidrofobicos (Phe, Tyr, Trp) localiza-
dos cada cuatro aminoacidos seguidos por residuos basicos conservados. La estructura secundaria
deducida para esta subregion sugiere que los determinantes de reconocimiento estarian localizados en
una a hélice, rodeada de cadenas-b (Gribskov y Burgess, 1986). La subregion 2.4 esta altamente con-
servada entre los factores S principales, ya que todos ellos reconocen un hexdmero -10 casi idéntico;
por el contrario, estd menos conservada entre los factores S alternativos, que reconocen secuencias -10
diferentes.

Region 3. La region 3 se ha dividido en 2 subregiones que esencialmente se extienden desde el
final de la subregion 2.4 hasta el inicio de la region 4 (Fig. 1.4). La subregion 3.1 es la mas conservada

y comparte una débil semejanza con dominios de unién a DNA hélice-giro-hélice (HTH, Helix-Turn-

Helix), mientras que en la subregion 3.2 los aminodcidos conservados son principalmente 4cidos.

A

Region 1 N.C. Region 2 Region 3 Region 4
1.1 1.2 2.1 2.2 2324 3.1 3.2 4.1 4.2
Region 1 Region 2 Region 3

AL | l

ATR cross- HTH RpoN
link box

Figura 1.4. Estructura primaria de los miembros de la familia (a) Sigma-70 y (b) Sigma-54 (Sigma-N).
Las correspondientes regiones y subregiones conservadas estan indicadas. N.C., corresponde a secuencias
de DNA no conservadas. ATR, dominio acid trimer repeat. HTH, dominio helix-turn-helix.
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La subregion 3.2 estd altamente conservada entre el grupo de factores S principales, pero esta
débilmente conservada o ausente entre los factores S alternativos, en algunos factores S se expecula
con su implicacién en la unidn al nticleo.

Region 4. Participa en el reconocimiento de la region -35 de la secuencia promotora y, consiste
en dos subregiones, 4.1 y 4.2, separadas por un corto espaciador variable en longitud y secuencia. La
subregion 4.1 puede modelarse como una a-hélice anfipatica. La subregion 4.2 tiene una secuencia
similar a dominios de union a DNA HTH vy, estd altamente conservada entre factores S principales,

pero no tanto entre los alternativos.

Una simple representacion linear permitiria relacionar la disposicion de los determinantes de uniéon a
DNA en los factores S de la familia Sigma-70 con las regiones consenso del promotor: la porcion mas
distal del extremo C-terminal (region 4.2) alinea con la region -35, mientras que otra porcion en el

extremo N-terminal (region 2.4) esta alineada con la region -10 del promotor.

5.2.3. Familia Sigma-54 (sigma-N)

Estudios del factor Sigma-54 (Sigma-N) han demostrado que esta familia de factores S es
bastante diferente estructural y funcionalmente de la familia Sigma-70 y, que el proceso de iniciacion
de la transcripcion en el que interviene tiene mucho mas en comiin con el de la polimerasa Il de euca-
riotas, que con el que tiene lugar en la familia Sigma-70. El factor Sigma-N ha sido identificado en
diversas bacterias Gram-positivas y negativas, y también dentro del grupo de las proteobacterias y
firmibacterias (Merrick, 1993). El Sigma-N no es esencial para el crecimiento, pero estd implicado en
la expresion de una amplia variedad de genes implicados en muy diversas funciones: transporte de
acidos dicarboxilicos, catabolismo de tolueno y xileno, formacion del pili, asimilaciéon y fijacion de
nitrogeno y, biosintesis de hidrogenasa. A pesar de la diversidad de funciones, un numero de caracte-
risticas unificadoras sugieren que la expresion de todos los genes dependientes de Sigma-N ocurre
mediante un mecanismo comun (Kustu et al., 1989).

Entre los miembros de la familia Sigma-70, las secuencias consenso -35 y -10 no estan altamente con-
servadas para casi ninguno de los promotores (Gross et al., 1992); en cambio, los promotores Sigma-
N, presentan una secuencia consenso definida localizada entre las posiciones -26 y -11 (+ 1) (Morett y
Buck, 1989). Otra diferencia entre Sigma-N y Sigma-70, es que Sigma-N es capaz de unirse especifi-
camente al promotor en ausencia de la RNA polimerasa (Buck y Cannon, 1992). La holoenzima
(E-Sigma-N) puede formar un complejo cerrado de transcripcion con el promotor, pero es incapaz de
separar las cadenas del DNA y formar el complejo abierto en ausencia de una proteina activadora
(Popham, 1989). La proteina activadora se une aproximadamente 100 bp por delante del promotor, y
cataliza la formacion del complejo abierto al interaccionar con la RNA polimerasa mediante la curva-

tura del DNA que separa ambas proteinas.



27

,5.2.4. Estructura y funcion de las regiones de los factores Sigma-54 (Sigma-N)

Ninguno de los miembros de la familia Sigma-54 muestra similitud con alguna de las regiones
de la familia Sigma-70, y tampoco hay evidencias de relaciones evolutivas entre la familia Sigma-70
y Sigma-54 (Lonetto et al., 1992). El analisis de las secuencias proteicas correspondientes a factores
Sigma-N de distintos organismos, revela un alto grado de conservacion y permite la identificacion de

tres regiones diferentes (Merrick, 1993, Cannon et al., 1994) (Figura 1.4).

RECONOCIMIENTO (
NUCLEO
N
™~ ACTIVACION
DOMINIO UNION
DNA COOH

DNA

CTGGAC- - - TTTGCA
-25 -14

Figura 1.5. Modelo de la proteina Sigma-N basado en el analisis funcional de péptidos (Cannon et al., 1995). La
accion de Sigma-N estd dirigida a traves de la interaccion con el promotor del dominio de unién a DNA
localizado en la Region 1.

El ensayo de las funciones de peptidos derivados de Sigma-N purificados ha permitido asignar
diferentes actividades dentro del mapa peptidico linear (Cannon ef al., 1995).

Region I. La region N-terminal comprende alrededor de 50 aminoacidos altamente
conservados y, es rica en residuos de Leu y Gln. La prediccion de la estructura secundaria para esta
region sugiere que es una a-hélice. La susceptibilidad de activacion requiere los aminoacidos 1 al 56
de la region 1.

Region I1. Situada en la porcion central, se extiende usualmente entre los residuos 60 y 110. La
conservacion de aminodcidos es escasa, incluso ausente, pero presenta un exceso significativo de
residuos acidos: en bacterias entéricas, los primeros 33 aminodcidos de la region II contienen un
dominio designado como acid trimer repeat (ATR) (Figura 1.4), en el que cada tercer aminoacido es
de tipo acido. Se especula con la posibilidad de que la curvatura formada por los residuos acidos en la
region Il intervenga en los cambios conformacionales que conducen a la separacion de las cadenas de

DNA en el promotor (Sasse-Dwight y Gralla, 1990).
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Region IlI. Corresponde a la porcion C-terminal con una longitud de 400 aminoacidos y
presenta alta conservacion. Se pueden distinguir dos dominios notables: un dominio potencial de unién
a DNA HTH y, un grupo de 10 aminoacidos totalmente conservados, que ha sido denominado
"RpoN box", de funcion desconocida. Los determinantes de union al nucleo de la RNA polimerasa
residen entre los residuos 107 y 303. El reconocimiento del promotor requiere a su vez los residuos
329 a 477.

Aunque las funciones dentro del factor Sigma-N pueden estar fisicamente separadas, también parece
que son interdependientes dentro de la proteina intacta (Cannon et al., 1995). La eliminacion de la
region I incrementa la actividad de union a DNA de Sigma-N vy, la eliminacion de las regiones I y 111
la reduce. Aunque los determinantes de uniéon a DNA residen claramente en el extremo C-terminal de
la proteina, estos no son completamente especificos en ausencia del resto de la proteina. De manera
similar, la eliminacion de las Regiones [ y II disminuye la unién al nucleo de la RNA polimerasa. De
todo lo anterior, se puede concluir que las interacciones intramoleculares entre los diferentes dominios

son importantes para controlar la actividad de Sigma-N (Figura 1.5).

RNA pol

DNA

SIN METAL = TRANSCRIPCION

CON METAL = REPRESION

Figura 1.6. Mecanismo de regulacién negativa de la transcripciéon mediante un complejo metal-represor. Los
sitios de union del represor estan indicados mediante cuadros grises. Los cuadros negros corresponden a las
regiones promotoras -35 y -10 y, el punto negro al sitio de inicio de la transcripcion (+1, combinado con una
flecha solo cuando hay transcripcion). El cuadro blanco representaria el gen u operén sometido a regulacion.
RNA pol, RNA polimerasa. RP, represor, M, i6n metalico.
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6. Regulacion por hierro

En bacterias, la regulacion de la transcripcion dependiente de iones metalicos se puede ejercer
mediante control positivo o negativo (Hennecke, 1990). En los casos de control negativo, la RNA
polimerasa transcribe el gen regulado con maxima eficiencia en ausencia del metal correspondiente.
Cuando el metal esta presente, forma un complejo con el regulador transcripcional, que entonces
asume la funcidon de un represor capaz de unirse a secuencias especificas de reconocimiento en el
DNA que solapan con las secuencias promotoras, impidiendo la transcripcion del gen (Figura 1.6).

En corinebacterias, el mecanismo de control negativo de la transcripcion dependiente de iones
metalicos mejor conocido es el observado en Corynebacterium diphtheriae, donde la expresion de la
toxina de la difteria esta controlada por el represor DtxR y la presencia de hierro (Boyd et al., 1990).
En este estudio se describe la presencia en B. lactofermentum de una proteina homoéloga DtxR y de un
mecanismo de regulacion por hierro similar al observado en C. diphtheriae. Esto viene a apoyar la
hipotesis de que este mecanismo de regulacion por hierro no estd Unicamente limitado sélo a
corinebacterias patogenas, sino que también puede estar distribuido entre distintas bacterias

Gram-positivas.

6.1. Regulacion modulada por hierro en organismos procariotas

En la mayoria de los casos, la regulacion modulada por hierro en procariotas esta relacionada
con el transporte y almacenamiento de hierro. Debido a la flexible combinacion quimica y al favorable
potencial redox, el hierro es utilizado como cofactor de multiples enzimas metabdlicas y proteinas de
transporte. Con la excepcion de algunos Lactobacillus, la mayoria de los organismos vivos requieren
hierro como un elemento nutricional esencial para su crecimiento (Neilands, 1974; Archibald et al.,
1983).

El hierro es uno de los elementos mas abundantes en la corteza terrestre, pero debido a su baja
solubilidad no estd generalmente disponible para los organismos vivos. En soluciones acuosas, el
hierro esta presente tanto en forma ferrosa (Fe’") como férrica (Fe®"). En condiciones aerdbicas el
hierro ferroso se oxida rapidamente a la forma férrica, que es menos soluble; y como consecuencia, las
concentraciones biologicamente disponibles a pH neutro pueden ser tan bajas como 107 M. Esta
concentracion de hierro estd bastante alejada de los requerimientos de los organismos vivos. Como
consecuencia, las bacterias han desarrollado sistemas de transporte altamente eficaces para facilitar la
captacion de hierro del medio circundante. Aunque el hierro es un elemento esencial, en altas
concentraciones puede ser perjudicial para la célula (Crichton y Charloteaux-Wauters, 1987). Por lo
tanto, la regulacion de la captacion de hierro tiene que estar estrechamente controlada. En la mayoria
de los microorganismos, los genes implicados en la sintesis de compuestos implicados en la captacion
de hierro estan también regulados por hierro.

En procariotas y eucariotas inferiores, moléculas de bajo peso molecular quelantes de hierro,
los sideroforos, actuan en condiciones ambientales de limitacion de hierro como agentes extracelulares

solubilizadores de hierro a partir de minerales y compuestos organicos, transportandolo al interior del
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citoplasma (Crosa, 1989). Hasta la actualidad se han identificado mas de 200 sideréforos naturales
diferentes (Neilands, 1981). Aunque los sider6foros tienen una diversidad estructural considerable,
todos ellos forman complejos octahédricos coordinados con el hierro en forma férrica y, a su vez,
todos ellos tienen una afinidad extremadamente alta por el hierro en forma férrica con constantes de
estabilidad en el rango de 10-10°* (Neilands, 1981). En contraste, las constantes de estabilidad para el
hierro en forma ferrosa han resultado ser de relativa baja afinidad. De hecho, uno de los mecanismos
por los que el hierro se disocia del complejo formado con el siderdforo es su reduccion de forma
férrica a ferrosa. Cuando la concentracion de hierro en el ambiente es baja, los genes que codifican
para la mayoria de los sideroforos y sus receptores son expresados de novo. El complejo hierro-
sideroforo es captado por las células mediante receptores especificos de los sideroforos localizados en
la membrana externa (Payne, 1988).

Principalmente, a partir de los estudios realizados en el mecanismo de captacion de hierro en
E. coli, se conoce que la sintesis de los sideroforos y sus receptores esta regulada por hierro. E. coli es
capaz de sintetizar sus propios sideroforos (enterobactina, aerobactina) y, también tiene receptores
para siderdéforos de otras especies (ferricromo y coprogeno que son sideroforos fungicos), ademas el
citrato también puede ser utilizado como portador de hierro. En cada caso, un receptor especifico y
varias proteinas citoplasmicas de membrana estan implicadas en la captacion de hierro (Bagg y
Neilands, 1987). En E. coli, la regulacion modulada por hierro de la expresion génica se realiza a nivel
de la transcripcion mediante una proteina represora Fur (Ferric uptake regulator) (Hantke, 1984), de
peso molecular 17 kDa y rica en residuos de His (Schaffer et al., 1985). En presencia de iones
metalicos divalentes, el represor Fur se une especificamente a secuencias de DNA llamadas cajas de
hierro localizadas cerca de promotores sensibles bloqueando la transcripcion (de Lorenzo et al., 1987).

Aunque la principal funcién de los sideroforos es la de asimilar hierro, la presencia de estos
quelantes de hierro de alta afinidad a menudo también desempefia una importante funciéon en los
procesos de virulencia bacteriana. Para sobrevivir como parasito, los patégenos bacterianos tienen que
responder a su ambiente y alternar de manera coordinada la expresion de grupos de genes que les
permitan sobrevivir en diferentes condiciones. Como el hierro es un elemento esencial, tanto para la
bacteria patégena como para el huesped animal, la competicion por el hierro se convierte en un
componente esencial del proceso de infeccion. El hierro libre disponible para la bacteria invasora esta
extremadamente limitado, ya que en el huesped se encuentra asociado a proteinas de unién de hierro
(ferritina, hemoglobina, transferrina, lactoferrina). Por lo tanto en condiciones de baja concentracion
de hierro, muchos patdgenos bacterianos expresan un grupo de genes para competir con el huesped por
la adquisicidn de hierro. Entre estos productos bacterianos relacionados con la virulencia se encuentran
factores de colonizacidn, sider6foros, hemolisinas y toxinas. De hecho, la principal caracteristica de
plasmidos asociados a factores de virulencia es la presencia de sistemas de transporte de hierro
(Williams, 1979). Se ha observado que plasmidos que codifican la sintesis de distintos sider6foros
estan correlacionados con la virulencia en E. coli (Smith y Huggins, 1976), Klebsiella pneumoniae
(Nassif y Sansonetti, 1986) y Vibrio anguillarum (Crosa, 1989). También la expresion de varias
toxinas bacterianas esta negativamente regulada por los niveles de hierro en el ambiente, aunque no

desempefien ninguna funcién en los sistemas de captacion de hierro.
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6.2. Expresion del gen de la toxina de la difteria en Corynebacterium diphtheriae

Corynebacterium diphtheriae es el agente causante de la difteria, esta corinebacteria secreta
una toxina proteica responsable de la mayoria de las lesiones presentes en esta enfermedad. La
expresion del gen fox, que codifica para la toxina de la difteria, estd sometida a una regulacion
modulada por hierro. Pappenheimer y Johnson en 1936, demostraron que la adiccion de hierro en bajas
concentraciones al medio de cultivo, provocaba la inhibicion de la produccion de la toxina en
C. diphtheriae. Posteriormente, se observo que la toxina de la difteria solo se expresaba a niveles
maximos en estadios terminales de crecimiento en los que el hierro se convierte en el sustrato limitante
y el contenido en hierro celular en las bacterias comienza a decrecer (Pappenheimer, 1955). El gen
estructural fox contenido en el genoma del corinebacteriofago b, se integra en el cromosoma de
C. diphtheriae y su expresion es dependiente del estado fisioldgico del huesped bacteriano (Uchida
et al., 1971). El modelo inicialmente propuesto para la regulacion del gen fox propone la existencia de
un elemento codificado en el genoma de C. diphtheriae y un elemento del corinebacteriofago b, ambos
implicados en la regulacion de la expresion de la toxina (Murphy y Bacha, 1979). Este modelo postula
que C. diphtheriae contiene un gen que codifica un aporepresor, que en presencia de hierro forma un
complejo activo que se une especificamente al operador fox en el genoma del fago y bloquea su
transcripcion al desplazar o impedir la unidén de la RNA polimerasa del promotor fox (Figura 1.6).
Aunque todos los resultados obtenidos a partir de analisis bioquimicos y genéticos eran consistentes
con este modelo, la confirmacién rigurosa de esta hipdtesis solo podia realizarse mediante
experimentos a nivel molecular.

El analisis de la secuencia de DNA en la region 5° del gen fox permitio, ademas de la
identificacidon de secuencias promotoras consenso -35 y -10 (Leong y Murphy, 1985; Boyd y Murphy,
1988), la localizacion de una secuencia palindrémica interrumpida de 27 bp, que solapa con la region
-10, que fue considerada como el operador tox (Figura 1.7). La consideracion de esta secuencia
palindrémica como el operador tox se debe a que muchos operadores de procariotas estan localizados
proximos a sus promotores y presentan estructuras palindromicas similares (Kaczorek et al., 1983;
Greenfield et al., 1983; Ratti ef al., 1983).

También se demostrd la presencia en extractos crudos de C. diphtheriae de una proteina que
podia unirse al promotor/operador fox (toxPO) y, protegerlo de la digestion con DNasa I (Fourel et al.,
1989). Como la proteccion era dependiente de la presencia de hierro en la mezcla de reaccion, se
sugiri6 que este factor podria ser el represor de la toxina de la difteria. Boyd et al. (1990) describieron
la clonacién y caracterizacion del gen que codifica para un elemento regulador dependiente de hierro:

la proteina reguladora de la toxina de la difteria, DtxR (Diphtheria toxin Regulatory protein). En

E. coli, se ha observado que en funcion de la presencia de hierro la proteina DtxR reprime la expresion

de la b-galactosidasa a partir de una fusion transcripcional toxPO/lacZ (Boyd et al., 1990).
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6.3. Caracteristicas de la proteina DtxR de Corynebacterium diphtheriae

El andlisis de la secuencia del gen dxR indicd que codifica una proteina de Mr 25.3 kDa
(Boyd et al., 1990). Aunque la funcion de la proteina DtxR parece ser similar a la Fur de E. coli, ya
que ambas reprimen la transcripcion en dependencia directa del hierro, tras la comparacion de sus
secuencias de aminoacidos solo se observo un 25% de homologia. La proteina DtxR tampoco presenta
una homologia significativa con ningiin dominio de unién a metales. Por el contrario, la region C-
terminal de la proteina Fur es suficiente para la union de iones metalicos y, los residuos de Cys e His

pueden estar implicados en la interaccion directa o indirecta con metales (Coy y Neilands, 1991).

-80 =70 -60 -50 -40 -30 -20 -10 -1
* * * * * * * * *
P — g

AAAAAAGGGCATTGATTTCAGAGCACCCTTATAATTAGGATAGCTTTACCTAATTATTTTATGAGTCCTGGTAAGGGGATACGTTGTG
TTTTTTCCCGTAACTAAAGTCTCGTGGGAATATTAATCCTATCGAAATGGATTAATAAAATACTCAGGACCATTCCCCTATGCAACAC

-35 2-102 2= RBS tox

Figura 1.7. Secuencia nucleotidica de la region reguladora fox, en la que se han sefialado las regiones -35 y -10
del promotor fox, asi como la secuencia palindromica interrumpida de 27 bp del operador tox. La zona
sombreada corresponde a las regiones de la cadena codificante y no codificante protegidas de la digestion con
DNasa I en presencia de la proteina DtxR activada con Fe’* (Tao y Murphy, 1992). También se indican el sitio
de unioén a ribosomas (RBS) y el codon de inicio (GTG).

También se ha observado que la proteina DtxR es capaz de funcionar como un elemento regulador
global y, aparte del operdn fox, controla la expresion de varios genes de sideroforos de C. diphtheriae,
de un modo analogo a la proteina Fur de E. coli (Schmitt y Holmes, 1991a).

Los alelos dtxR de las cepas de C. diphtheriae PW8(-), 1030(-) y C7hm723(-) también han
sido clonados y secuenciados (Boyd et al., 1992). El alelo dtxR de la cepa PWS8(-) se encontr6 que era
idéntico al de la cepa C7(-). En contraste, la cepa 1030(-) presentaba seis sustituciones de aminoacidos
en la region C-terminal de la proteina DtxR; pero estas substituciones parecen ser silentes y no afectan
a la actividad reguladora dependiente de hierro de DtxR (1030). En cambio, el alelo dxR de la cepa
mutante C7hm723(-) lleva una transicion en la region N-terminal de G a A, que resulta en la
substitucion de la Arg-47 a His (Schmitt y Holmes, 1991b; Boyd et al., 1992). Esta mutacion casi
elimina la actividad reguladora de la proteina DtxR y, en base al analisis de otros mutantes DtxR y a la
identificacion del dominio de uniéon a DNA HTH, parece que la Arg-47 estd implicada en la

interaccion entre el elemento regulador y el operador fox (Tao et al., 1994a).

6.3.1. La union DtxR-operador tox es dependiente de iones metalicos divalentes

La clonacion del gen dtxR apoyod la hipdtesis de la regulacion del gen fox del
corinebacteriofago mediante un represor de union a hierro. Pero se necesitaban evidencias directas de

que la proteina DtxR era una proteina de union a hierro y de que el complejo DtxR-hierro era capaz de
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unirse selectivamente al operador fox. La interaccion entre la proteina DtxR activada por iones
metalicos y el operador fox se analizd mediante retraso en geles (gel mobility shift), observandose que
la proteina pura DtxR requeria la presencia de iones metalicos divalentes para su union especifica a
una sonda del operador fox marcada con [**P] (Tao ef al., 1992a).

La proteccion del operador tox de la digestion con DNasa I por parte de la proteina DtxR
activada por un i6n metalico divalente también ha sido analizada, observandose que el tamafio de la
region protegida del operador fox es funcion del i6n metalico divalente afiadido a la mezcla de
reaccion (Tao y Murphy, 1992). En presencia tanto de Co>", Fe*" o Mn*", la proteina DtxR protege
regiones de 33 nucleodtidos en la cadena codificante y 27 nucleodtidos en la cadena no codificante
(Figura 1.7). En estas condiciones, la proteccion en la cadena no codificante coincide directamente con
la secuencia palindromica interrumpida de 27 bp. La activacion por Ni** provoca una proteccion de la
digestion con DNasa I ligeramente menor, 31 nucledtidos en la cadena codificante y 26 nucleotidos en
la cadena no codificante. E1 Cd*" también es capaz de activar la proteina DtxR, y por otra parte, la
adiccion de Zn*" solo es capaz de activarla parcialmente, mientras que el Cu*™ es incapaz de activar

este elemento regulador in vitro (Tao y Murphy, 1992b; Schmitt y Holmes, 1993).

6.3.2. Dominios funcionales de la proteina DtxR

El analisis de la secuencia de la proteina DtxR revelo la presencia de un tnico residuo de Cys
en la posicion 102 (Boyd et al., 1990). La proteina DtxR pura forma dimeros mediante puentes
disulfuro en condiciones oxidantes, y la Cys-102 parece estar expuesta en la superficie de esta proteina
reguladora. Ademas, la proteina DtxR en forma dimérica es incapaz de unirse al operador fox ni
siquiera en presencia de elevadas concentraciones de iones metalicos divalentes (Schmitt ef al., 1992),
requiriéndose una activacion por iones metalicos divalentes previa a la formacion del dimero. Para
determinar si la Cys-102 estaba posicionada en el sitio de activacion por unién a metales, Tao y
Murphy (1993) utilizaron mutagénesis dirigida sobre el codon-102. Aislando y caracterizando alelos
mutantes dxR portando cada uno de los 20 aminoacidos en esa posicion. De todos los alelos
estudiados, se observd que Unicamente eran capaces de codificar un elemento regulador dependiente
de la activacion por iones metalicos el alelo con el codon original para Cys (TGC) y dos alelos

mutantes, uno con un codon alternativo para Cys (TGT) y el otro con un codon para Asp (GAC).
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Figura 1.8. Representacion parcial de la proteina DtxR de Corynebacterium diphtheriae (aminoacidos 70
a 107) a partir de la estructura deducida mediante cristalografia de rayos-X. El sitio posible de unién a
metales ionicos estaria compuesto por los aminoacidos His-79, His-98, Cys-102 y His-106.

AT WA,
Cwn— i

Figura 1.9. Modelo del proceso de activacion de la proteina DtxR por hierro (Fe™). Los distintos dominios de la
proteina DtxR en forma monomérica estan indicados: B, dominio de unién a DNA; A, dominio de activacion por

2 .. . . ’ r
Fe®" ; PPI, dominio de interaccion proteina-proteina.
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La observacion de que so6lo el Asp podia sustituir a la Cys en la posicion 102, manteniendo las
propiedades de la proteina DtxR, aportdé un argumento so6lido a la hipotesis de que el residuo de
Cys-102 desempefia una importante funcion en la actividad reguladora ejercida por la proteina DtxR.
Los aminoacidos Cys y Asp tienen diferentes propiedades fisicas, pero se ha observado que ambos
sirven como residuos de union a metales en muchas metaloproteinas (Creighton, 1993). En la misma
region de la Cys-102 se han descrito una serie de mutaciones que inactivan la proteina DtxR, en
particular en las posiciones Glu-100, Trp-104 e His-106, conduciendo a un marcado descenso en la
funcion represora, lo que es consistente con el posicionamiento del dominio de activacion mediante
union a iones metalicos divalentes en esta region del elemento regulador. La cristalizacion de la
proteina DtxR ha permitido identificar tres dominios funcionales (Figura 1.9): un dominio de union a
DNA HTH (B), un dominio de activacion mediante unién a iones metalicos (A) y un dominio de
interaccion proteina-proteina (PPI) (Schiering et al., 1995). El dominio HTH, caracteristico de
proteinas de union a DNA, estaria localizado entre los aminoacidos 27 y 50 en el extremo N-terminal.
El dominio de unién a iones metalicos localizado en los 120 aminodcidos del extremo N-terminal
parece estar compuesto por dos a-hélices en las cuales los aminoacidos His-79, His-98, His-106 y
Cys-102, formarian una estructura tetrahédrica coordinada para la unién del i6n metalico (Figura 1.8).
También se ha observado que cada molécula de DtxR tiene un sitio Ginico de unidn a iones metalicos
(Wang et al., 1994). La unién del i6n metalico por el elemento regulador es cooperativa, en solucion y
en ausencia de iones metalicos pesados, la proteina DtxR existe como un dimero débilmente asociado
y la union del primer i6n metalico induce un cambio conformacional que facilita la union al complejo
del segundo i6n metalico, provocando la subsecuente estabilizacion del complejo dimérico al
incrementarse las interacciones proteina-proteina entre los mondémeros y, la consiguiente activacion de

la funcion represora (Tao et al., 1995) (Figura 1.9).

6.3.3. Secuencia consenso de union de la proteina DtxR

La utilizacion de la técnica de CASTing (Cyclic Amplification and Selection of Targets)
(Wright et al., 1991), técnica muy poderosa para la generacion y seleccion in vitro de secuencias de
union, ha permitido seleccionar in vitro a partir de un universo de 6.9-10° potenciales sitios de unién
de la proteina DtxR sintetizados al azar una familia de DNAs de doble cadena que presentan una
afinidad de unidn a la proteina DtxR equivalente a la del operador tox (Tao y Murphy, 1994). De esta
manera, ha sido posible la identificacidon de la secuencia minima de nucleotidos esencial para la union
de la proteina DtxR y la determinacion de la secuencia consenso de union de la proteina DtxR (Tao y
Murphy, 1994).

El analisis de la secuencia de los DNAs de doble cadena seleccionados por afinidad in vitro
revela que la secuencia consenso de union de la proteina DtxR es, de hecho, menor que el operador tox
nativo de 27 bp. La secuencia minima requerida para la unién de la proteina DtxR es de 19 bp y, se
trata de una secuencia palindromica perfecta alrededor de una C o G central. La secuencia consenso de
unioén de la proteina DtxR, tal como ha sido determinada mediante seleccion por afinidad in vitro (Tao

y Murphy, 1994), es la siguiente:
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A C A
5’ -T.AGGTTAG.CTAACCT.A-3’
T G T

También se ha demostrado que los sitios de union seleccionados por su afinidad de unidon

in vitro a la proteina DtxR son operadores funcionales in vivo (Tao y Murphy, 1994).
6.3.4. Genes regulados por hierro en C. diphtheriae

La proteina DtxR, al igual que la Fur de E. coli, funciona como un elemento regulador global
activado por iones metalicos en la regulacion de una variedad de genes del cromosoma de
C. diphtheriae (Tai et al., 1990; Schmitt y Holmes, 1994). Aparte del operador fox se han clonado y
caracterizado en C. diphtheriae dos promotores regulados por la proteina DtxR, IRP1 e IRP2, que
presentan una secuencia consenso de union de DtxR de 19 bp (Schmitt y Holmes, 1994), idéntica a la
determinada por métodos genéticos in vitro. La secuencia IRP1 aparece localizada en la region
promotora de un gen que codificaria para una lipoproteina, que podria servir como receptor de
membrana para el complejo hierro-sideroforo (Schmitt y Holmes, 1994).

Mediante analisis de los perfiles de proteinas obtenidos en electroforesis en geles
desnaturalizantes de proteinas se ha determinado la respuesta de C. diphtheriae a condiciones de alta 'y
baja concentracion de hierro (Tai y Zhu, 1995). En condiciones de limitacion de hierro en el medio de
crecimiento se han observado incremento en los niveles de al menos 14 proteinas diferentes en
C. diphtheriae. A su vez esto ha permitido la identificacion del gen dird, que codifica una proteina
inducible por limitacion de hierro. La proteina DirA presenta homologias con una familia de proteinas
antioxidantes y podria corresponder a una actividad alkil-hidroperéxido reductasa (Tai y Zhu, 1995),
enzima desintoxicante que interviene en la eliminacion y reparacion del dafio causado en acidos
nucleicos, proteinas y lipidos por intermediarios reactivos del oxigeno (Farr y Kogoma, 1991). El
hierro participa en la sintesis de estos intermediarios, por lo que el acoplamiento de la sintesis de alkil-
hidroperoxido reductasa con la adquisicion de hierro mediada por sideréforos, podria ser beneficioso

para el crecimiento de C. diphtheriae en condiciones limitantes de hierro.
6.4. Proteinas homologas DtxR en otros microorganismos

En las bacterias Gram-positivas, Streptomyces pilosus y Streptomyces lividans, se ha descrito
en la zona promotora del gen desA4, una region esencial para la regulacion por hierro de este promotor
y que probablemente es reconocida por un factor regulador de control negativo (Gunter et al., 1993).
Esta posible region promotora-operadora del gen des4 también se trata de una secuencia palindrémica
y es homologa al operador fox de C. diphtheriae (Figura 1.10). El gen desA4 codifica para la enzima
lisina decarboxilasa, que cataliza la primera reaccion de la sintesis del principal sideroforo de
Streptomyces, la desferroxiamina B, y su expresion esta inducida en condiciones limitantes de hierro

(Schupp et al., 1987; Schupp et al., 1988). Aunque en estos estudios realizados en Streptomyces no se
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ha identificado un elemento de control negativo para el gen desA, la remarcable similitud entre las
secuencias reguladoras de este gen con la secuencia consenso de unién de la proteina DtxR sugiere la
existencia en Streptomyces de una proteina reguladora similar a la DtxR de C. diphtheriae (Tao et al.,
1994).

En multiples especies de microorganismos Gram-negativos se han encontrado proteinas Fur y
similares, como es el caso de E. coli (Schaffer et al., 1985), Vibrio cholerae (Litwin et al., 1992),
Yersinia pestis (Staggs y Perry, 1991), Pseudomonas aeruginosa (Prince et al., 1993), Neisseria
gonorrhoeae (Berish et al., 1993) y Campylobacter jejuni (Wooldridge et al., 1994), observandose que
las secuencias de aminoacidos de esta familia Fur de proteinas reguladoras y las secuencias de
nucleotidos de los respectivos sitios de unién son homoélogas. De acuerdo con esto, una hipdtesis
posible es que la proteina DtxR sea un miembro de una familia de proteinas reguladoras activadas por

metales de transicion en bacterias Gram-positivas, que intervienen en la regulacion de genes mediada

por hierro.
tox TATAATTAGGATAGCTTTACCTAATTATT
IRP1 CATTTTAGGTTAGCCAAACCTTTGTTGG
IRP2 GCCGCGAGGGTAGCCTAACCTAAACCGG
desA CGACATAGGTTAGGCTCACCTAAGTTCA
—» ‘—
A G A
consenso TT—AGGTTA%—CTAACCTT—A

Figura 1.10. Alineamiento de las secuencias de DNA de union de la proteina DtxR del operador fox
(Boyd et al., 1990) y de los plasmidos IRP1 y IRP2 (Schmitt y Holmes, 1994) de C. diphtheriae, y del
posible sitio de union de la proteina DtxR en la region promotora -10 del gen desA de S. pilosus (Glinter
et al., 1993). Las secuencias palindrémicas estan indicadas por flechas. Los nucleodtidos estrictamente
conservados estan sombreados. También se presenta la secuencia consenso de unién de la proteina DtxR
determinada mediante seleccion por afinidad in vitro (Tao y Murphy, 1994)

7. Regulacion de la terminacion de la transcripcion: aminoacil-tRNA

sintetasas

Ademas de los procesos implicados en el inicio de la transcripcién, los procesos de
terminacion/antiterminacion también desempenan un papel central en la regulacién de la expresion
génica. La existencia de un mecanismo de regulacion mediante antiterminacién de la transcripcion
parece estar ampliamente distribuido entre genes de aminoacil-tRNA sintetasas y/o genes biosintéticos
de aminoacidos en diversos grupos de bacterias Gram-positivas (Henkin, 1994). Estudios realizados
sobre el operon argS-lysA de B. lactofermentum, han apuntado la posible regulacion de la transcripcion

de este operén mediante un mecanismo de antiterminacion.
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7.1. Propiedades generales de las aminoacil-tRNA sintetasas

Las aminoacil-tRNA sintetasas (aaRS) estan presentes en todos los seres vivos, y constituyen
una clase de enzimas que desempefian un papel primordial en el proceso de traduccion del mensaje
genético, ya que catalizan la unién selectiva de cada uno de los veinte aminoacidos naturales a su(s)

tRNA(s) especifico(s), asegurando de esta manera la correspondencia entre un codon y un aminoacido.

UNION aa-ATP ACTIVACION aa AMINOACILACION DISOCIACION
Ol & @ X
@ -\ b S
_J
@ _
tRNA

Mg2+

aa + ATP + aaRS _’l aaRS-aa~AMP + PPi 1)
Mg2+

aaRS-aa ~AMP +tRNA _,, aa-tRNA + AMP + PPi 2)
‘_

Figura 1.11. Representacion esquematica del proceso de aminoacilaciéon o sintesis de un aminoacil-
tRNA. Las dos etapas principales de este proceso también se indican en forma de reacciones.

La sintesis de un aminoacil-tRNA (aa-tRNA) supone un complejo proceso catalitico que
comprende en general dos etapas principales (Figura 1.11):

1. Activacion del aminoacido mediante formacion de aminoacil-adenilato (aaRSeaa~AMP) en
presencia de ATP con liberacion de PPi.

2. Transferencia del aminoacido activado sobre el grupo 2o 3’-hidroxilo de la ribosa del

ultimo nucledtido del tRNA correspondiente.

El resultado global de la reaccion es la formacion de una union ester y la hidrolisis de una
molécula de ATP en AMP y PPi. Experimentalmente, la velocidad de la primera reaccion se puede
determinar por la medida del intercambio ATP-[’P]PPi, y la segunda reaccién por la medida de la
formacion de ['*CJaminoacil-tRNA. Los valores de Km de diferentes aaRSs para el aminoacido varian

considerablemente, situandose para la mayoria en el intervalo 5-150 mM; para el ATP los valores de
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Km se situan entre 30 y 400 nM, y estos valores son inferiores generalmente en lo que respecta al
tRNA, 0.001-1 nM. La ArgRS, GIuRS y GInRS poseen una propiedad inusual: no catalizan la reaccioén
de intercambio ATP-PPi en ausencia del tRNA correspondiente (Mehler y Mitra, 1967). Este substrato
probablemente interactua con el correspondiente sitio catalitico de activacion para conferirle su

conformacion funcional (Eriani et al., 1990a).

7.2. Caracteristicas estructurales de las aminoacil-tRNA sintetasas: clasificacion

El avance en los estudios sobre aaRSs ha permitido constatar que a pesar de que todas estas
proteinas tienen el mismo substrato comtin, ATP, y catalizan la esterificacion de un aminoacido sobre
la adenosina terminal del extremo CCA conservado de la molécula de tRNA, presentan una
considerable divergencia en sus pesos moleculares y estructuras oligoméricas (Schimmel y Soll,
1979). En el caso de E. coli las masas moleculares para enzimas monoméricas se extienden desde 44
kDa para la CysRS hasta 112 kDa para la [leRS. Para el mismo organismo existen cuatro tipos de
estructuras oligoméricas: a, a,, a4, a,b,, y el rango de masas moleculares varia desde 247 kDa para la
PheRS (a,b,) hasta 380 kDa para la AlaRS (a,).

En las bacterias, existe al menos una aaRS para cada tipo de aminoacido, con las excepciones
de la presencia de 2 LysRS en E. coli y 2 ThrRS en Bacillus subtilis, y la ausencia de GInRS entre las
bacterias Gram-positivas, donde el Glu-tRNA“™ se convierte en GIn-tRNA®" mediante
transaminacion.

En organismos eucariotas, en general existen aaRSs diferentes para un mismo aminoacido en
los diferentes compartimentos celulares (citoplasma, mitocondria o cloroplasto), aunque enzimas
especificas de un mismo aminoacido pueden coexistir en el mismo compartimento celular (Schimmel
y Soll, 1979; Pape et al., 1985). Las enzimas eucaridticas tienen una masa molecular sensiblemente
superior a sus homologas bacterianas, como consecuencia de la presencia de un dominio N-terminal
suplementario, sin funcion catalitica aparente, adquirido en el curso de la evolucion.

A partir de la clonacion y secuenciacion de genes que codifican aaRSs, la comparacion de las
secuencias de aminoacidos ha permitido observar la falta de homologia entre ellas, aunque entre
algunas enzimas se detectaron homologias significativas pero limitadas. Asi todo, basandose en la
presencia de dominios conservados caracteristicos ha sido posible la division de estas enzimas en dos
clases (Eriani et al., 1990b) (Tabla 1.2):

Clase 1. El alineamiento de las secuencias primarias de estas aaRSs, revela la presencia de los
dominios conservados HIGH y KMSKS caracteristicos en el extremo N-terminal de la proteina. En el
dominio HIGH (Rossman fold), se ha demostrado que los dos residuos de His estan implicados en la
union del ATP. El segundo residuo de Lys del dominio KMSKS resulta esencial para la activacion del
aminoacido catalizada por la aaRS.

Clase II. Presentan tres dominios especificos: Dominio 1, compuesto de 20 residuos, en los
que solo se mantiene invariable un residuo de Pro, y s6lo se observa en aaRSs de forma a, asociado a
la interfase dimérica; Dominios 2 y 3, localizados en el extremo C-terminal y caracterizados por

presentar una Uinica Arg invariable.
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Esta division en dos clases de las aaRSs se puede relacionar con una propiedad de estas
enzimas: todas las aaRSs de Clase I, realizan la union del aminodcido activado sobre el grupo 2’
hidroxilo de la adenosina terminal del tRNA, mientras que todas las de Clase II lo hacen sobre el
grupo 3” (Moras, 1992) (Tabla 1.2).

Tabla 1.2

Clasificacion de las aminoacil-tRNA sintetasas

Clase I 11

Sitio de aminoacilacion en la 2’-OH 3’-OH
ribosa terminal del tRNA

Dominios caracteristicos’ HIGH (D)...P...
KMSKS (2) FRXE...

(3)...GXGXGXER...

Miembros de las subclases a b c a b c
LeuRS TyrRS  ArgRS HisRS  AsnRS  GIyRS PheRS
IleRS TrpRS  GInRS ProRS  AspRS  AlaRS
ValRS GIluRS SerRS  LysRS
CysRS ThrRS
MetRS

* Los dominios sefialados en negrita corresponden a residuos conservados.

7.3. Implicacion de las aminoacil-tRNA sintetasas en otras funciones celulares

Las aaRSs aparte de desempefiar una funcion central en los mecanismos de traduccion del
mensaje genético, catalizando la carga de manera precisa de un tRNA con su correspondiente
aminoacido, también estdn implicadas en otros procesos biosintéticos. Intervienen en la sintesis de la
pared celular de algunas bacterias Gram-positivas, donde los aminoacil-tRNAs sirven como donadores
en la formacion de puentes peptidicos en la cadena pentapeptidica, proceso que se inicia con la union
de un aminoacido al grupo e-amino de la lisina o el DAP del pentapéptido (Neidhardt ez al., 1975). Las
aaRSs también estan implicadas en la represion de algunas rutas biosintéticas de aminoacidos, el
control de la formacién de mRNA (Akins y Lambowitz, 1987; Herbert ef al., 1988), la iniciacion de la
replicacion del DNA, el control de la degradacion proteica, el transporte de aminodcidos (Quay et al.,
1975; Moore et al., 1977), la aminoacilacion post-traduccional de las proteinas (Deutsch ef al., 1978) y
la regulacion del inicio de la traduccion (Pollard et al, 1989). Desde las cianobacterias hasta los
cloroplastos de las plantas superiores, la GluRS participa en la primera etapa de la sintesis de clorofila,
convirtiendo el Glu cargado por el tRNA™ en glutamato-1-semialdehido mas écido -

aminolevulinico, precursor universal de las porfirinas (Schon et al., 1986; O'Neill ef al., 1988).
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7.4. Regulacion de la expresion de genes de aminoacil-tRNA sintetasas

En la célula de E. coli la abundancia de las diferentes aaRSs es notable: a 37°C en medio
minimo hay una media de 500 moléculas de cada enzima por bacteria y 800 moléculas en medio
complejo, lo que representa un nimero 20 veces inferior que el de ribosomas (Neidhardt et al., 1977).
In vivo, un 80-85% de los tRNAs estan permanentemente aminoacilados, y también es constante la
actividad de carga de las aaRSs que esta ajustada a la velocidad de incorporacion de aminoacidos a las
proteinas (Jakubowski y Goldman, 1984) y no constituye un elemento limitante de la sintesis proteica.

En lo concerniente a la regulacion de la biosintesis de estas proteinas, la realizacion de
numerosos estudios fisiologicos ha conducido a proponer la existencia de multiples tipos de regulacion
(Grunberg-Manago, 1987). Una regulacion general o regulacion metabdlica que esta presente en todas
las aaRSs estudiadas hasta el momento (Reeh ef al., 1977), en la que la concentracion intracelular de
enzimas depende de la velocidad de crecimiento de la célula. Este mecanismo es comun a todos los
constituyentes del aparato de traduccion: proteinas ribosomales, rRNAs, factores de elongacion
(Neidhardt et al, 1977), de lo que surge la idea de una sintesis coordinada de todas estas
macromoléculas.

Una regulacion mas especifica se superpone a la regulacion general, y conduce a una
desrepresion de la sintesis de ciertas enzimas en respuesta a una carencia del aminoacido
correspondiente (Naas y Neidhardt, 1967; Neidhardt et al., 1975; Morgan y Soll, 1978).

La regulacion de la biosintesis de determinadas aaRSs de E. coli ocurre a nivel transcripcional,
como es el caso de la TrpRS (Hall y Yanofsky, 1982) y de la GInRS (Cheung et al., 1985). También se
ha demostrado la existencia de otros mecanismos de control de la expresion de genes que codifican
para estas enzimas:

La AlaRS, molécula tetramérica (a,), regula su nivel de expresion mediante la represion de la
transcripcion de su gen alasS, al unirse a secuencias de DNA palindromicas que flanquean el sitio de
inicio de la transcripcion (Putney y Schimmel, 1981).

Un mecanismo de atenuacion es evidente en el caso del operon PheRS, que funciona seglin un
modelo similar al de operones biosintéticos de aminoacidos (Springer et al, 1983; Mayaux et al.,
1985).

En el caso de la ThrRS, un mecanismo de autoregulacion actua sobre la traduccion al unirse el
intermediario de la enzima a la region promotora del gen ¢S en una zona de estructura similar a la de
ciertos isoaceptores de tRNA™. La inhibicion de la traduccion se produce al no poder unirse los
ribosomas sobre la secuencia de Shine-Dalgarno (Springer et al., 1985; Butler et al., 1986; Moine
et al., 1988; Springer et al., 1989).

8. Objetivos del presente trabajo

Debido a la utilizacion de las corinebacterias Brevibacterium lactofermentum y Corynebacterium

glutamicum en la produccion de aminoacidos y al desarrollo de técnicas de biologia molecular
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eficientes para estos microorganismos (Martin et al., 1987), en los ultimos afios se ha producido un
amplio desarrollo en el estudio de las vias biosintéticas de aminoacidos y de los mecanismos
moleculares de estas vias (Kalinowski et al., 1991; Schrumpf et al., 1991; Follettie et al, 1993;
Pisabarro et al, 1993; Mateos et al., 1994). Todo ello, ha permitido acumular una cantidad
considerable de informacion genética referente a estos microorganismos.

Por otra parte, es necesario conocer los mecanismos de control de la expresion génica en
corinebacterias, y la informacion disponible al respecto hasta este momento corresponde
principalmente a secuencias especificas de control transcripcional localizadas en el DNA (promotores,
terminadores y secuencias reguladoras). En este trabajo se ha pretendido abordar el estudio de tres
mecanismos moleculares diferentes implicados en el control transcripcional en corinebacterias:

1. Los factores sigma principales de la RNA polimerasa, que desempefian un papel central en

el reconocimiento de los sitios de inicio de la transcripcién o promotores.

2. La proteina represora DtxR que controla la transcripcion de determinados genes en
dependencia directa de la presencia de hierro.

3. El oper6én argS-IlysA, que presenta un mecanismo de antiterminacion de la transcripcion en
dependencia directa de un tRNA especifico, ampliamente distribuido entre genes de aminoacil-tRNA

sintetasas y genes biosintéticos de aminoacidos en bacterias Gram-positivas.



2. MATERIALES Y METODOS

1. Materiales

1.1. Microorganismos utilizados

Los microorganismos utilizados en este trabajo estan recopilados en la Tabla 2.1, donde se indican sus

caracteristicas, asi como su procedencia.
1.2. Medios y condiciones de cultivo

Para todos los medios de cultivo se indica la composicion para volimenes de un litro. Todos

los medios de cultivo fueron esterilizados en autoclave a 120°C durante 20 minutos.

Medio Luria-Bertani, LB (Miller, 1972). Bacto-triptona, 10 g; extracto de levadura, 5 g; NaCl, 10 g.
Ajustar el pH a 7.3 con NaOH. Para medio solido, LA, suplementar con agar 2%.

Medio minimo Vogel-Bonner, VB (Vogel y Bonner, 1956). A 975 ml de H,O esteril afiadir, glucosa
50%, 4 ml; solucion VB (x50), 20 ml; MgSO, 1 M, 0.8 ml. Solucion VB (x50): Mg SO,-7H,0,
10 g; acido citrico, 100 g; KH,PO,, 500 g; NaHNH,NaPO,H-4H,0, 175 g, H,O destilada,
670 ml; ajustar a pH 7.2; esterilizar por filtracion. Para medio solido afiadir agar 2%.

Medio JLB. Triptona, 12 g; extracto de levadura, 24 g; glicerol, 4 ml. Después de esterilizar en
autoclave afiadir 1/10 de tampén fosfato (K,HPO, +KH,PO,) 17 mM, pH 7.4.

Medio 2xTY. Bacto-triptona, 20 g; Extracto de levadura, 10 g. Ajustar el pH a 7.2 con NaOH.

Medio SOB (Hanahan, 1983). Bacto-triptona, 20 g; extracto de levadura, 5 g; NaCl, 0.5 g. Ajustar a
pH 7.5. Afiadir antes de utilizar: MgCl,-6H,0, 1 mM; MgSO,-7H,0, 1 mM.

Medio TSB. Peptona de caseina, 17 g; peptona de soja, 3 g; NaCl, 5 g; K;HPO,, 5 g; dextrosa, 2.5 g.
Para medio s6lido, TSA, suplementar con agar 2%.

Medio minimo para corinebacterias MMC. SO4,(NH,),, 10 g; urea, 3 g; KH,PO,, 1 g, MgSO,-7H,0,
0.41 g; FeSO,-4H,0, 2 mg; MnSO,-4H,0, 2 mg; NaCl, 50 mg; biotina 50 ng, tiamina 200 ng;
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glucosa, 20 g. Las vitaminas se esterilizan por filtracion y la glucosa se esteriliza en autoclave

por separado. Ajustar el pH a 7.3. Para medio so6lido suplementar con agar 2%.

Tabla 2.1.
Microorganismos utilizados

Cepas Caracteristicas Referencia
Corinebacterias

B. lactofermentum

ATCC 13869 Cepa silvestre; Nal® ATCC

B. lactofermentum R31

C. glutamicum
ATCC 13032

C. glutamicum AS019

Escherichia coli

DH5a
DHI0B
JM101
WK6 mutS

RLAII
TGE900

S17-1

DH5a:l RS45
toxPO/lacZ

MeLysR, AecR, NalR; derivada de la ATCC 13869

Cepa silvestre; Nal®

Nal®, Rif*

F* (j 80d lacZDM15) D(lacZYA-argF) U169
recAl endA1hsdR17 (rk’,mk )

Fmerd D(mrr-hsdRMS-mcrBC) f 80dlacZDM15
DlacX74 endAl recAl deoR [ara-leu)7697
araD139 galU | -galK nupG rpsL

supE thi lacZ-proAB), [F'proAB" lacI*ZDM15]

F’ lacI'ZDM15 proA'B" D(lac-proAB) galE strA
mutS215::Tn10

lysA::Mu araD139 D(lacIPOZYA)U169 rpsL thiA

Fsu ilv his bio (I ¢1857 con una deleccion en el
sitio BamHI)

hsdR pro recA conteniendo RP4-2 Tc:Mu
integrado en el cromosoma

Como DHS5a, pero lisogénica para RS45
(toxPO/lacZYA, Km")

Santamaria et al., 1985

ATCC

K. Dunican

BRL

BRL

Yanish-Perron et al., 1985

Kramer et al., 1984

C. Richaud
Courtney et al., 1984

Simon et al., 1983

Boyd et al., 1990

Los aditivos a los medios de cultivo se anadieron esencialmente siguiendo las indicaciones de
Maniatis et al. (1989). Los aditivos mas utilizados fueron antibidticos, aminoacidos e indicadores de
complementacion del gen lacZ. Sino se indica lo contrario, las soluciones fueron preparadas en agua.
Ampicilina (Ap): preparacion en solucion a 200 mg/ml. La concentracion final utilizada fue de 100
nme/ml para plasmidos de alto nimero de copias y de 50 ng/ml para plasmidos de bajo ntimero de
copias.

Cloranfenicol (Cm): preparacion en solucion 100 mg/ml en etanol. La concentracion final utilizada
fue de 200 ng/ml para amplificacion de cosmidos recombinantes.

Kanamicina (Km): preparacion en solucion a 50 mg/ml. La concentraciéon final utilizada es de 50
nme/ml para seleccion de plasmidos replicandose en E. coli y de 25 mg/ml en corinebacterias.

Acido nalidixico (Nal): preparacion en solucion a 12.5 mg/ml en 1 N NaOH. La concentracién final

utilizada para corinebacterias varia entre 30-50 ng/ml.
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Lisina (Lys): preparacion en solucion a 10 mg/ml, utilizandose a una concentracion final de 50 mg/ml.

X-Gal: preparacion en solucion a 20 mg/ml en dimetilformamida, diluyéndose en agua hasta una
concentracion final de 40 mg/ml.

IPTG: preparacion en solucién 100 mM en agua, se usa a una concentracion final de 0.05 mM.

2,2’ -dipiridil: preparacion en solucion 5 mM en dimetilformamida, utilizdndose a una concentracion
final de 50-300 mM.

1.3. Soluciones de uso general

Tampén TAE (x10): 400 mM Tris-HCI; 5 mM acetato sddico; 20 mM EDTA; pH 8.0.
Tampén TBE (x10): 900 mM Tris-HCI; 900 mM &cido borico; 20 mM EDTA; pH 8.3.
Tampén TE: 10 mM Tris-HCI, pH 8.0; ImM EDTA.

Tampén SSC (x20): 300 mM citrato sddico; 3 M NaCl; pH 7.0.

Tampén TES: 20 mM Tris-HCI, pH 8.0; 25 mM EDTA; 10.3% sacarosa.

Solucion de Denhardt (x100): 2% (p/v) Ficoll; 2% (p/v) BSA; 2% (p/v) PVP.
Solucion despurinizante: 0.25 M HCL

Solucion desnaturalizante: 1.5 M NaCl; 0.5 M NaOH.

Solucion neutralizante: 1.5 M NaCl; 0.5 M Tris-HCI, pH 7.2; 1 mM EDTA.

Fenol acido: 500 g fenol, 0.5 g hidroxiquinoleina; 100 ml H,O.

Fenol neutro: extraer varias veces la mezcla de fenol acido con 1 volumen de 1 M Tris-HCI, pH 8.0,

hasta que la fase acuosa tenga un pH igual o superior a 7.6.
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1.4. Plasmidos utilizados

En la tabla 2.2, se indican los plasmidos y fagos utilidos en el presente trabajo. Otras cepas y

derivados plasmidicos o fagicos, desarrollados a lo largo de este trabajo, seran descritos en el apartado

correspondiente.
Tabla 2.2
Plasmidos y fagos utilizados
Plasmidos o fagos Caracteristicas Referencia
pUCI3 Vector de E. coli, Ap®, lacZ Vieira y Messing, 1982
pUC18/pUCII Vectores de E. coli, Ap", lacZ Vieira y Messing, 1982
pUC118/119 Vectores de E. coli, ApR, lacZ, oriM13 Yanisch-Perron et al., 1985
PBluescript KS(+) Vector de E. coli, Ap*, lacZ, orifl Stratagene
pTGI908 Vector de expresion en E. coli que contiene el Transgene
promotor pr, del fago |
Fago lambda (1) Marcador de peso molecular Promega
MI3K07 Fago derivado del M13, Km" Mead y Kemper, 1988
PRS551/toxPO Ap", toxPO-lacZ Boyd et al., 1990
PRS551toxPO/VNI200  Ap", toxPO-lacZ, dixR (C. diphtheriae) Boyd et al., 1990
pK18-mob Vector de E. coli movilizable, Km" Schifer et al., 1994
pHC79.4 Cosmido pHC79 con dos sitios cos separados Hohn y Collins, 1980
por un sitio Pvull
pUL610M Vector corinebacterias-E. coli, Ap®, Km®, Hyg" Martin et al., 1990

1.5. Reactivos quimicos y bioquimicos

En este trabajo se han utilizado productos quimicos adquiridos a las siguientes casas
comerciales: Merck (Darmtad, Alemania), Sigma Chemical Co. (St. Louis, Missouri, USA), Bethesda
Research Laboratories (California, USA), Bio-RAD (California, USA), United States Biochemical
(Cleveland, Ohio, USA), Aldrich Chemie GmbH & Co. (Steinheim, Alemania), Boehringer Mannheim
GmbH (Mannheim, Alemania), Promega Co. (Madison, Wisconsin, USA), Amersham International
(Gran Bretafia), Difco (Detroit, Michigan, USA), Carbo Elba (Milén, Italia), Pharmacia (Uppsala,
Suecia), Probus (Barcelona) y Panreac (Barcelona).

Los productos radioactivos empleados fueron adquiridos a Amersham international (Gran
Bretana), ICN (Costa Mesa, California, USA), CEA (Saclay, Francia) y Dupont (Boston,
Massachusetts, USA).

Las diferentes enzimas utilizadas fueron adquiridas a Boehringer Manheim, Bethesda

Research Laboratories, New England Biolabs y Promega Co.
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1.6. Analisis informatico

El andlisis y la comparacion de secuencias nucleotidicas y proteicas se ha realizado

principalmente con la ayuda de los programas:

DNASTAR (Dnastar Inc., Madison, Wisconsin, USA)
PCGENE (Amos Bairoch, University of Geneva, Suiza)
CLUSTAL V (Higgins y Sharp, 1989)

Las bases de datos con actualizacion periddica a las que se ha tenido acceso para las busquedas

de homologias han sido las siguientes

GenBank (Los Alamos National Laboratory, Los Alamos, NM, USA)
EMBL (European Molecular Biology Laboratory, Heidelberg, Alemania)
PIR-NBRF Protein (NBRF Foundation; Washington DC, Washington, USA).

2. Métodos relativos al estudio de acidos nucleicos

2.1. Preparacion del DNA

2.1.1. Preparaciéon de DNA total de corinebacterias

Este método permite la rapida preparacion de DNA total de cultivos de un volumen comprendido entre

5y 100 ml, obteniéndose entre 4-5 Mg de DNA por ml de cultivo.

Aislamiento de DNA cromosomico de corinebacterias

X o N & =

10.
11.

Crecer un indculo de la cepaen 10 ml medio TSB a 30°C con agitacion durante 16-24 horas.
Recoger las células por centrifugacion.

Resuspender las células en 1 ml TES y afiadir lisozima a una concentracion final: 20 mg/ml.
Incubar a 37°C durante 2 horas.

Anadir 1 ml de una solucién: 25 mM EDTA, pH 8.0; SDS 2%; proteinasa K 10 ng/ml.
Incubar a 42°C durante 2 horas.

Anadir RNasa a una concentracion final de 5 mg/ml. Incubar a 37°C durante 15 minutos.

Extraer con un volumen de fenol neutro. Centrifugar .

Extraer la fase acuosa con un volumen de fenol neutro-CIA. Centrifugar.

Extraer la fase acuosa con un volumen de CIA. Centrifugar.

Precipitar a -20°C con 2 volumenes de etanol y 0.1 volumen de acetato sédico 3 M, pH 7.0.
Centrifugar a 12.000 rpm a 4°C durante 30 minutos. Lavar con etanol al 70%. Secar el precipitado.

Resuspender en 100 ml TE. Cuantificar la cantidad de DNA aislado (1 DO, = 50 mg DNA).
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2.1.2. Minipreparacion de DNA plasmidico de Escherichia coli

Este método fue descrito por Holmes y Quigley (1981) y, permite la extraccion rapida de

plasmidos a partir de transformantes de E. coli para su posterior analisis.

Minipreparacion de plasmidos de E. coli

A partir de una colonia aislada, inocular 1 ml de medio JLB suplementado con el antibidtico
adecuado. Incubar a 37°C con agitacion durante 8-16 horas.

Sedimentar las células mediante centrifugacion a 6.000 rpm, 5 minutos.

Resuspender las células en 150 nl de solucion STET.
STET: Sacarosa 8%; 10 mM Tris-HCI, pH 8.0; 50 mM EDTA; Triton X-100 0.5%.

Anadir 5 m de una solucién de lisozima (10 mg/ml).
Hervir los Eppendorfs durante 50 segundos. Centrifugar a 12.000 rpm durante 10 minutos.

Eliminar el precipitado viscoso con un palillo estéril. Precipitar el sobrenadante con un volumen de
isopropanol. Centrifugar a 12.000 rpm durante 10 minutos.

Lavar con etanol al 70%. Secar y resuspender el precipitado en 40 ni de TE.

2.1.3. Lisis alcalina

Este método fue descrito por Birnboim y Doly (1979) para la obtencion de plasmidos de

E. coli, aunque también es aplicable para el aislamiento de plasmidos de corinebacterias.

Lisis alcalina de plasmidos

N =

Inocular 100 ml del medio correspondiente, JLB para E. coli o TSB para corinebacterias,
suplementado con el antibidtico correspondiente. Cultivar las células a 37°C para E. coli o 30°C para
corinebacterias, con agitacion durante la noche.

Sedimentar las células mediante centrifugacion a 5.000 rpm durante 10 minutos. Resuspender el
precipitado celular en 2 ml de TES y afadir lisozima a una concentracion final de 5 mg/ml.
Incubar 10 minutos a temperatura ambiente para E. coli o 3-4 horas a 37°C para corinebacterias.

Afiadir 4 ml de solucion alcalina: 0.2 N NaOH, SDS 0.1%.
Mezclar bien por inversiéon y mantener 10 minutos en hielo.

Anadir 3 ml de una solucién 7.5 M acetato amoénico, pH 7.5.
Mezclar bien por inversion y mantener 10 minutos en hielo.

Centrifugar a 4°C durante 10 minutos a 12.000 rpm.
Recuperar la fase acuosa y precipitar con 0.6 volumen de isopropanol a temperatura ambiente.
Centrifugar durante 30 minutos a 12.000 rpm. Lavar con etanol al 70% .

Resuspender el precipitado en 0.5-1 ml de TE. El DNA puede limpiarse mediante fenolizacion.
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2.1.4. Preparacion de DNA monocatenario (ssDNA)

Los métodos de secuenciacion requieren un DNA de cadena sencilla (ssDNA) como molde
para que actue la DNA polimerasa. Los fagémidos, vectores hibridos de fago y plasmido con el origen
de replicacion y las propiedades del plasmido afiadidas al origen de replicacion de un fago, se utilizan
ampliamente para la preparacion de ssDNA para secuenciar.

En este estudio, los fagémidos empleados han sido pUCI118, pUC119 y pBluescript KS(+).
Estos vectores contienen la informacion necesaria para que una vez en el interior celular y con la
ayuda del fago ayudante M13 K07 (Mead y Kemper, 1988), llevar a cabo las funciones de replicacion
y empaquetamiento. El fragmento a secuenciar tiene que ser subclonado en uno de estos fagémidos y,
el plasmido recombinante resultante se introduce en una cepa de E. coli WK6 mutS, portadora del
episoma F’ y susceptible de infeccion por el fago auxiliar. El fago auxiliar M13KO?7 contiene el gen de
resistencia a Km, facilitando la seleccion de las células infectadas. De esta manera se obtienen

particulas fagicas que contienen el DNA que se desea secuenciar en forma monocatenaria.

Extraccion de ssDNA

1. Inocular Iml de medio 2xTY + Ap, con una colonia de la cepa que contiene el plasmido
correspondiente. Incubar a 37°C, durante 4-5 horas.

2. Cuando la DOgg alcanza un valor entre 0.6 y 1, mezclar en un tubo de volumen 10 ml, 5-10° células
con 1-10" fagos. Incubar a 37°C durante 2 horas, agitando levemente a intervalos de 15-30 minutos.

3. Aiiadir 1.5 ml de medio 2xTY con 100 ng/ml de Ap y 50 mg/ml de Km.
Incubar a 37°C durante 12-16 horas con agitacion.

4. Centrifugar 5 minutos a 12.000 rpm, para eliminar las células.
Recoger el sobrenadante en otro tubo y repetir la centrifugacion.

5. Precipitar el sobrenadante con 0.4 volumen de una solucion PEG 6.000 20% y 2.5 M NacCl.
Mezclar bien por inversion y mantener en hielo al menos durante 30 minutos.

6. Centrifugar a 4°C durante 30 minutos a 12.000 rpm. Desechar el sobrenadante.
Lavar el precipitado con etanol al 70%. Secar.

7. Resuspender en 400 nml de TE.
Romper los fagos y eliminar el componente proteico mediante fenolizacion.

8. Precipitar la fase acuosa final de la fenolizacién con 0.1 volumen de acetato sédico 3 M pH 7.0 y
2 volumenes de etanol frio. Mantener a -20°C un minimo de 2 horas.

9. Centrifugar a 4°C durante 30 minutos a 12.000 rpm.
Lavar con etanol al 70% y resuspender en 10 ni de agua estéril.

10. Cuantificar el ssDNA obtenido mediante electroforesis de alicuotas (1-2 m).
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2.2. Digestion y modificaciones enzimaticas del DNA

2.2.1. Hidrdlisis por endonucleasas de restriccion

La digestion del DNA se llevd a cabo siguiendo las condiciones de temperatura y tampones
recomendadas por los fabricantes (Boehringer Manheim, Bethesda Research Laboratories, New
England Biolabs y Promega). La proporcion de la enzima en la solucion final de digestion debe ser
menor del 10%, debido al alto contenido en glicerol de las soluciones de almacenaje de las enzimas.
Normalmente una digestion de DNA con enzimas de restriccion se lleva a cabo en volumenes de 10 a

507m conteniendo 0.1 a 5 ng de DNA y 1 a 5 u de enzima por ng de DNA.

2.2.2. Modificaciones enzimaticas de los extremos del DNA

Desfosforilacion de los extremos 5° libres: Este tratamiento se aplica a los vectores para
evitar su religacion. La fosfatasa alcalina hidroliza los extremos 5'-fosfato del DNA impidiendo Ila
formacion de enlaces fosfodiester entre los dos extremos de la misma molécula. La reaccion se efectua
en un tampon 50 mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA, pH 8.0, en presencia de 2 u de fosfatasa alcalina
(Boehringer Mannheim) durante 1 hora a 37°C. La enzima se elimina por extraccion fenolica, seguida
de precipitacion del DNA.

Fosforilacion del extremo 5°: La enzima T4 polinucleotido kinasa cataliza la transferencia
del grupo fosfato g del ATP sobre el extremo 5’-hidroxilo libre del DNA o RNA. La reaccién se
efectua en un tampén 50 mM Tris-HCI, pH 7.5; 10 mM MgCl,; 5 mM DTT; 0.1 mM EDTA en
presencia de ImM ATP y a razoén de 5 u de T4 polinucleétido kinasa por cada 5 pmoles de DNA,
durante 1 hora a 37°C. Esta reaccion se puede utilizar para el marcaje de oligonucledtidos si se
sustituye el ATP por [g"°P]ATP (3.000 Ci/mmol).

Rellenado de extremos 5° protuberantes: Los extremos 5  protuberantes generados por
determinadas enzimas de restriccion pueden ser rellenados y convertidos en extremos romos por la
accion de determinadas enzimas: fragmento Klenow de la DNA polimerasa I de E. coli y T4 DNA
polimerasa. En el caso del fragmento Klenow se utilizan 2 # de enzima por n de DNA vy, la reaccion
se realiza en un volumen final de 20 m de una soluciéon 10 mM MgCl,; 50 mM Tris-HCI, pH 7.5;
1 mM DTT y 0.5 mM de cada uno de los cuatro dNTPs. La reaccion se incuba durante 15-30 minutos
a 37°C. Esta reaccion también se puede emplear para el marcaje del DNA, donde el nucleotido

[a-"*P]dNTP correspondiente se utiliza en una proporcion de 50 a 100 nCi por pmol de DNA.
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2.2.3. Ligacion de fragmentos de DNA

La DNA ligasa del fago T4 cataliza las uniones fosfodiester entre los extremos 3’-hidroxilo y
5'-fosfato del DNA de doble cadena, requiriendo Mg®"y ATP como cofactores. La reaccion se efectua
en un volumen de 10 a 50 m de tampodn de ligacion: 50 mM Tris-HCI, pH 7.5; 10 mM MgCl,; 20 mM
DTT; 1 mM ATP y, BSA 50 ng/ml. Se afiaden 2 u de enzima por nmg de DNA vy, la temperatura de

incubacion es de 12-15°C durante 12 horas.

2.3. Separacion y purificacion de fragmentos de DNA

2.3.1 Electroforesis en geles de agarosa

La migracion en geles de agarosa es un método simple y eficaz para la separacion de
fragmentos de DNA entre 0.2 y 30 kb. Se emplearon concentraciones de agarosa variables entre
0.5-2%, en funcion del tamafio de los fragmentos de DNA a separar (Ausubel et al., 1989). El tampon
de electroforesis normalmente utilizado fue TAE y, a las muestras se les afiadié 0.6 volumen de
tampon de carga (azul de bromofenol 0.25%, xilencianol 0.25%, sacarosa 40%) previamente a su
aplicacion en el gel. La electroforesis se desarrollé normalmente a voltajes entre 1 y 5 V/ecm. Después
de la electroforesis, los geles se sumergieron en una soluciéon de bromuro de etidio (EtBr) Snmg/ml. Las
bandas de DNA fueron visualizadas sobre un transiluminador de UV y posteriormente fotografiadas.
Para la determinacion del tamafio de los fragmentos de DNA separados en los geles de agarosa se
utilizaron como marcadores de peso molecular digestiones del DNA del fago | con diferentes enzimas

de restriccion (Southern, 1979).

2.3.2. Purificacion de fragmentos de DNA de geles de agarosa

Para la extraccion de fragmentos de DNA separados en geles de agarosa se utilizaron sistemas
comerciales basados en la utilizacion de matrices de silice: GeneClean 11 (BIO 101 Inc.) y Qiaex Gel
Extraction Kit (Qiagen), siguiendo los protocolos descritos por los fabricantes. También se emplearon

otros métodos que se describen a continuacion.

2.3.2.1. Electroelucion sobre papel DEAE NA45

El papel DEAE NA45 (Schleicher y Schull) permite la recuperacion rapida y con un buen
rendimiento de fragmentos de DNA de tamafio inferior a 1 kb, con una capacidad de fijacion de 7 ng
de DNA por cm?. El papel DEAE NA45 se introduce en una pequefa incision realizada en el gel de

agarosa delante de la banda de DNA a eluir. Se continua la electroforesis hasta que la banda de DNA
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ha migrado totalmente sobre el papel, tras lo cual se retira del gel. El papel se lava con 1.5 ml de
solucion NET I (20 mM Tris-HCI, pH 8.0; 150 mM NaCl y, 0.1 mM EDTA). Después el DNA se
eluye del papel mediante incubacion a 60°C durante 30 minutos en 350 m de solucion NET II (1 M
NaCl; 0.1 mM EDTA; 20 mM Tris-HCI, pH 8.0). El rendimiento de la elucion es generalmente del

80% del DNA. El DNA eluido se somete a fenolizacion y precipitacion con etanol.

2.3.2.2. Método del butanol-CTAB

Este método esta basado en la formacion de complejos entre un cation cuaternario de amonio,
bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB), y los acidos nucleicos como aniones, en soluciones

acuosas de baja concentracion de sales (Langridge et al., 1980).

Método del butanol-CTAB

Separar el DNA en geles de agarosa de bajo punto de fusion.

2. Visualizar el gel en el transiluminador y cortar el fragmento de agarosa del gel que contenga la banda
de DNA de interés. Exponer el menor tiempo posible el DNA a la luz UV.

Introducir el fragmento de agarosa en un Eppendorf'y calentar a 65-70°C para fundir la agarosa.

Anadir 1 volumen de butanol-CTAB y 1 volumen de agua-CTAB, previamente calentados a 37°C.
Agua-CTAB/butanol-CTAB: disolver 1 g de CTAB en 100 ml de butanol saturado en agua vy,
posteriormente afiadir 100 ml de agua saturada con butanol. Mezclar bien las fases mediante agitacion
y, dejar que se separen las fases durante toda la noche. La fase superior corresponde al butanol-CTAB
y la inferior al agua-CTAB, decantarlas y guardarlas por separado.

Centrifugar 1-2 minutos a 12.000 rpm. Recuperar la fase superior. Se puede repetir esta extraccion.

6. Anadir 0.25 volumen de acetato sodico 0.3 M, pH 7.0 a la fase superior obtenida anteriormente.
Agitar.

7. Centrifugar 1-2 minutos a 12.000 rpm. Recuperar la fase inferior.
8. Afiadir 1 volumen de cloroformo. Agitar. Incubar en hielo durante 5-10 minutos.

Centrifugar 1-2 minutos a 12.000 rpm. Recuperar la fase acuosa superior. Precipitar con 3% acetato
sodico 3 M, pH 7.0 y 3 volimenes de etanol frio. Dejar al menos durante 2 horas a -20°C.

10. Centrifugar a 4°C durante 30 minutos a 12.000 rpm. Lavar con etanol al 70%. Secar.
Resuspender el DNA en agua o TE.

2.3.3. Geles para secuenciacion de DNA

Los productos de extension de reacciones de secuenciacion se separan mediante electroforesis
en geles de poliacrilamida desnaturalizantes; utilizdndose diferentes concentraciones de
poliacrilamida, generalmente 6% y 8% con una concentracién 7 M de urea, en funcion de la longitud
de los fragmentos a separar. El sistema de geles de secuenciacion utilizado en este trabajo fue el Sequi-
Gen (Bio-Rad).

El tampoén de electroforesis utilizado fue TBE, realizdndose un precalentamiento del gel para
que este alcance una temperatura entre 45-50°C, para posteriormente comenzar a aplicar las muestras

que previamente se habian calentado 2-5 minutos a 95°C. La potencia aplicada a las cubetas depende
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del tamafo de estas: para las de 21x50 cm es de 45 W y para las de 38x50 cm de 85 W. El tiempo de
electroforesis (4-15 horas) también es funcion del tamafio de los productos de extension que se
pretenda resolver en los geles.

Una vez finalizada la electroforesis, para la fijacion y eliminacion parcial de la urea del gel se
sumerge en una solucion de metanol 10% y acido acético 10%. Tras lo cudl se transfiere a un papel

Whatman 3MM para su secado al vacio y posterior autoradiografia.

2.4. Técnicas de transformacion de DNA en bacterias

2.4.1. Transformacion de E. coli

El protocolo de transformacion de células competentes de E. coli (Hanahan, 1983) permite su
uso en cualquier cepa, independientemente del método que se haya utilizado para inducir la
competencia de las células. La transformacion se efectua en hielo mezclando 200 m de células
competentes con la solucion de DNA (1-20 nl). La mezcla se incuba 30 minutos en hielo. Tras esto se
somete a las células a un choque térmico a 42°C durante 90 segundos y, se vuelven a colocar en hielo
1-2 minutos. Se afiaden 4 volumenes de LB a las células y se incuban a 37°C, durante 45-60 minutos.

Finalmente las células se siembran en placas de medio selectivo.

2.4.1.1. Preparacion de células competentes con cloruro de calcio

El método utilizado se basa en la permeabilizacion de la membrana celular obtenida con el
tratamiento con iones de Ca®", descrito por Cohen et al. (1972) con pequefias variaciones, y permite la

obtencién de eficiencias de transformacion en el rango de 10 transformantes/mg DNA.

Células competentes de E. coli con cloruro de calcio

1. Poner un preinoculo de la cepa de E. coli en medio LB a partir de una colonia.
Incubar a 37°C con agitacion.

2. Inocular 100 ml de LB con 1 ml del prein6culo.
Incubar a 37°C con agitacion hasta que el cultivo alcance una DO7o = 0.3 (fase exponencial).

3. Centrifugar a 5.000 rpm durante 5 minutos a 4°C. Resuspender el precipitado celular en 20 ml de una
solucion estéril 50 mM CaCl,, 10 mM Tris-HCI, pH 8.0. Dejar en hielo durante 30-60 minutos.

Tras este tiempo, volver a centrifugar y resuspender en 4 ml de la solucion de CaCl..

La solucion de células competentes se puede conservar a 4°C si se va a utilizar a corto plazo, o se
puede repartir en alicuotas de 200 m, congelar en nitrégeno liquido y guardar a -70°C.
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2.4.1.2. Preparacion de células competentes con cloruro de rubidio

Este método ha sido descrito por Hanahan (1983, 1985) y permite conseguir eficiencias de

transformacion altas (10® transformantes/ng DNA) en cepas derivadas de E. coli DH1 (DH5 y DH5a).

Células competentes de E. coli con cloruro de rubidio

1. Preparar una placa de medio SOB a partir de un stock de E. coli DH5a a -20°C.
Incubar a 37°C durante la noche.

2. Inocular 100 ml de medio SOB con 3-4 colonias de la placa anterior.
Incubar a 37°C con agitacion, hasta que el cultivo alcance una DOggo = 0.3-0.4.

Centrifugar a 2.500 rpm durante 5 minutos a 4°C.

4. Resuspender el precipitado celular en 30 ml de solucion RF 1.
Incubar las células 15 minutos en hielo.
Solucion RFI1: 100 mM RbCl, 50 mM MnCl, 30 mM acetato potasico, 10 mM CaCl,,
glicerol 15% (v/v). Ajustar a pH 5.8 con acido acético 0.2 M. Esterilizar por filtracion.

Centrifugar a 2.500 rpm durante 5 minutos a 4°C.

6. Resuspender el precipitado celular en 8 ml de solucion RF2. Incubar las células 15 minutos en hielo.
Solucion RF2: 10 mM MOPS, pH 7.0; 10 mM RbCI; 75 mM CaCl,; glicerol 15% (v/v). Ajustar a
pH 6.8 con NaOH. Esterilizar por filtracion.

7. Distribuir en alicuotas de 200 nl y congelar en nitrogeno liquido. Conservar a -70°C.

2.4.1.3. Preparacion de células competentes con solucion TSS
El método TSS (Iransformation Storage Solution) fué descrito por Chung et al (1989) vy,

permite la induccion del estado de competencia en células de E. coli de manera rapida, aunque las

frecuencias de transformacion no resultan elevadas (10°-107 transformantes/mg DNA).

Células competentes de E. coli por el método TSS

1. Preparar un preindculo de la cepa de E. coli en medio LB, a partir de una colonia.
Incubar a 37°C con agitacion.

Inocular 100 ml de LB con 1 ml del preinéculo. Incubar a 37°C hasta que la DOggo = 0.3-0.4.
Centrifugar a 4°C, 5 minutos a 5000 rpm.

4. Resuspender las células en 4-5 ml de solucion TSS.
Solucion TSS: LB suplementado con PEG 3350 10%, 5% DMSO, 20-50 mM MgSO,, pH 6.5.

5. Distribuir en alicuotas de 200-300 ni. Congelar en nitrégeno liquido y conservar a -70°C.

2.4.2. Transformacion de Brevibacterium lactofermentum

La introducciéon de DNA en corinebacterias se puede realizar bien por transformacion de
protoplastos o bien por electroporacion. En este estudio, se utilizo la electroporacion de

corinebacterias mediante un generador de pulsos Gene Pulser (Bio-Rad), siguiendo un protocolo
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basado en los desarrollados para E. coli (Dower et al., 1988) y Corynebacterium glutamicum (Dunican
y Shivnan, 1989).

Electroporacion de corinebacterias

Preparacion de las células

1. Inocular 100 ml de TSB con 1-2 ml de preinoculo crecido durante toda la noche.
Incubar a 30°C con agitacion vigorosa hasta una DOgo = 0.6. Mantener en hielo durante 30 minutos.

2. Centrifugar a 4.000 rpm durante 15 minutos a 4°C.
3. Resuspender las células en 100 ml de agua estéril fria. Centrifugar.
4. Resuspender las células en 50 ml de agua estéril fria. Centrifugar.

5. Resuspender las células en 2 ml de glicerol 10% estéril. Congelar en nitrégeno liquido.
Dejar descongelar en hielo y anadir 8 ml de glicerol 10%. Centrifugar.

6. Resuspender en 0.2 ml de glicerol 10% y repartir en alicuotas de 40 ni.
Congelar en nitrégeno liquido. Conservar a -70°C.

Electrotransformacion

1. Enfriar la camara portacubetas y las cubetas. Descongelar las células en hielo.
2. Mezclar el DNA (1-5 m) con las células. Afiadir la mezcla a la cubeta de electroporacion.
3. Someter la cubeta a un pulso de 12.5 kV/cm. El tiempo de pulso debe ser de 4-5 milisegundos.

4. Anadir 960 n1 de medio TSB en la cubeta. Transferir a un tubo estéril e incubar durante 1-2 horas a
30°C con agitacion. Sembrar sobre medio selectivo.

2.4.3. Transferencia por conjugacion de plasmidos desde E. coli a corinebacterias

Los experimentos de conjugacion se realizaron siguiendo las descripciones de Schéfer et al.
(1990) con ligeras modificaciones. El pldsmido a transferir con resistencia a Km se transformo
mediante las técnicas habituales en la cepa de E. coli S17-1. Para la transferencia del plasmido a partir
de esta cepa donadora a cepas de corinebacterias receptoras, la cepa donadora conteniendo el plasmido
de interés se crecio en medio LB+Km (50 mg/ml) hasta una DOsgy= 1-1.2 (fase exponencial tardia). La
cepa receptora de corinebacterias se crecid en medio TSB hasta una DOsg, de 3-4. Las células
donadoras se lavaron dos veces con medio LB y se centrifugaron a 3.000 rpm, resuspendiéndose con
agitacion suave. Las células receptoras se sometieron a un choque térmico a 49°C durante 9 minutos
para disminuir su sistema de restriccion, tras lo cual se lavaron dos veces con TSB. Para la mezcla de
conjugacién se utilizaron 4-10° células donadoras y 4-10° células receptoras (relacion 1:1), que se
centrifugaron a 3.000 rpm durante un corto periodo de tiempo. La mezcla de conjugacion se
resuspendio cuidadosamente en 0.5-1 ml de LB, aplicandose sobre un filtro de acetato de celulosa con
diametro de poro 0.45 mm (Millipore) colocado sobre una placa de TSA. Después de 20 horas de
incubacion a 30°C, las células se separaron del filtro mediante lavado con 1 ml de LB, centrifugandose
posteriormente 5 minutos a 3.000 rpm. Las corinebacterias transconjugantes se seleccionaron en medio

TSA suplementado con Km (25nmg/ml) y Nal (50 nmg/ml). La mayoria de las corinebacterias presentan
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resistencia natural al Nal. Las corinebacterias transconjugantes se lisaron utilizando los métodos

habituales y, la presencia del plasmido de interés se analizd mediante electroforesis.

2.5. Analisis de fragmentos de DNA mediante hibridacion

2.5.1. Transferencia del DNA en geles de agarosa

La transferencia de fragmentos de DNA separados en geles de agarosa se conoce como
Southern blotting (Southern, 1979), el soporte mas utilizado en la actualidad para este proceso son las

membranas de nylon.

Southern blotting

1. Después de la electroforesis, sumergir el gel en solucion despurinizante hasta que los colorantes
hayan cambiado de color, cuando esto ocurra dejarlo otros 10 minutos en esta solucion.

2. Lavar con agua destilada y sumergir el gel en solucion desnaturalizante. Incubar 30 minutos con
agitacion.

3. Lavar con agua destilada y sumergir el gel en solucion neutralizante. Incubar 30 minutos con
agitacion.

4. Preparar el sistema de transferencia. Colocar sobre una bandeja con SSCx20 una plataforma y cubrirla
con tres piezas de papel Whatman 3MM saturadas con SSCx20, de tal manera que los extremos
queden en contacto con el SSCx20 de la bandeja.

5. Colocar el gel sobre la plataforma. Cortar una membrana de nylon de tamafio similar al gel,
humedecerla con agua destilada y luego con SSCx20. Colocar la membrana sobre el gel y eliminar las
burbujas.

6. Colocar tres papeles Whatman 3MM saturados con SSCx20 sobre la membrana. Sobre lo anterior
colocar papeles de filtro secos del mismo tamafo hasta una altura aproximada de 5 cm. Encima de
todo el sistema de transferencia colocar un peso de 0.75-1 kg.

7. Mantener la transferencia entre 2-16 horas.

8. Desmontar el sistema y lavar la membrana en SSCx2 durante 5 minutos.
Fijar el DNA a la membrana con luz UV.
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2.5.2. Transferencia in situ del DNA de colonias

Transferencia del DNA de colonias de E. coli

Las colonias de E. coli a transferir tienen que estar bien distribuidas por toda la placa.

2. Colocar una membrana de nitrocelulosa sobre la placa y dejarla 1-2 minutos. Durante este tiempo con
una aguja impregnada en tinta marcar la membrana y la placa de forma asimétrica, para
posteriormente poder analizar los resultados.

3. Preparar 4 bandejas con papel Whatman 3MM saturado de las soluciones que se describen en los
apartados siguientes. Retirar la membrana de la placa y colocarla con las colonias hacia la parte
superior en una bandeja con solucion desnaturalizante. Dejar 3 minutos.

4. Transferir la membrana a otra bandeja con solucion neutralizante (1.5 M NaCl, 1 M Tris-HCI,
pH 8.0). Incubar 5 minutos.

Transferir la membrana a otra bandeja con solucidon neutralizante. Incubar 5 minutos.
Transferir la membrana a otra bandeja con SSCx2. Incubar 10 minutos.

Dejar secar la membrana a temperatura ambiente durante 30 minutos entre papel de filtro.

© N A=

Fijar el DNA a la membrana en un horno de vacio a 80°C durante 1-2 horas.

2.5.3. Marcaje radioactivo de fragmentos de DNA

Se han utilizado diferentes métodos de incorporacion de nucleétidos radioactivos en funcion
del tamano y tipo de DNA. En el caso de oligonucleotidos se empled la enzima T4 polinucle6tido
kinasa que cataliza la transferencia del grupo fosfato g del [g-*P]ATP sobre el extremo 5’-hidroxilo
libre del oligonucledtido. Para fragmentos de DNA de tamaiio entre 100-300 bp se utilizo el fragmento
Klenow de la DNA polimerasa I de E. coli que permite el rellenado de extremos 5 protuberantes con
nucleétidos [a-**P]dNTPs. También se han utilizado sistemas comerciales:

a. Desplazamiento de mellas (Nick Translation System, Promega). Este método ha sido
desarrollado para la incorporacién eficaz de [a-**P]dNTPs en el DNA de doble cadena (Rigby et al.,
1977). Se basa en la generacion de huecos o extremos 3’-hidroxilo libres en el DNA por la enzima
DNasa I. A partir de aqui, la DNA polimerasa I cataliza la incorporacion de un nuevo nucleétido al
extremo 3’-hidroxilo terminal de la mella, al mismo tiempo que elimina el nucleétido del extremo
5’-fosfato de la mella. De esta manera, el desplazamiento en direccion 3° de la mella permite la
adicion secuencial de [a-""P][dNTPs en el DNA, mientras que los preexistentes son eliminados. La
reaccion se lleva a cabo en un volumen de 25 ml con: 0.5-1 ng de DNA; 1 mM dATP, dGTP y dTTP;
50 mM Tris-HCl, pH 7.2; 10 mM MgSQOy; 0.1 mM DTT; 2 m mezcla enzimatica DNasa I (0.2 ng/m) y
DNA polimerasa I (1 u/m); y, 2 m de [a-**P]dCTP (3.000 Ci/mmol). Esta mezcla de reaccién se
incuba durante 1 hora a 60°C.

b. Oligonucledtidos al azar (Rediprime DNA Labelling System, Amersham). Este método se
basa en el uso de secuencias oligonucleotidicas al azar para el inicio de la sintesis de DNA en sitios
multiples sobre el DNA desnaturalizado, mediante el fragmento Klenow de la DNA polimerasa I
(Feinberg y Vogelstein, 1983). La reaccion se lleva a cabo con 2.5-25 ng de DNA desnaturalizado en

un volumen de 50 ni durante 10-60 minutos a 37°C.
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En los casos en los que fue necesario la eliminacion de los nucleotidos radioactivos no incorporados se
utilizaron columnas FElutip-D (Sigma) o el Wizard DNA Clean-Up System (Promega), siguiendo las

especificaciones de los fabricantes.

2.5.4. Hibridacion

Una vez realizada la transferencia del DNA (o el RNA) sobre una membrana, se realiza la
hibridacién con una sonda marcada radioactivamente con [**P]. Para ello, se introducen los tubos en
bolsas de plastico o tubos de vidrio, y se afiaden 10-30 ml de solucion de hibridacion en funcion del
tamafio de la membrana. Esta prehibricacion se coloca en un bafio con agitacion (para las bolsas) o en
un horno de hibridacion (para los tubos de vidrio), a la temperatura de hibridacion seleccionada
durante 2-8 horas. La sonda marcada radioactivamente se desnaturaliza a 100°C durante 5-10 minutos.
Una vez terminada la prehibridacion se desecha la solucion y, se afiade nueva solucion de hibridacion
junto con la sonda desnaturalizada. La hibridacion se desarrolla durante 1-24 horas a la misma
temperatura.

En las hibridaciones realizadas en este estudio con sondas de DNA, la temperatura de
hibridacion utilizada ha sido 42°C y la composicion de la solucion de hibridacion: SSCxS, solucion de
Denhardt (x5), SDS 0.5% y formamida 40%. En las hibridaciones con sondas oligonucleotidicas, la
temperatura también fue de 42°C, pero la composicion de la solucion de hibridacion fue diferente:
solucion de Denhardt (x5); 0.9 M NaCl; 180 mM Tris-HCI, pH 8.0; 6 mM EDTA. En ambos casos, se
afiadieron 50 np/ml de esperma de salmoén desnaturalizado en la prehibridacion y 10 nmg/ml en la
hibridacion. En algunas de las hibridaciones se utiliz6 una solucion de hibridacion comercial
(Rapid-hyb buffer, Amersham), que permite disminuir el tiempo de prehibridacion a 15-60 minutos y
el de hibridacion a 1-3 horas. La temperatura de hibridacion con sondas oligonucleotidicas fue también
de 42°C, pero con sondas de DNA se incrementd a 60-65°C.

Transcurrido el tiempo de hibridacion, la membrana se lava en soluciéon SSCx2, SDS 0.1%,
primero 15 minutos a temperatura ambiente y luego 15 minutos adicionales a la temperatura de
hibridacion. Se continua con lavados en solucion SSCx0.1, SDS 0.1%, 15 minutos a temperatura
ambiente y 15 minutos a la temperatura de hibridacion. Finalizados los lavados la membrana se seca y

se analiza mediante autoradiografia.
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2.6. Técnicas de secuenciacion de DNA

2.6.1. Generacion de delecciones unidireccionales

A continuacion se describe el protocolo a seguir para generar clones deleccionados

unidireccionalmente de un plasmido conteniendo un inserto de 6.5 kb.

Erase-a-Base

1. Digerir 5-10 ng de pldsmido con el inserto a deleccionar utilizando enzimas adecuadas para tener los
extremos 5"y 3" (o en su defecto 5 rellenado con a-fosfotiol ANTPs).

2. Resuspender el DNA en 60 m de tampon de Exo Il y calentar a 37°C (a esta temperatura, la
digestion es de 450 bases/minuto). Afiadir 300-500 u de Exo III, mezclar e incubar a 37°C. La
reaccion tarda 20-30 segundos en iniciarse.

Tampon de Exo I1I: 66 mM Tris-HCI, pH 8.0; 0.66 mM MgCl,.

3. Tomar alicuotas cada 30 segundos y transferirlas a un Eppendorf con 7.5 m de mezcla SI. Incubar a
temperatura ambiente durante 30 minutos.
Mezcla S1: 338 mM NaCl, 40 mM acetato potasico, pH 4.6; 1.35 mM ZnSOy; glicerol 6.75%; 2.5 u
nucleasa S1.

4. Terminar la reaccion con 1 m de solucion de parada S1 (0.3 M Tris; 0.05 M EDTA) y calentar
10 minutos a 70°C. Separar 2 M, para analizar en un gel de agarosa las delecciones.

5. Transferir las muestras a 37°C y afiadir 1 M de mezcla de Klenow. Incubar a 37°C durante 3 minutos.
Mezcla de Klenow: 20 mM NaCl; 100 mM Tris-HCI, pH 8.0; 0.1 u fragmento Klenow.

6. Anadir 1 m de mezcla de ANTPs (0.125 mM de cada uno). Incubar a 37°C durante 5 minutos.

7. Afadir a cada tubo 40 nl de mezcla de ligacion. Mezclar e incubar 1 hora a temperatura ambiente.
Mezcla de ligacion: 50 mM Tris-HCI, pH 7.6; 10 mM MgCl,; 1 mM ATP; PEG 5%; 1 mM DTT; 0.01
u T4 DNA ligasa.

8. Transformar 10 ml de cada ligacion en células competentes de E. coli. Analizar mediante
electroforesis el tamafo de los plasmidos presentes en los transformantes.

El sistema Erase-a-Base (Promega) permite la rapida construccion de clones para secuenciar a
partir de progresivas delecciones unidireccionales de un inserto de DNA clonado en un pldsmido. Este
sistema estd basado en el protocolo desarrollado por Henikoff (1984), en el que la enzima
exonucleasa III (Exo III) es utilizada para digerir DNA desde extremos 5" protuberantes o romos,
dejando en cambio intactos los extremos 3" protuberantes o 5° rellenados con a-fosfotiol ANTPs. La
tasa uniforme de digestion de la enzima permite la aparicion de una serie de delecciones de mayor
tamafo a medida que se van tomando alicuotas de la reaccion en el tiempo.

Para la utilizacion de este sistema, el fragmento de DNA de interés debe ser clonado en un
vector apropiado, como lo son el pUC118/119 o el pBluescript KS(+). Al menos tiene que haber dos
sitios Unicos de restriccion: un sitio de restriccion que genere extremos romos o 5° protuberantes
situado al final del inserto a deleccionar, de tal manera que la digestion de la Exolll proceda desde este
extremo hacia el interior del inserto; y un sitio de restriccion que genere extremos 5™ protuberantes,
que se rellenara con a-fosfotiol ANTPs o-extremos 3" proximo al sitio de union del iniciador para que
quede protegido de la digestion por Exolll. La digestion con Exo III es un proceso dependiente de la

temperatura. Los pasos siguientes a la digestion con Exo III son el tratamiento con nucleasa S1



60

(eliminacion de la cadena de DNA no digerida por la Exo III), el rellenado de los extremos con el
fragmento Klenow de la DNA polimerasa I, para que sea posible la ligacion de los plasmidos

deleccionados con la T4 DNA ligasa y la transformacion de las ligaciones en E. coli.

2.6.2. Reacciones de secuencia

El protocolo de secuenciacion por el método de los didesoxinucledtidos (ddNTPs) fue
desarrollado por Sanger et al. (1977). Las reacciones de secuencia se han llevado a cabo con el sistema
Sequenase (Sequenase Version 2.0 DNA Sequencing Kit, USB) y, consisten en la sintesis de un DNA
complementario a partir del extremo 3" de un oligonucleétido o iniciador (primer) llevada a cabo por
la T7 DNA polimerasa, en presencia de dCTP, dGTP, dTTP y [a-*>S]dATP. Esta sintesis de DNA se
detiene por la introduccion de un analogo de los desoxinucleotidos (ANTPs), los didesoxinucledtidos
(ddNTPs), que al carecer del grupo 3’'-hidroxilo necesario para la formacion de un nuevo enlace
fosfodiester, provocan la terminacion especifica de la elongacion. Manteniendo una proporcion
adecuada dANTP/ANTP en cada una de las cuatro reacciones (una con cada ddNTP), es posible
provocar una detencion estadistica de la sintesis al nivel de cada residuo polimerizado. La separacion
de los productos de extension en un gel desnaturalizante permitira determinar la secuencia
nucleotidica. Los pasos del protocolo seguidos fueron:

a. Anillamiento. Hibridar el ssDNA (1 ng) con el iniciador (primer -20, Boehringer
Mannheim) en tampon de secuenciacion en un volumen de 10 nl. Incubar 2 minutos a 65°C y dejar
que la temperatura descienda hasta 30°C.

b. Marcaje. Anadir al anillamiento 2 m de mezcla de marcaje: 1 Ml DTT 0.1 M, 0.5 m
[a-’S]dATP y 2 m de enzima Sequenase (diluida 1/8). Incubar 5 minutos a temperatura ambiente.

¢. Terminacion. Transferir 3.5 m de la mezcla anterior a 4 tubos, previamente incubados a
37°C, que contienen 2.5 m de la mezcla de de terminacion correspondiente a cada ddNTP. Incubar
5 minutos a 37°C. Detener las reacciones con 4 m de tampon de parada (95% formamida, 20 mM

EDTA, 0.05% azul de bromofenol, 0.05% xilencianol).

2.7. Métodos de estudio del RNA

La mayor dificultad para la manipulaciéon del RNA reside en su extrema sensibilidad a la
accion de las RNasas, enzimas particularmente activas y extraordinariamente estables. Todas las
manipulaciones llevadas a cabo con el RNA tienen que realizarse en ausencia de RNasas, por lo que
todas las soluciones fueron preparadas en agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) al 2% y, todo el

material que se utiliza fue previamente esterilizado.
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2.7.1. Preparacion de RNA total de Brevibacterium lactofermentum

Aislamiento de RNA de corinebacterias

Cultivar las células en 100 ml TSB a 30°C, con agitacion vigorosa (250 rpm).

2. Transferir el cultivo a un tubo GSA frio y afiadir 100 ml NaCl 0.9% frio.
Centrifugar 5 minutos a 6.000-8.000 rpm.

3. Resuspender el precipitado celular en 3-4 ml de mezcla de Kirby (1% Na' triisopropilnaftaleno
sulfonato, 6% Na' 4-amino salicilato, 6% fenol).

Triturar en mortero con alimina esterilizada en el horno y nitrogeno liquido.

Transferir a Eppendorfs de 2.2 ml, 0.75-1 ml del lisado en polvo. Anadir 0.75-1ml fenol-TLE (250 ml
fenol acido + 250 ml TLE + 0.5 ml NaOH 15 N).
TLE: 0.2 M Tris-HCI, 0.1 M LiCl, 4.5 mM EDTA, pH 8.0.

6. Incubar en un bafio a 50°C durante 10 minutos. Centrifugar a 12.000 rpm durante 5 minutos.

7. Recoger la fase superior y tratarla con fenol-TLE + cloroformo. Centrifugar a 12.000 rpm durante
5 minutos. Recoger la fase superior, repetir el proceso 3-4 veces hasta la eliminacién de la interfase.
Finalmente tratar con cloroformo.

8. Precipitar la fase acuosa a 4°C con 1/3 volumen de 8 M LiCl durante toda la noche.
Centrifugar a 12.000 rpm (4°C) durante 30 minutos. Lavar el precipitado con 2 M LiCl.

10. Resuspender en 600 M de agua tratada con dietilpirocarbonato (H,O-DEPC) al 2%.
Incubar a 65°C hasta la disolucién del precipitado.

11. Precipitar nuevamente con 1/3 volumen de 8 M LiCl a 4°C, al menos durante 2 horas.
12.  Centrifugar a 12.000 rpm (4°C) durante 30 minutos. Lavar con 2M LiCl.

13.  Resuspender en HO-DEPC. Incubar a 65°C hasta la disolucion del precipitado celular. Determinar la
concentracion de RNA (1 DOz =40 mg RNA). Precipitar con 0.1 volumen 3M acetato sodico, pH 5.2
y 3 volumenes de etanol. Conservar a -20°C hasta su utilizacién.

El método de aislamiento de RNA descrito, se emplea habitualmente para hongos y
Streptomyces., en este caso se ha utilizado para la lisis de corinebacterias como procedimiento

alternativo al de la Prensa de French.

2.7.2. Separacion electroforética del RNA

En la electroforesis de muestras de RNA se utilizan geles de agarosa desnaturalizantes de la
concentracion necesaria en tampon MOPS (20 mM MOPS, 5 mM acetato sddico, 1 mM EDTA,
pH 7.8) con formaldehido 2.2 M. Una vez preparado el gel se sumerge en una cubeta de electroforesis
tratada con H,0,, el tampodn de electroforesis empleado fue tampoén MOPSxI1.

Las muestras de RNA se resuspendieron en tampon desnaturalizante (MOPSx1, formamida
50%, formaldehido 5%), calentandose a 65°C durante 5 minutos. El colorante de electroforesis
empleado se prepard concentrado x5 (Ficoll 30%, SDS 0.1%, 40 mM EDTA, azul de bromofenol
0.25%, xilencianol 0.25%) y, se afiadio a las muestras en hielo después de la desnaturalizaciéon. Antes
de la carga de las muestras en el gel, el gel se precalentd 30 minutos a un voltage de 80 V. Una vez

cargadas las muestras en el gel, la migracion se realiza a un voltaje constante de 80-100 V.
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2.7.3. Hibridacion de Northern

Una vez que las muestras de RNA han sido sometidas a electroforesis en un gel
desnaturalizante, los fragmentos de RNA se pueden transferir a una membrana de nylon (Northern
blotting). Si en el gel desnaturalizante las muestras estan duplicadas, es posible dividirlo en dos partes:
una parte para tincion con EtBr y la otra para transferencia. Es conveniente lavar varias veces el gel
con H,0O-DEPC para eliminar el formaldehido. Si el gel es de un porcentaje de agarosa superior al 1%
y se pretenden detectar fragmentos mayores de 2.5 kb, debe lavarse el gel con 0.05 N NaOH durante
5 minutos; de esta manera se hidroliza parcialmente el RNA, aumentando la transferencia. Se lava
nuevamente el gel con H,O-DEPC durante 15 minutos y, luego se sumerge en SSCx20 durante
45 minutos. A partir de aqui todos los pasos del montaje del sistema de transferencia, asi como la
fijacion del RNA a la membrana son idénticos a los descritos para la transferencia de DNA (Southern).
Las condiciones de hibridacion de Northern son idénticas a las de Southern.

La fijacion del RNA (o DNA) a las membranas, en el caso de que no sea necesario efectuar la
separacion de los fragmentos por su tamafio, se puede realizar depositando las muestras de RNA
(o DNA) directamente sobre la membrana colocada en un sistema de filtracion al vacio (Bio-Rad),

proceso conocido como dot blotting (Thomas, 1983).

3. Métodos relativos al estudio de proteinas

3.1. Determinacion de la concentracion de proteinas

La cuantificacion de proteinas existentes en extractos celulares se realizd por el método de Bradford
(1976), usando reactivos de Bio-Rad y siguiendo las instrucciones del fabricante. Este ensayo esta
basado en el cambio de absorcion de 465 a 595 nm del azul de Coomassie al reaccionar con proteinas.
Se utilizd ovoalbtimina (Sigma) como proteina control. Otro método alternativo utilizado para la

determinacion de la concentracion de proteinas fue el descrito por Ehresmann et al. (1973).
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3.2. Medida de actividades enzimaticas

3.2.1. Reaccion de aminoacilacion

Ensayo de la actividad de aminoacilacion ArgRS

1. Las reacciones se efectuan en un volumen de 100 m de mezcla de aminoacilacion. Para la ArgRS la
mezcla de aminoacilacion estd compuesta de: 100 mM Tris-HCl; 30 mM KCIl, pH 7.5;
20 mM MgCly; 10 mM ATP; 0.1 mM [“Clarginina (25 nmCi-mmol); tRNA total de E. coli 5 mg/ml;
BSA 0.1 mg/ml.

Precalentar 2 minutos a 37°C el tubo Eppendorf conteniendo 90 m de mezcla de aminoacilacion.

La reaccion se incuba a 37°C y se inicia con la adicion de 10 mi de solucion enzimatica (extracto
crudo o fraccidn proteica purificada) a la mezcla de aminoacilacion.

4. Extraer alicuotas de 20 nl cada minuto y aplicarlas sobre filtros Whatmann 3MM (diametro 6 mm).

. . ., 14 .. . . .
Una vez extraidas todas las muestras, la eliminacion de la [ "Clarginina libre se realiza mediante
lavados sucesivos en TCA 5%.

6. Tras esto, dos lavados sucesivos con etanol, para la eliminacion del agua.
Secado de los filtros en el horno.

7. Una vez secos los filtros, se colocan en viales con 200 m de liquido de centelleo.
La incorporacion de [14C]arginina se mide en el contador de centelleo.

En el curso de este trabajo, fue necesario cuantificar la actividad ArgRS. La velocidad de la
reaccion de aminoacilacion del tRNA se determiné siguiendo el protocolo de Mans y Novelli (1961).
La medida de la reaccion de esterificacion del tRNA para un aminodcido especifico radioactivo,
implica que el tRNA portando el aminoacido pueda ser aislado y separado del aminoacido libre. Esto
se realiza mediante lavados sucesivos del tRNA aminoacilado precipitado sobre un soporte de papel
Whatman 3MM.

Una unidad (1) de actividad aaRS se define como la cantidad de proteina que cataliza la
incorporacion de 1 nmol de aminoacido en el tRNA en un minuto. Para la realizacion de este calculo
es necesario determinar la cantidad de proteina total en la soluciones enzimaticas o extractos crudos

utilizados.

3.2.2. Actividad b-galactosidasa

La hidrdlisis de b-galactosidos puede ser facilmente cuantificada, al tratarse de sustratos
incoloros que al hidrolizarse se convierten en productos coloreados. El o-nitrofenil-galactdsido
(ONPG) es un compuesto incoloro, que en presencia de b-galactosidasa se convierte a galactosa y
o-nitrofenol. El o-nitrofenol es amarillo y puede ser cuantificado por su absorcion a 420 nm. Para que
el ensayo sea linear, la concentracion de ONPG tiene que estar en exceso de tal manera que la cantidad
de o-nitrofenol producido sea proporcional a la cantidad de enzima b-galactosidasa presente y al

tiempo de reaccion. El protocolo utilizado para cuantificar la actividad b-galactosidasa fue el descrito
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por Miller (1972), de acuerdo a las modificaciones de Putnam y Koch (1975). Los resultados se

dedujeron a partir de tres ensayos independientes.

Actividad b-galactosidasa

1. Inocular las cepas de E. coli a ensayar en 2 ml de medio LB con los aditivos necesarios.
Incubar a 37°C con agitacion.

2. Cuando el cultivo adquiera una DOggo = 1, afiadir 10 m de mezcla de lisis a 0.5 ml de cultivo.
Mezcla de lisis: tolueno, 0.02 M MnSOs, 10% SDS, b-mercaptoetanol [1:1:1:5].

3. Transferir 20 m del lisado a 1 ml de Tampon Z a 28°C.
Tampon Z: 60 mM Na,HPO,-7H,0, 40 mM NaH,PO,-H,0, 10 mM KCI, 1 mM MgSO,-7H,0, 50 mM
b-mercaptoetanol. No autoclavar. Llevar a pH 7.0.

4. Lareaccion se inicia con la adicién de 200 i de solucion ONPG (4 mg/ml), seguida de la incubacion
durante 30-60 minutos. Detener la reaccion con 0.5 ml de COsNa, 1M.

5. Medir la absorbancia a 420 y 550 nm.

Las unidades de b-galactosidasa vienen dadas por la formula:

DO420 - 175 D0550
UZ=YaYaYaYa¥0¥2%0%Ys
tv- DO600

DO4,,/D0:ss, absorbancias de la reaccion. La DOss, corresponde a la densidad optica de las células, a
descontar del valor DO,,,. El factor de correccion para E. colies DOy = 1.75:DOssy.

DOy, refleja la densidad celular del cultivo ensayado

t, tiempo de reaccion (en minutos)

v, volumen de cultivo utilizado en el ensayo (en ml)

3.3. Electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes

El SDS es un detergente idnico que disocia las proteinas oligoméricas en sus mondmeros y
rompe los enlaces de hidrogeno e hidrofobos entre los polipéptidos. El SDS desenrolla la estructura
tridimensional de las proteinas y les confiere, por su fijacion uniforme, una carga negativa
proporcional a la longitud de la cadena polipeptidica. Los geles de poliacrilamida utilizados costan de
dos fases, una superior o Pregel (stacking gel) de pH 6.5, y otra inferior Gel de separacion
(separating gel) con un pH mayor. La electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida

(SDS-PAGE) al 10-15% se realiz6 segun el método de Laemmli (1970).
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Para la preparacion de un gel de poliacrilamida al 10% desnaturalizante en una cubeta

Mini-Protean (Bio-Rad), se preparan las siguientes soluciones:

PREGEL  GEL DE SEPARACION

Solucién 30-0.8% (p/v)

acrilamida/bis-acrilamida 1.3 ml 5.00 ml
0.5 M Tris-HCI pH 6.8 25ml e
1.5M Tris-HClIpH88  —eeeeee 3.75 ml
SDS 10% 0.1 ml 0.15 ml
H,O 6.1 ml 5.25 ml
TEMED 10 m 4m
Persulfato amoénico 10% 50m 50 m

Del gel de separacion se vierten 3.4 ml en la cubeta, de manera que quede espacio suficiente
para el pregel. El gel de separacién se cubre con 1 ml de agua y, se deja polimerizar. Una vez
polimerizado se lava abundantemente con agua y se rellena el espacio restante con el pregel,
colocando el peine adecuado.

Las muestras de proteinas se someten a un tratamiento de disociacion, hirviéndolas durante
5-10 minutos con 0.25 volumen de tampon de carga (400 mM Tris-HCI, pH 6.8; 4% SDS; 4%
b-mercaptoetanol; 30% glicerol; 0.05 M azul de bromofenol).

Una vez completamente polimerizado el gel y preparadas las muestras se monta el sistema de
electroforesis y se aflade el tampon de electroforesis (25 mM Tris, 192 mM glicina, SDS 0.1%,
pH 9.2). La migracion de las muestras se realiza a una intensidad constante entre 15-30 mA.

La tincion del gel se realiza con una solucion de Azul de Coomassie (Azul de Coomassie 1 g/l,
metanol 50%, acido acético 0.1%) (Diezal et al., 1972). Para la decorolacion se utiliza una solucion de

acido acético 7% y etanol 5%.

3.4. Preparacion de proteinas

3.4.1. Preparacion de extractos crudos de E. coli

Los cultivos bacterianos (500 ml) se crecen en agitacion vigorosa durante 16 horas a 37°C en
el medio de cultivo apropiado. Los cultivos se recogen por centrifugacion durante 5 minutos a 5.000xg
y el precipitado celular se resuspende en 10 ml de tampon de lisis (100 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,,
1 mM EDTA, pH 8.0) Para la lisis, se utilizdo un sonicador Ultrasons-Annemasse 250TS20K. El
tamaio de la sonda del sonicador depende de la cantidad de células y del tipo de tubo a utilizar: para
volumenes de 1-2 ml es conveniente ulilizar la sonda de 3 mm de didmetro y 40 V; para volumenes
entre 5-10 ml, la sonda de 5 mm de didmetro y 100 V. Los pulsos de sonicacion fueron de 20-30

segundos hasta la clarificacion del lisado celular. En todo momento se evitd que el lisado alcanzase
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temperaturas elevadas. Para eliminar los restos celulares, es suficiente con una centrifugacion durante
10 minutos a 6.000-12.000xg; en el caso de que sea necesario eliminar los ribosomas de la
preparacion, esto se puede conseguir mediante centrifugacion a 105.000xg, con un rotor Beckman
Ti60 a 45.000 rpm durante 2-3 horas.

El extracto celular libre de ribosomas puede dializarse durante toda la noche a 4°C, para su
concentracion y conservacion a -20°C. El tampon de dialisis utilizado fue 50 mM Tris-HCI, pH 7.5;
glicerol 60%; 1 mM MgCl,; 0.1 mM EDTA.

3.4.2. Preparacion de extractos crudos de B. lactofermentum

La lisis de corinebacterias resulta dificultosa debido a la presencia de acidos micdlicos en la
pared celular de estas bacterias. La sonicacion es un buen método para la obtencion de extractos
celulares de corinebacterias, a partir de cultivos crecidos generalmente en TSB durante 18-24 horas a
30°C con agitacion. El método descrito en el apartado anterior es perfectamente aplicable a
corinebacterias.

Otro método ampliamente utilizado para lisar corinebacterias, estd basado en las altas
presiones que se alcanzan en la prensa de French (SLM Instruments). El precipitado celular se
resuspende en tampon de lisis TENS (20 mM Tris-HCI, pH 8.0; 10 mM EDTA; 100 mM NaCl;
SDS 1%) procurando que la solucion quede densa y sin burbujas. Posteriormente se somete a las
células a una presion de 15.000 psi (libra/pulgada’) haciéndolas pasar lentamente por el poro de la
prensa. El lisado celular se congela inmediatamente en nitrogeno liquido y se puede conservar a -70°C

hasta su utilizacion.

3.4.3. Extraccion rapida de proteinas mediante la lisis de bacterias con SDS

Este método fue descrito por Stanley (1983). Las células de un cultivo de 1-1.5 ml crecido
hasta el final de la fase exponencial se recogen por centrifugacion durante 5 minutos a 12.000xg. El
precipitado celular se resuspende en 100 nl de tampon de lisis (25 mM Tris, 192 mM glicina, SDS
0.5%, pH 9.2). La suspension celular se somete a ciclos sucesivos de congelacion/descongelacion y
posteriormente se incuba a 100°C durante 5-10 minutos. Los restos celulares se eliminan por
centrifugacion a 12.000xg durante 10 minutos. A 50 nl del sobrenadante se le afiaden 15 m de tampoén
de carga y, 8 m de esta mezcla son suficientes para el fraccionamiento de las proteinas en un gel de

poliacrilamida desnaturalizante.

3.5. Expresion de la proteina arginil-tRNA sintetasa

De los multiples sistemas de expresion de proteinas, se empled el plasmido pTG908
(Figura 5.7) construido por Transgene (Courtney et al., 1984). Este vector permite la expresion

inducida por temperatura: las secuencias clonadas se colocan bajo el control del promotor P; del
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bacteriofago | , cuya transcripcion esta reprimida por el represor C| que es termosensible. La induccion
térmica a 37°C inactiva el represor G permitiendo la transcripcion a partir del promotor P del fago | .
Al clonar el gen de interés en fase con el promotor C;; del fago | , se produce una proteina de fusion
con los 13 primeros aminoacidos del gen C;;. La utilizacion de este vector requiere la transformacion
de la cepa de E. coli TGE900, que contiene el represor C; con una mutacion termosensible.

Para la expresion de la proteina ArgRS de B. lactofermentum, un cultivo de E. coli TGE900
[pULJS84], cepa que contiene el gen argS de B. lactofermentum clonado en el plasmido pTG908 en
fase con el promotor Cy; del fago | (Figura 5.7), se crece a 30°C con agitacion vigorosa durante 3-4
horas hasta una DOsys = 0.5. Una vez alcanzada esta densidad optica, se procede a la induccion de la
expresion de la proteina ArgRS incubando los cultivos a 37°C durante toda la noche. Como control
negativo de la expresion, se utiliza un cultivo de E. coli TGE900 [pTG908], en las mismas condiciones

descritas. Una vez expresada la proteina, se procede a la preparacion de los extractos crudos.

3.6. Purificacion de la proteina recombinante DtxR

La proteina DtxR recombinante de B. lactofermentum fue purificada a partir de extractos
crudos de la cepa de E. coli DH10B [pULJSX4], mediante cromatografia de inmunoafinidad. El
plasmido pULJSX4 contiene el gen dixR de B. lactofermentum y, previamente se habia observado la
expresion de este gen en E. coli a partir de su propio promotor.

Para la preparacion de las columnas de inmunoafinidad, 2 mg de anticuerpos IgG anti-DtxR
purificados (Tao y Murphy, 1992) fueron inmovilizados en 2 ml de gel AminoLink mediante el 4g/4b
Immobilization Kit, de acuerdo a las especificaciones del fabricante (Pierce, Rockford, Illinois, USA).

La cepa de E. coli DH10B [pULJSX4] se creci6 a 37°C en 1 litro de medio LB+Ap durante
14 horas. Las células se recogieron por centrifugacion y el precipitado celular se resuspendio en 20 ml
de 0.1 mM Tris-HCI, pH 7.5. La suspension celular se lisé en la prensa de French a 14.000 psi. El
lisado celular fue centrifugado a 30.000xg, durante 30 minutos a 4°C para eliminar los restos celulares.

El lisado clarificado se aplicé a la columna de inmunoafinidad anti-DtxR, que habia sido
previamente equilibrada con 0.1 M Tris-HCI, pH 7.5. Seguidamente se lavo con un tampon de lavado
(1 M NaCl, 0.1 M Tris-HCI, pH 7.5) para la eliminacion de sales y proteinas no unidas a la columna.
La elucion de la proteina recombinante DtxR de B. lactofermentum se realizé con S0mM glicina-HCI,
pH 2.8, recogiéndose fracciones de 1 ml que se neutralizaron inmediatamente con 40 m de 1M Tris-
HCI, pH 9.5. Todos los pasos de la purificacion se realizaron a 4°C. Las fracciones conteniendo la
proteina DtxR recombinante de B. lactofermentum fueron identificadas mediante SDS-PAGE e

inmunodeteccion.

3.7. Inmunodeteccion de la proteina DtxR

Las proteinas fraccionadas mediante SDS-PAGE se transfirieron a membranas de PVDF

(Millipore, Bedford, Massachussets, USA) utilizando el Mini-Protean Blotting System (Bio-Rad), en
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un tampon de transferencia (25 mM Tris, 192 mM glicina, 20% metanol, pH 9.2) en un campo
eléctrico de 200 V durante 2 horas a 4°C.

Después de la transferencia la membrana conteniendo las proteinas, se satur6 mediante el
tratamiento durante un minimo de 30 minutos con una solucion de BSA al 4%. Para la
inmunodeteccion se  incubd la membrana con una dilucion 1:3.000 de suero anti-DtxR de
C. diphtheriae, seguida de tratamiento con anticuerpos anti-IgG de conejo conjugados con fosfatasa
alcalina (Promega). El resultado de la inmunodeteccion se observo mediante revelado con NBT/BCIP

utilizando el ProtoBlot AP system (Promega) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

3.8. Analisis de la interaccion DtxR-region toxPO

3.8.1. Retraso en geles

Un método comunmente empleado para el analisis de interacciones proteina-DNA es el
retardo (disminucion de la movilidad electroforética) observado en geles de poliacrilamida entre la
proteina libre y la proteina unida a una region de DNA especifica (ge! electrophoresis mobility shift
assay). Cuando la proteina y el DNA interactuan la movilidad electroforética es menor, y por tanto se
observa un retraso del complejo con respecto a la proteina libre en gelea de poliacrilamida.

La unién de la proteina DtxR a la sonda [**P]foxPO, se llevo a cabo en un volumen de 16 mi de
mezcla de reaccion (20 mM Tris-HCI, pH 7.5; 5 mM MgCl,, 40 mM KCI; 2 mM DTT; 125 nM
MnCl,; glicerol 10%; 1 ng poli (dI-dC); 5 ng BSA; proteina DtxR purificada y, 3-5 fmol de sonda
[**P]toxPO. La sonda conteniendo la region toxPO se marcé radioactivamente mediante rellenado del
extremo 3" con [**P]dATP, siguiendo los procedimientos habituales. En los ensayos de competicién la
sonda sin marcar se afadio a la mezcla de reacciéon 10 minutos antes de la adicion de la sonda
marcada. En los ensayos de neutralizacion con anticuerpos anti-DtxR, las reacciones se preincubaron
con el antisuero durante 2 horas a 4°C antes de la adiccion de la sonda foxPO marcada. En todos los
casos, una vez afiadida la sonda marcada, la mezcla de reaccion se incubd durante 15 minutos a 25°C.

Para el fraccionamiento de las reacciones, se utiliz6 un gel de poliacrilamida al 7% en el
tampon: 40 mM Bis-Tris borato, pH 7.5; 125 nM MnCl,; glicerol 2.5%. La electroforesis se realizd en
el mismo tampdn que el gel, sin adiciéon de glicerol, a un voltaje constante de 200 V. Después de la

electroforesis, se procedi6 al secado de los geles y andlisis mediante autoradiografia.

3.8.2. Proteccion de la digestion por DNasa I

Para la localizacion del sitio de union en el DNA de alguna proteina, se emplean las técnicas
de proteccion (footprinting): la formacion de un complejo proteina-DNA impide el ataque por
nucleasas en el sitio de union. La endonucleasa DNasa I hidroliza el DNA preferiblemente en lugares

adyacentes a nucleotidos de pirimidina.
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La region reguladora toxPO contenida en el plasmido pRS551 toxPO/VN1200 (Boyd et al.,
1990) se digiri6 con BamHI y EcoRI y, fue subclonada en el pBluescript KS(+), generando el
plasmido pBS23/toxPO. El fragmento de DNA correspondiente a la region reguladora se extrajo del
plasmido pBS23/f0xPO mediante digestion con BssHII. Este fragmento de DNA se rellen6 en ambos
extremos con [*’P]dCTP, [**P]dGTP y el fragmento Klenow de la DNA polimerasa I. La sonda
marcada se digiri6 con Sacl o Xhol para la eliminacion de uno de los dos extremos marcados, segun se
fuese a analizar la cadena codificante o no codificante, respectivamente. Las reacciones de proteccion
a la digestion con DNasa I se llevaron a cabo de acuerdo a los protocolos publicados (Ausubel et al.,
1988). La proteina DtxR purificada se pre-incubo6 con 20.000 cpm del fragmento foxPO marcado en un
extremo, en un volumen de 38 m de mezcla de reaccion (20 mM Tris-HCI, pH 7.5; 5 mM MgCl, ;
40 mM KCI, 2 mM DTT, glicerol 10%; 5 ng BSA y, 100 M NiCL-6H,O como fuente de iones
metalicos divalentes. Después de 40-60 minutos de incubacion a 25°C, se afiadié a la mezcla de
reaccion 2 ml de solucion conteniendo 0.34 ng de DNasa | (Boehringer Mannheim) y, la mezcla se
incub6 durante 5 minutos a 25°C. La reaccion de digestion se detuvo mediante la adicion de 60 nl de
tampon de parada (acetato soédico 0.5 M, pH 5.2; 20 mM EDTA; 75 nmg/ml tRNA). Los acidos
nucleicos se precipitaron con etanol y, después del secado en vacio, el precipitado se resuspendio en
tampon de carga conteniendo 98% formamida. Las muestras se calentaron a 90°C durante 5-10
minutos e inmediatamente se colocaron en hielo. Para la resolucion de los patrones de proteccion a la
digestion con DNasa I, las muestras se sometieron a electroforesis en un gel de secuencia

desnaturalizante al 8%, tras lo cual se seco el gel para su posterior analisis mediante autoradiografia.






3. RESULTADOS Y ANALISIS: Factores sigma en corinebacterias

Para el conocimiento de los mecanismos de control de la expresion génica en corinebacterias, un
primer requisito es clarificar las maquinarias que toman parte en la expresion génica. La etapa inicial
del proceso de expresion génica es la transferencia de la informacion contenida en los genes al RNA
mensajero, por lo que resulta de particular importancia el estudio de las maquinarias de transcripcion.
La especificidad de la transcripcion en eubacterias estd determinada por las distintos holoenzimas que
forma la RNA polimerasa, en los cuales los factores sigma desempefian un papel central para el
reconocimiento de los sitios de iniciacion o promotores. Por lo tanto, la caracterizacion de las
holoenzimas que forma la RNA polimerasa de corinebacterias, en particular de sus factores sigma
principales, es un punto esencial en el conocimiento de los mecanismos de iniciacion de la

transcripcion en corinebacterias.

1. Clonacion de genes rpoD de Brevibacterium lactofermentum

Para la clonacion de factores sigma principales de B. lactofermentum se utilizaron como sondas de
hibridacion: fragmentos de DNA de 1.16 kb Sall-Apal del gen hrdB de Streptomyces griseus y 1.0 kb
Apal del gen hrdT de S. griseus (Marcos et al., 1995), asi como un oligonucledtido sintético "RpoD
box" de 20 bases, modificado de acuerdo con el uso de codones en corinebacterias. El oligonucledtido
"RpoD box" se disefio a partir del subdominio B (subregiones 2.3 y 2.4), altamente conservado en los
factores sigma principales de E. coli y B. subtilis (Figura 3.1), y que habia resultado efectivo
previamente en la identificacion de multiples genes rpoD homologos para factores sigma principales

en diferentes eubacterias: Streptomyces, Micrococcus, Pseudomonas (Tanaka et al., 1988).
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NH, COOH

E. colis™

NH, COOH
B. subtilis s*

Subdominio A
- Subdominio B
420 449
E. colis™ EYRRGYKFSTYATWWIRQAITRSIADQARTIRI
B. subtilis s® DYRKGYKFSTYATWWIRQAITRAIADQARTIRI
179 208

Cadena codificante 5’ -ACT TGG TGG ATT AGT CAA GCT-3’
C ccc G C
A A A A
G G G

: - 3’-TGG ACC ACC TAG GCC CTC CGC-5'
Oligonucleétido

Figura 3.1. Disefio del oligonucleodtido sintético "RpoD box" a partir del alineamiento de los factores
sigma principales de E. coli y B. subtilis. Las dos regiones altamente conservadas, subdominios A y B
estan indicadas. El oligonucledtido "RpoD box" se diseiid a partir de la region sefialada del
subdominio B, teniendo en cuenta el uso de codones en corinebacterias.

Las sondas anteriores se marcaron radioactivamente y, fueron hibridadas por separado con DNA total
de B. lactofermentum digerido con distintas enzimas de restriccion (Figura 3.3). En las hibridaciones
realizadas con las sondas hrdB y hrdT, se observan en todas las digestiones del DNA total de
B. lactofermentum dos bandas de hibridacion (Figura 3.3a). Cuando se utilizd como sonda el
oligonucledtido "RpoD box" se detectaron cuatro sefiales de hibridacion rpoD diferentes (Figura 3.3b).
Dos de estas bandas de hibridacion rpoD estaban en correspondencia con las previamente obtenidas en
las hibridaciones con las sondas ArdB y hrdT de S. griseus, pero las otras dos bandas rpoD eran
completamente diferentes. Estos resultados indicaban que el cromosoma de B. lactofermentum
contiene cuatro posibles genes homologos rpoD (Oguiza et al., 1995b) y, dos de ellos estarian

proximamente relacionados con los genes hrdB y hrdT de S. griseus. También se identificaron dos
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sefales de hibridacion con las sondas hrdB y hrdT de S. griseus en hibridaciones del DNA total de
Corynebacterium glutamicum digerido con diferentes enzimas de restriccion (Figura 3.2).
Posteriormente una genoteca de DNA total de B. lactofermentum construida en el cosmido
Cos4 (Correia et al., 1995) se hibrid6 con las mismas sondas anteriores, lo que permitio el aislamiento
de una serie de cosmidos positivos. A partir del cosmido pULACSA2, que presentaba hibridacion
positiva en todos los casos independientemente de la sonda utilizada, fue posible identificar dos
bandas de hibridacion de 1.6 y 2.4 kb HindIll. Estas dos bandas Hindlll eran idénticas a las observadas
en las hibridaciones previas con DNA total de B. lactofermentum digerido con HindIIl (Figura 3.3), lo
que a su vez demostraba que no habia ocurrido reorganizacion del DNA en el césmido pULACSA2.
La disposicion proxima en el cromosoma de dos genes que codifican factores sigma, no esta
restringida a corinebacterias; también ha sido observada para los genes mysA4 y mysB de micobacterias,
que codifican factores sigma principales y estan separados por una region intergénica de 3.5 kb en

Mycobacterium smegmatis y de 3.8 kb en M. tuberculosis (Predich et al., 1995).

kw 1 2 3 4
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Figura 3.2. Hibridacion con las sondas ArdB o hrdT de Streptomyces griseus de DNA total de
Corynebacterium glutamicum digerido con Pvull (linea 1), Sall (linea 2), EcoRV (linea 3) y HindIIl
(linea 4). El tamafio de los marcadores de peso molecular se indica en kb.
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Figura 3.3. Hibridaciones de DNA total de Brevibacterium lactofermentum digerido con
HindIll (linea 1), EcoRV (linea 2), Sall (linea 3), Pvull (linea 4) y Xhol (linea 5), utilizando
como sondas: a. el gen ArdB o hrdT de Streptomyces griseus, b. el oligonucledtido
"RpoD box". Entre los paneles se indica los tamafios de los marcadores de peso molecular en

kb.
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2. Identificacion del gen sigA de B. lactofermentum

El fragmento de restriccion correspondiente a la banda de hibridacion HindlIll de 1.6 kb del coésmido
pULACS5A2 se subclond en el vector pUC119 dando lugar al plasmido pULJS92 (Figura 3.4). La
secuenciacion del inserto de DNA clonado en este plasmido reveld la presencia de un marco de lectura
abierto (ORF), con una homologia significativa a factores sigma principales. Debido a que este ORF
estaba incompleto en el plasmido pULJS92, se subcloné en el vector pBluescript KS(+) un fragmento
de 2.5 kb EcoRV-Sall procedente del coésmido pULACSA2 originando el plasmido pULJS25
(Figura 3.4). La secuenciacion en ambas orientaciones del fragmento de DNA de 3.5 kb EcoRV-
HindIIl comprendido entre los plasmidos pULJS25 y pULJS92 permiti6 la localizacion de un ORF de
1494 bp (Figura 3.5), que codificaba una proteina de 497 aminoacidos y Mr 54.8 kDa.

%
HindIlI
BamHI Sacl BamHI
EcoRV HindIIl
Sall
3 ]
0 ll 2I 3' kb
sigA
pULJS25
(2.45 kb)
pULJS92
(1.55 kb)

Figura 3.4. Mapa fisico del fragmento de DNA EcoRV-Sall de 3.5 kb conteniendo
el gen sigd de Brevibacterium lactofermentum. Las lineas indican el tamaiio de los
fragmentos de DNA clonados en los pldsmidos pULJS25 y pULJS92. La region
sefialada con un asterisco corresponde al fragmento interno al gen sigA utilizado
como sonda de hibridacion en los experimentos de Northern.
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1
GATATCGGTGGCTCCGGCATCAAAGGCGCCCGCGTTAACCTTAAGACCGGTGAGTTTATTGATGAACGCATAARAAATCGCCACCCCGAAGCCAGCAACCC
101
CAGAGGCTGTCGCCGAAGTAGTCGCAGAGATTATTTCTCAAGCCGAATGGGAGGGTCCGGTCGGAATTACCCTGCCGTCTGTCGTTCGCGGGCAGATCGC
201
GCTATCCGCAGCCAACATTGACAAGTCTGGATCGGCACCGATGTGCACGAACTTTTTGACCGCCACCTARATGGCCGAGAGATCACCGTTCTCAATGACG
301
CAGAGCCGCCGCATCGCCGAAGCAACCTTTGGCAACCTGCCGCACGCGAAGGCGCAGTCTACCTGCTGACCCTTGGTACAGGTATTGGATCCGCATTCCT
401
TGTGGATGGCCAACTGTTCCCCAACACAGAACTCGGTCACATGATCGTTGACGGCGAGGAAGCAGAACACCTTGCAGCAGCAGCCGTCAAAGAAAACGAA
501
GATCTGTCATGGAAGAAATGGGCGAAGCACCTGAACAAGGTGCTGAGCGATCGAGAAACTTTTCTCCCCATCCGTCTTCATCATCGGTGGCGGAATTTCC
601
AGAAGCACGAAAAGTGGCTTCCATTGCTGGAACTAGACACTGACATTGTCCCAGCTGACGTGCGCAATCGAGCCGGAATCGTAGGAGCTGCCATGGCAGT
701
AAACCAACACCTCACCCCATAAGTTATCGAAAGGTGATTTTTGCCCAGGGTCTTGATTCACAACGCGCCTTGCTGTAGGAAAAACAGGCCCCTTTGTGAC
801
ATCGGCGCAGTTGTTCAACTATAATGGAACGCTGATCGTGGACAAGAGTTAACCATGAGATTGATTCACCCCTTTAAGCCTCCAAAGAAGTAGTTGACTC
901
AACGCATTTCGGCATTTAAAAAAGCCGAGAGCAAATGAGACTTTCCAGGAGAAGGCACCAGGGACATGAACAATTGATCGGCTGACCAACTCTATAAGAG
1001
ATGCACCTCAAGTTTGGGGATACTTATTCGGCG“?;;mGGGGAACAAATACGTTTCF;E;mTGTTGTATATAGGTATTCGCACTTAAGA;Q;“TCTCTCA
1101 - -
TGGAAAGAAGCTAGGCGGAAAGGGCGTTAAGTTTTAATCCTCAGCATCA CGGA AGTCGGAGATGTCGATGAAAATGCAC@SCG
sigA v
1201
TGGAGAGCAGCATGGTAGAAAACAACGTAGCAAAAAAGACGGTCGCTAAAAAGACCGCACGCAAGACCGCACGCAAAGCAGCCCCGCGCGTGGCAACCCC
E S S M V E NN V A K K T V A KK TAURZ KT ARIE KA AATPTI RV A T P
1301
ATTGGAGTCGCATCCCATTTCGGCCACCCCTGCGCGCAGCATCGATGGAACCTCAACCCCTGTTGAAGCTGCTGACACCATAGAGACCACCGCCCCTGCA
L E S HP I S A T ©PAUR S IDGT S TPV EAAUDTTIETTA P A
1401
GCGAAGGCTCCTGCGGCCAAGGCTCCCGCTAARAAGGTTGCCAAGAAGACAGCTCGCAAGGCACCTGCGAARAAGACTGTCGCCAAGAAGGCCACAACCG
A K A P A A KA P A K K V A KX T AR KA PAI KT KTV A K K A T T A
1501
CCAAGGCTGCACCTGCAACTGCCAAGGACGAAAACGCACCTGTTGATGACGACGAGGAGAACCTCGCTCAGGATGAACAGGACTTCGACGGCGATGACTT
K A A P A TAZ KDENA APV DDDTETENTLU AT OQUDTETOQTDTFDG D D F
1601
CGTAGACGGCATCGAAGACGAAGAAGATGAAGATGAAGACGGCGTCGAAGCCCTCGGTGAAGARAGCGAAGACGACGAAGAGGACGGCTCATCCGTTTGG
vV b G I EDEEDETDTET DGV EA ATLTGETESET DT DTETETDG S S V W
1701
GATGAAGACGAATCCGCAACCCTGCGTCAGGCACGTAAAGATGCCGAGCTCACCGCTTCCGCCGACTCTGTTCGCGCTTACCTGAAGCAAATCGGTAARAG
D EDE S ATTULRQAU®RIE KD ATETL T ASA AD SV RAZYTL K QI G K V
1801
TTGCCCTGCTGAACGCTGAACAGGAAGTCTCCCTGGCARAGCGCATCGAAGCAGGCCTTTACGCCACCCACCGCATGGAGGARATGGAAGAAGCTTTCGC
A 'L L NAZEOQEUV S L AZKU RTIZEA ASGTL Y AT HTZ RMMETEMETE A F A
1901
AGCCGGTGACAAGGACGCGAAACTCACCCCAGCCGTCAAGCGTGACCTCCGCGCCATCGCTCGTGACGGCCGCAAGGCGAAAAACCACCTCCTGGAAGCC
A G D K DA AZ XK L T PAV KRUDTILIZRA ATIA ATRTUDG G RI KA AIZ KITNIHTLTL E A
2001
AACCTTCGTCTGGTTGTCTCCCTGGCAARAGCGCTACACCGGCCGTGGCATGGCATTCCTGGACCTCATCCAGGAAGGCAACCTCGGTCTGATTCGTGCCG
N L R L vV VvV S L A KR Y T G R GMATF L DL I QE G N L G L I R A V
2101
TAGAGAAGTTCGACTACTCCAAGGGCTACAAGTTCTCCACCTATGCAACCTGGTGGATCCGTCAGGCAATCACCCGCGCCATGGCAGACCAAGCACGAAC
E K F DY S K G Y K F S T Y A T W W I R QA I TR AMAT D Q A R T
2201
CATCCGTATCCCAGTCCACATGGTTGAAGTGATCAACAAACTTGGTCGCATCCAACGTGAACTCCTTCAGGAACTCGGCCGCGAACCAACCCCACAGGAA
I R I P V HEM V E V I N XKL GUR I Q R E L L Q E L G R E P T P Q E
2301
CTGTCCAAAGAAATGGACATCTCCGAGGAAAAGGTACTGGAAATCCAGCAGTACGCCCGCGAACCAATCTCCCTGGACCARAACCATCGGCGACGAAGGCG
L s K EM D I s EE K VL E I Q Q Y AR EUZPTI S L DOQTTI G DE G D
2401
ACAGCCAGCTCGGCGACTTCATCGAAGACTCCGAAGCCGTCGTCGCAGTCGACGCCGTCTCCTTCACCCTGCTGCAAGACCAGCTACAGGACGTCCTAGA
S ¢ L GDVF I EDSEA AV VAV DAV S F TUL L QD QUL Q D V L E
2501
GACCCTCTCCGAACGTGAAGCCGGCGTGGTTAAACTCCGCTTCGGACTCACCGACGGAATGCCACGCACTTTAGACGAAATCGGCCAAGTTTACGGTGTC
T L S EREAGV V K LR FGUL TDGMZ®PZ RTTULUDETIGT OQV Y G V
2601
ACCCGTGAGCGCATCCGCCAGATTGAGTCCAAGACCATGTCTAAGCGGCGCCACCCATCACGCTCCCAGGTTCTTCGCGACTACCTGGACTAAAACCCCA
T R E R I R Q I E S K T M S K R R H P S R S Q V L R D Y L D *xx*
2701
GTCGGGCTCAAGACCGGGCCGCCACTGTTTTCCTCTGCGGGGAACGGTGGTGGCCCGGTTTTTCTGTTGCTTTGGTTCGGCTGGTCACAGTTCGGCTGGG
2801
GTGTTTTAAGTTTGATTTCACATTGCCGATTTCTTAACGCCGAGTTCTCGGATTCGAGACCTTACCTGCAATTTCACGGTTACAATTTCTCGTTAGCACT

Figura 3.5. Secuencia de nucleétidos del gen sigA4 de B. lactofermentum y regiones adyacentes. Se indican las
secuencias promotoras -35 y -10 y, un posible sitio de union a ribosomas (RBS). Los asteriscos representan
codones de terminacion. EI nimero de acceso en la base de datos EMBL es 749822,
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Precediendo al potencial codon de inicio (GTG) se encontraron secuencias similares a las consenso -35
y -10 de E. coli y a posibles sitios de union a ribosomas (RBS) (Figura 3.5). La secuencia de
aminoacidos deducida de este marco de lectura abierto presentd altos valores de similaridad con

factores sigma principales de microorganismos relacionados (Tabla 3.1).

Tabla 3.1
Identidades de SigA con otros factores S (% de aminoacidos idénticos)

M. smegmatis MysA 69.9% Predich et al., 1995
M. smegmatis MysB 57.4% Predich et al., 1995
S, coelicolor HrdB 60.9% Buttner et al, 1990
S. aureofaciens HrdB 58.2% Kormanec et al., 1992
S. griseus HrdB 57.9% Marcos et al., 1995
S. griseus HrdT 51.9% Marcos et al,, 1995

El alineamiento de este posible factor sigma de B. lactofermentum con las proteinas HrdB de
S. coelicolor y MysA de M. smegmatis mostraba las regiones conservadas en los factores sigma de la
familia Sigma-70 (Figura 3.11), indicando que esta proteina de B. lactofermentum desempenaba una
funcion similar a las de micobacterias y Streptomyces. De lo anterior se podia concluir que este gen
codificaba un factor sigma de B. lactofermentum y, siguiendo la terminologia empleada para otros

factores sigma de bacterias Gram-positivas se denomind sigA4.

3. Identificacion de la region ORF1-sigB-dtxR-galE de B. lactofermentum

Por otra parte, el fragmento de restriccion correspondiente a la banda de hibridacion HindlIll de 2.4 kb
del cosmido pULACSA2 se subcloné en el vector pBluescript KS(+) originando el plasmido pULJSH7
(Figura 3.6). Este plasmido presentaba un ORF incompleto, por lo que fue necesaria la subclonacion
de un fragmento de 4.4 kb EcoRV-Sall que solapaba con el anterior, dando como resultado el
plasmido pULJSX4 (Figura 3.6). Al determinarse la secuencia nucleotidica en ambas orientaciones del
fragmento de DNA de 5.3 kb HindlIll-Sal/l contenido entre los plasmidos pULJSH7 y pULJSX4
(Figura 3.6) se identificaron cuatro ORFs: ORF1, ORF2, ORF3 y ORF4 (Figura 3.7).



78

ORF1 constaba de 435 bp y codificaba un producto de 144 aminoacidos y Mr 15.1 kDa. La
presencia de un potencial RBS adjacente al codon de inicio de la transcripcion de ORF1 (Figura 3.7),
sugiere que este ORF probablemente es traducido en proteinas. La secuencia de aminoacidos deducida
de ORF1 presentaba una homologia significativa con dos proteinas de funcion desconocida: la
proteina 0145 de E. coli localizada en el cromosoma de E. coli entre los minutos 87.2 y 89.2 (34.2%
aminoacidos idénticos) (Plunkett et al., 1993) y, la proteina ORF1 de Streptococcus equisimilis HA6 A
en la region de la estreptoquinasa (41.1% aminoacidos idénticos) (Mechold et al., 1993) (Figura 3.8).
En la region intergénica entre ORF1 y ORF2 también se han encontrado estructuras secundarias en el
mRNA, sin tallos de poli-Us, que podrian actuar como terminadores o atenuadores transcripcionales,

tal como ha sido descrito previamente en Streptomyces (Deng et al., 1987; Ingham et al., 1995).

% %k %
HindIIl HindIll HindIll HindIll
EcoRV Xhol | Xhol Kpnl|Xbal Sall
Apal  Sphl

1 2. 3 4 kb
ORF1 sigB dixR galE

pULISH7
(2.42 kb)

pULJSX4
(4.38 kb)

Figura 3.6. Mapa fisico del fragmento de DNA HindIlI-Sall de 5.3 kb conteniendo los genes
ORF1-sigB-dtxR-galE de Brevibacterium lactofermentum. Las lineas indican el tamafio de los
fragmentos de DNA clonados en los plasmidos pULJSH7 y pULJSX4. Las regiones sefialadas con
asteriscos corresponden a los fragmento internos de estos genes utilizados como sondas de
hibridacién en los experimentos de Northern.
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iAGCTTGCTGCTTTGCTCGGGGAAGCGCTCAAGACGCTTGTCGACGCCGCTCTCGTTGAAATTTCCGGCGAGTACGCCCAATTCTTAATTGATATTCGTC
égéATTTGATTGCTGGGCGTCAGCAGTGGGTATTTTCTGATGCTGATGCGTCCATGACTCAACATGTTCCAGGCCCTGATCATGTGTTGGGCGTCGGTGC
égéCAGCCTGTCGTTGTTGCAAGCAACGCCGACCTCCCCCACTGGTTCTGTGTTGGATTTGGGTACTGGTTCGGGTATCAGGTGCTTGGTCAGGCAGGTG
ggéCGCGAGGAAATCATCGCCACCGATGTGCATCCGCGCGCTCTCGATTTCGCTGAAGCCACGCTTGTTGATTCCGGCATTCCCACGCAGTTGGTGGAGG
é%iGCTGGTTTGAACGGTTCGCGGCGCACCTTTGACCGCATCATCGCCAACCCGCCGTTCGTAGTGGGACCACCGGAAATTGGGCATGTGTACCGCGATT
SCéGCATGGATCTAGACGGCGCGACCGCGTTGGTAGTCAAAGAAGCCTGCGCGCATCTCAACCCTGGTGGCACCGCTCACCTGCTCGGCGCATGGGTGCA
ggéCGCGGATCAATCGTGGCAGCAGCGCGTTGCAGAATGGTTGCCGGATAACGGTTATGTTGCTTGGGTTATTGAGCGCGTACGCCGTGAGCCCCGCGCA
;géTGTGGGCACGTGGCTTAGTGATGAGTCCCTCGATCTGCGTAGCCCCGAGGCAGCAGCACGCACCACGCGTGGCTTAACCACTTTGAAAAAGCCAAGG
ggéAAGGCGTTGGTTTTGGTTTCATCGCCATCCAACGTCTGGAGGAAGACGAGGCGGATGAGAAATCCGATATCTTGGCTGAATCCATGACCCAGTACTT
2giGGATCCTCTCGGCCCTGAAATTGAGGAGTACTTCACCCGCACTGCATGGCTTCGTGAACAAACTCGCGATTCCATTCTGAGCTCCCGCTTCAAAGTT
éggéCTGGCGTGGCCCGGGAACAAATCAGCCTGGCCGATGCGGAAGAAAGCATGGGCTTTAGTCCTGTCACGTTGAGGCTCACCCGCACCGATGGTCCTC
é%géGTCCCATGATGTTGATGAGCATGTGGCTTCCATCGTCGCAGGACTTAACCCACATGGACTCCCCTTTGAAGAAATCCTGGAAATGTACGCGATGGC
%é%%GGTATCGAGGGAGAATCCCTGCACAACGGCGCCATTGCGGCGTTGGTGGATCTCATCCGCCACGGATTAGTGTTGCCCGCTGATCTTCTCGATTCT

TAAAT TGTTTGTGAAAGCCGTTTTAACCCGTGTGAGTTCCGCCAGCGTCAGCGTGGATGATGAAATTATTGGAGCCATCGATTGCCCCGACACC
ORFl_b\/KAVLTRVSSASVSVDDEIIGAIDCPDT
1401

GGAGGCATTTTGGCGCTGGTTGGAGTCGGCGCTGCTGATAGCGACGACGCCTGGGARACCATGGTGCGARARATTGCTGACGTGCGCATCTTGGATGGCG
G 6 I L ALV GV GAATDTGSTDT DU AT WTETWMU VT RTZE KTIZ ATDTV VT RTITLTDG E
1501
AACAATCCGTCAGTGATGTCAATGCTCCCGTACTGCTTGTTAGCCAATTCACCCTGCATGGTCGCACCGCARAAGGCCGGCGCCCATCGTGGTCTGATGE
O s vsDUVDNA APV VTILTLTV VS SSOQQTFTTLTEHTGT RTA ATE KTGT RTERTP S WS D A
1601
AGCACCTGGTGAGGTGGCTGAGCCGGTGATTGAAAAGATTGCACAAGGTTTACGTGAGCGCGGAATCACCGTGGAACAAGGACGATTCGGCGCAATGATG
A P GEV AEU&PUV I EZ KTIAS® QGTLT RTETRTGTITU VET QG GT RTFGTA AMM
1701 B — ) —
AAGGTCACATCGGTTAACGAAGGCCCCTTCACCGTTTTGGTCGAGTGCTAACCAGTCAAGCCTAAGAGCTTGAAACGCCCCAATGTGGGGGTGTTAAGAA
K Vv T S V N E G P F T V L V E C ***
leal — RBS
CTCCACAAAAGCGCTTGGGAACTTTTTGTGGAAGCAGTCCGTTGAACCTCTTGAACCGCGAAMEEAGE - CAGTTATGACAGCACCGTCCACGCAGGA
sigB=—% M T A P S T Q D
1901
TCTCGCAACGACTGAACGTGAGGTAGATCCCGGCAGCAGAAGGGGCCARACCAACGACAATCCCTCGCAGGACCTTGTTCGCGTTTACCTCAACGGCATC
L ATTETRTETUVT DT PSGSU RTI RGO OQTNT DINT PSS OQDTLUVURUVJYLN G I
2001
GGCAAAACTGCCTTGCTTACCGCGGAGGATGAAGTTGAGCTCGCACAGACCATTGAGGTTGGCCTTTATGCAGAGCACCTTCTGARARACTCTGAAGAGC
G K T AL L TATZETDTEVE ETLA AOQTTIT EV G DL Y AT EUHTLTLTZ XN S E E P
2101
CACTCACCCGCGCCATGAAGCGCGATCTARAGGTTCTTGCCAAGGACGGCAAGAAGGCTCGTTCCCACCTCCTCGAGGCARACCTGCGCCTGGTGGTGTC
L TRAMT KT RT DTLT KTV VTILATE KT DTGT K KA AT RTSUHTELTLTET ATINTLT RTLV V S
2201
CCTTGCTAAGCGCTACACCGGCCGCGGCATGCCACTGCTGGATCTTATCCAGGAGGGCAACCTCGGACTGATCCGCGCGATGGARAAGTTTGATTACTCC
L AKURJYTG® RGMT PTLTLTDTELTIG QETGI NTLTGTLTITURAMTETZ KTF D Y S
2301
AAGGGCTTTAAGTTCTCCACCTACGCAACCTGGTGGATCCGCCAGGCAATCACCCGCGGCATGGCAGATCAGTCCCGCACCATCCGCCTCCCAGTCCACT
K G F K F s T Y A T WwWwW IR QATITTZRGMATDTGQSURTTIURTILTEPV H L
2401
TTGTGGAGCAGGTGAACAAGCTTTCCCGCATCAAGCGCGAGTTGTACCAGCACTTGGGCCGTGAAGCCACCAATGAGGAACTCGCAGAAGAGTCCGGCAT
V EQ V N K L SR TI KU RTETLTYOQHTLGIRTETS BTNTETETLT ATETE S G I
2501
TGAAGAGTCCAAGATTGAAATGCTGCTTCGTCAGTCTCGCGATCCAGTGAGCTTGGACATGCCAGTCGGCGCCGATGAAGAAGCTCCTTTGGGTGACTTC
E E S K I EM L LRGOQTSURTDT PV S LDMTPUVGA ATDTETET AT PTLGTDF
2601
ATTGAGGATTCTGAGGCCACCGATGCAGAATCCGCAGTGGTTGCCTCCATGCGCCACTCCGATATTCGCGCGGTCCTTAACACTCTCGAGCCACGCGAGT
I ED S EATUDA AESA AV VYV A SMEBREHESTUDTII RIATYVTILNTTILTEPRE Q
2701
AGGATGTCATCCGTTTGCGCTACGGCCTCGATGACGGTGTGCCACGCACCCTTGATCAGATTGGTCGTCGCTTCGGACTGTCCCGTGAGCGCGTCCGCCA
D VIRLZRYGULDODGVPRTTLU DG QTIGRT RTFEFTGTLSZRTET RV R Q
2801
GATCGAGCGTGAAGTCATGAGTAAGCTCCGCGATGGAGAGCGCGCATCACGTCTTCGTGAGTACGCCCAGTARAAGCGTGAACTAACAATCGAAGCGTCG
I ERE V M S KL RUDGTET RTG ATST RTILTRE Y A Q *xx
2901
GGGCCCACCTACCGTGGCCTCGGCGTTTTAGTGGTTCCTGGACCATATTTTACCGGCGAGTCCCARGGCGTGAGATGACAGATCAGGTAACTTTAGTTAT
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3001
TATTCGCTAGACTTTAATACGTTCAACTGAAGTAAAACCACGGATACGGGGAAGTTTTCTTTCCTATTAACAACATGCGCCAGCATCACTACTGTCGATG
3101
GAGATCCCTCATCAGTCGATCGATAGAAAAATCGGTAGACTATGTGARAGTGTGTTCTCTGTCGAGCTCATTCTCCTTGAACATTTCACGTGTTTTAAGA
3201
AGTGTTTTTAAGAGAATACGCATTGAAGTAGTTTTCCCTGCTGGCAGCGGCATAAATTGAGTTTGGAAAAACAAGGAAGGCAGCCTCCTGTGAAGGATCT
dixR = V K D L
3301
GGTCGATACCACCGAAATGTATCTGCGCACTATTTACGAGCTGGAAGAAGAGGGCATTGTTCCTCTGCGTGCTCGTATCGCAGAACGCCTTGAGCAGTCC
v D T T EM Y L R T I Y E L EEE G I VP LRATRTIATET RTLTE Q S
3401
GGCCCAACTGTCAGCCAGACTGTCGCCCGTATGGAACGCGACGGTCTTGTGCACGTCAGCCCCGACCGCAGCCTCGAAATGACTCCAGAGGGACGTTCCC
G P TV S QT VARMTET RTDTGT LV HV S PDI RS L EMTPEGU R S L
3501
TCGCCATCGCCGTGATGCGTAACGACCGCCTAGCAGAACGCCTCCTTACCGACATCATCGGCTTGGACATCCACAAAGTCCACGACGAAGCATGCCGCTG
A I A vV M R N DR L AU EU R L L T DI I G L D I H K V HDER AT CUR W
3601
GGAGCACGTGATGAGTGATGAGGTTGAACGTCGCCTCGTTGAAGTTCTTGACGATGTGCATCGCTCCCCTTTCGGTAACCCAATTCCTGGCCTCGGCGAR
E H VM S DEUVEI R RTULVE VL DUDUVUHU RS ©PTFGNU&PTI PG L G E
3701
ATCGGTTTGGATCAAGCAGATGAGCCTGATTCCGGCGTTCGTGCCATCGATCTGCCTCTCGGTGAGAACCTGAAGGCTCGCATCGTACAGCTCAACGAGA
I1 G L D QADZEZ®PD S GV RATIUDTLZ&PTLGTENT LI KA AT RTIUVOQQTILNE I
3801
TCCTGCAGGTAGATCTTGAGCAGTTCCAGGCACTCACCGACGCGGGTGTTGAAATCGGTACCGAAGTAGACATCATCAATGAGCAGGGCCGGGTCGTGAT
L 9 Vv Db L EQ F Q A L T DAGUVETI G TEUVODTI I NZEZGQTGT RV V Y
3901
CACCCACAACGGCTCCAGCGTAGAACTGATTGACGATCTTGCACATGCAGTCCGCGTAGAAAAGGTTGAGGGCTAACACACGATGAAGCTTCTGGTTACC
T H N G §$ S VvV E L I DDUILAUHT AUV RV E K V E G == M K L L V T
4001 galE
GGTGGCGCTGGCTATGTTGGCAGCGTTCGTGCCGCTGTTCTTCTAGAACATGGGCACGATGT CACAATCATTGACAATTTCAGTACCGGCAACCGTGAAG
G G A GY V G S VR AAV L L EUHGHODUVTTI I DNTFS TG NR E A
4101
CAGTCCCTGCTGACGCTCGCCTGATAGAAGGTGACGTCAACGATGTCGTTGAGGAAGTCCTTCTGGAAGGCGGATTCGAGGGTGTCGTCCACTTCGCTGC
v P A DAURTULIE G DV NDUV YV EE EV L L EG GV FE GV V HF A A
4201
TCGCTCATTGGTAGGCGAATCAGTGGAAAAGCCCAATGAATACTGGCACGACAATGTGGTCACGGCGCTCACCTTGCTCGATGCAATGCGTGCCCATGGGE
R S L V G E S V E K P N E Y W HD NV V T AL T L L DA MR A H G
4301
GTGAACAACCTTGTGTTCTCCTCCACTGCTGCTACCTACGGTGAACCAGACGTTGTTCCCATCACCGAGGACATGCCCACCCAGCCCACCAATGCTTATG
vV NN L V F S S T AA T Y G E P DV VP I TETDUMTZPTOQU®PTNAY G
4401
GCGCAACGAAGCTGTCCATCGACTACGCAATTACGTCCTACGCTGCTGCCTTTGGTCTGGCTGCAACCAGCTTGCGCTACTTCAACGTTGCTGGCGCATA
A T K L s I b Y A I T S YA AATFG L A AT S L R Y F NV A G A Y
4501
CGGAAACATCGGTGAAAATCGTGAAGTTGAAACTCACCTCATTCCACTAGTGCTGCAGGTAGCAACCGGTCACCGCGAGAAAATCTTCATGTTCGGCGAT
G N I 6 E NRE V E T HH L I P L V L Q V A T G HRE K I F M F G D
4601
GACTGGCCAACTCCCGATGGAACCGCGGTCCGCGATTACATCCACATTCTTGATCTTGCCAAAGCACACGTGTTGGCTTTGGAATCCAACGAAGCCGGTA
D W P T ©PDGT AUV RD Y I HY L DL A KA UHV L A L E S NE A G K
4701
AGCACCGCATTTTCAACCTTGGTTCCGGAGATGGCTACAGCGTGAAACAGGTTGTGGAGATGTGCCGTGAAGTAACCGGACATCCCATCCCGGCAGAGGT
H R I F NL G S G DG Y SV K QV vV EMTCT RTETV VT GHU&PTI PAZE V

4801
CGCACCCAGGCGTGCAGGAGATCCAGCAACACTAATTGCATCTTCTGAGAAGGCAAAGCAAGAACTGGGTTGGACCCCTGAGCACACTGATCTGCGCACC
AP R R A G D P AT L I A S S E K A K Q E L G W T P E H T D L R T

4901
ATCGTTGAGGACGCTTGGGCGTTTACATCCGCACTGGGCGATCGTTCCCATGCTGCAAAGAAGAAAGCTTAAGCTTTCGGTACGGGGACGTGAAAGTCCG
I v E b A WA F T S A L G D R S H A A K K K A ***

5001
CAATTGCTGGTTGCCGCGGAGGCAGGCGTCGTAAGCTTTGTTGTTTCGCCGTTGAACAACCCTTCGCGCAGCAGATTGCTCAAGTTGTGCCGCGGCGTGG
5101
CTTCGATGGCGGCTTCCAGCGCCGGTGAGGCCTTCATGCTCAGCCCCATGGCGATGACCGACAATGCGTAAAGGCACAGAGCATTAGATCGGAACTCGCC
5201

TGTGAAGGTACATGCCGCAGCACGCAGGAGCAGCGCGGCTTCCCGAGGGAAGTCGAC

Figura 3.7. Secuencia de nucledtidos del fragmento HindIII-Sa/l de 5.3 kb que contiene los genes ORF1,
sigB, dixR y galE de B. lactofermentum. Los cuadros sombreados indican posibles sitios de unién a
ribosomas (RBS). Los asteriscos representan codones de terminacion. Las flechas definen secuencias
invertidas repetidas localizadas entre los genes ORF1 y sigB. Los nimeros de acceso en la base de datos
EMBL para las secuencias dtxR, ORF1-sigB y galE son L35906, Z49824 y 749823, respectivamente.
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b1ORF1 | DCPDTG I AA&SDDAWE T@ 51
ec0145 . 'DEQKANRLCE 477
b1lORF1 97
seORF1 98
ec0145 98

p1ORF1 PVIEKIA GLEERGI BvIvE. (8 144
seORF1 210 - LADFV w(ﬂFGADMQVSLENDGPVT I;E oy 147

ec0145 :JRCEQQEMNTQ GRERADMQVSLVNDGPVT pit LIO)AS 145

Figura 3.8. Comparacion de la secuencia de aminoacidos deducida de ORF1 de B. lactofermentum (bl) con la
proteina 0145 de E. coli (ec) (Plunket ef al., 1993) y con la proteina ORF1 de Streptococcus equisimilis (se)
(Mechold et al., 1993). Se presentan sombreados los aminoéacidos idénticos y homologos (A-S-T, D-E, N-Q, I-L-
M-V, F-Y-W, K-R) con cuadros negros y grises, respectivamente.

ORF2 de 1089 pb, codificaba un producto de 331 aminoacidos y Mr de 37.5 kDa. El posible
codon de inicio (ATG), esta precedido por un sitio de union a ribosomas. La secuencia de aminoacidos
deducida de ORF2, al igual que la proteina SigA, presentaba altos valores de identidad con factores

sigma principales de microorganismos relacionados (Tabla 3.2).

Tabla 3.2
Identidades de SigB con otros factores s (% de aminoacidos idénticos)

B. lactofermentum SigA 57.9% Este trabajo

C. diphtheriae ORF2 92.3% Boyd et al., 1992

M. smegmatis MysA 55.6% Predich et al., 1995
M. smegmatis MysB 73.3% Predich et al., 1995

S. coelicolor HrdB 54.8% Buttner et al., 1990

S. aureofaciens HrdB 54.5% Kormanec et al., 1992
S. griseus HrdB 53.4% Marcos et al,, 1995

En C. diphtheriae el ORF2 correspondia a un marco de lectura abierto incompleto situado en la region
5" del gen dtxR (Boyd et al., 1990), que codificaba 143 aminoacidos con 92.3% de aminoacidos
idénticos con el producto de ORF2 de B. lactofermentum, por lo que de la comparacidén anterior se
dedujo que correspondia a un factor sigma. La proteina deducida ORF2 de B. lactofermentum
presentaba también altos valores de identidad (73.3% aminoécidos idénticos) y similar peso molecular
deducido (35 kDa) con la proteina MysB de M. smegmatis (Predich et al., 1995). Estos resultados, han
permitido llegar a la conclusién de que ORF2 codificaba otro factor sigma de B. lactofermentum, que

se ha designado como sigB. El hecho de que la identidad entre las proteinas SigA y SigB de
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B. lactofermentum fuese alta (57.9% aminoacidos idénticos) pero a la vez presentaban suficiente
divergencia, indicaba que no se trata de copias duplicadas del mismo gen.

ORF3 estaba separada de ORF2 por 417 bp, y constaba de 687 bp (Figura 3.7). La proteina
deducida ORF3 tenia 228 aminoacidos y Mr de 25.4 kDa, correspondiendo a una proteina represora de
genes regulados por hierro y otros metales divalentes, de modo analogo al represor de la toxina de la
difteria, DtxR, de C. diphtheriae (Oguiza et al., 1995a). Ademas, en la region 5" de ORF3, se han
identificado secuencias similares a las secuencias promotoras consenso -10 y -35 de E. coli, asi como
posibles RBS (Figura 3.7). La secuencia de este posible promotor también estaba en correspondencia
con la de los promotores de Tipo I de corinebacterias.

ORF4 codificaba una proteina de 329 aminoacidos y Mr de 35.4 kDa. La secuencia de
aminoacidos deducida a partir ORF4 presentaba muy buenas homologias con una proteina hipotética
de 35.4 kDa (75.8% aminoacidos idénticos) codificada en el ORF localizado en la region 3 del gen
dixR de C. diphtheriae (Boyd et al., 1990) y, con enzimas UDP-galactosa 4-epimerasa de bacterias
Gram-positivas: Streptomyces lividans (53.5% aminoacidos idénticos) (Adams et al, 1988) y
Streptococcus thermophilus (48.9% aminoacidos idénticos) (Poolman et al., 1990). Debido a esta
similaridad con enzimas UDP-galactosa 4-epimerasas de las proteinas deducidas de la ORF4 de
B. lactofermentum y la ORF en la region 3" del gen dtxR de C. diphtheriae (Figura 3.9), los genes
correspondientes fueron denominados galE (Oguiza et al., 1995¢). La enzima UDP-galactosa
4-epimerasa cataliza la conversion reversible de UDP-galactosa en UDP-glucosa en el catabolismo de
galactosa o ruta de Leloir (Figura 3.10). Esta ruta metabolica genera un intermediario glicolitico
(glucosa-1-fosfato) y substratos (UDP-glucosa y UDP-galactosa) para las reacciones biosintéticas de
glicosilacion (Adhya, 1987). También se investigd la posibilidad de que el gen galE de
B. lactofermentum pudiese complementar la cepa de E. coli WK6, mutante galE. El plasmido
pULJSX4 (Figura 3.6), que contiene el gen galE completo de B. lactofermentum se utilizd para
transformar E. coli WK6, cepa incapaz de metabolizar galactosa. La seleccion de los clones se llevo a
cabo en medio minimo Vogel-Bonner (libre de glucosa) suplementado con galactosa 2% como fuente
de carbono. En estas condiciones, el gen galE de B.lactofermentum fue capaz de restablecer el

crecimiento de la cepa de E. coli WK6, mutante galE.
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MKLLVTGGAGYVGSVRAAVLLEHGHD-VTIIDNFSTGNREAVPADARLIEGDV--NDV 55

MKILLVTGGAGYVGSVCSTVLLEQGHE-VTIVDNLTTGNRDAVPLGATFVEGDI --KDV 55
MSGKYLVTGGAGYVGSVVAQHLVEAGNE-VVVLHNLSTGFREVCRRVPR-SSRR---HPG 55

MATLVI.GGAGYIGSHMVDRLVEKGQEKVVVVD SLVTGHRAAVHPDAIFYQGDLSDQDF 58
VEEVLLEGG-FEGVVHFAARSLVGESVEKPNEYWHDNVVTALTLLDAMRAHGVNNLVESS 114
AFENVLSSDS-FDAVLHFAARSLVGESVEKPDEYWOHNMVTTLALLDAMKRNNVRNIVFESS 114
RROVRGRLS-FDGVLHFAAFSQVGESVVKPEKYWDNNVGGTMALLEAMRGAGVRRILVFSS 114
MRKVFKENPDVDAVIHFAAYSLVGESMEKPILKYFDNNTAGMVKLLEVMNECGVKY IVFESS 118
TAATYGEPDVVPITEDMPTOPTNAYGATKLSIDYAITSYAAAFGLAATSLRYFNVAGAYG 174
TAATYGEPETVPITEDAPTHPTNPYGATKLSIDYAITSYAHAYGFAATSLRYFNVAGAYG 174
TAATYGEPEQVPIVESAPTRPTNPYGASKLAVDHMITGEAAAHGLGAVSVPYFNVAGAYG 174
TAATYGIPEEIPILETTPONPINPYGE SKLMMETIMKWSDQAYGIKYVPLRYFNVAGANL 178
NIGENRE-VETHLIPLVLQVATGHREKIFMFGDDWPTPDGTAVRDY THT I, DLAKAHVLAI, 233
LVGENRE-IETHLIPLVLQVALGHRDKIFMFGDDWPTEDGTPIRDYIHIRDLADAHILAL 233
EYGERHD-PESHLIPLVLQVAQGRREAISVYGDDYPTPDRPVCATTSTSPTWPRPTCWP- 232
MVRLVRTRSETHLI PT ILQVAQGVREKIMI FGDDYNTPDGTNVRDYVHPFDLADAHT LAY 238
ESNEAGKHRI-FNLGSGDGYSVKQVVEMCREVTGHPIPAEVAPRRAGDPATLIASSEKAK 292
QOSNVEGSHRI-FNLGSGEGYSVKQVIDTCREVTGHPIPAEVAPRRAGDPAVLIASSAKAQ 292
CAAAPGEHILI-CNLGNGNGFSVREVVETVRRVIGHPIPEIMAPRRGRDPAVLVASAGTAR 291
EYLRKGNESTAFNLGSSTGEFSNLQ ILEAARKVTGKEIPAEKADRRPGDPDILIASSEKAR 298

QELGWTPEHTDLRT IVEDAWAFTSALGDRSHAAKKKA 329
SELGWKPQRTDLHTIVSDAWAFTSQLGDKAHSASRG- 328
EKLGWNPSRADL-AIVSDAWELPQRRAGQ-———-———-— 319
TVLGWKPQFDNIEKIIASAWAWHS SHPKGYDDRG--- 332

Figura 3.9. Alineamiento multiple de las proteinas UDP-galactosa 4-epimerasas de B. lactofermentum (Bl), C.
diphtheriae (Cd) (Boyd et al., 1990), Streptomyces lividans (S1) (Adams et al, 1988) y Streptococcus
thermophilus (St) (Poolman et al., 1990). Los aminoacidos idénticos conservados en al menos tres de las cuatro
proteinas comparadas estan sombreados.

En E. coli, los genes gal estdn organizados en un operon, en el orden galE, galT y galK
(Lemaire y Muller-Hill, 1986). Idéntica organizacidon para este operdon se observa en Salmonella y
Klebsiella (Houng et al., 1990; Peng et al., 1992). En Streptomyces lividans, el operon gal tiene una
organizacion diferente: galT, galE'y galK (Adams et al., 1988). Por el contrario, en las corinebacterias
estudiadas el gen galE no aparece asociado a otros genes del catabolismo de galactosa, pero si estd
fisica y transcripcionalmente unido al gen dtxR, que codifica para un elemento regulador dependiente
de hierro. La region intergénica entre el codon de terminacion del gen dtxR y el codon de inicio del
gen galE es tnicamente de 6 bp en B. lactofermentum y de 22 bp en C. diphtheriae. No se han

identificado terminadores transcripcionales en la region 3” del gen galE de B. lactofermentum.



84

Galactosa extracelular
Permeasas

Galactosa intacelular

Galactoquinasa+ATP Fosfatasa (galU)
(galK) v
Galactosa-1-P
UDP-Glucosa

Transferasa (galT)
Glucosa-1-P
UDP-Galactosa
Epimerasa (galE)
UDP-Glucosa
PP ;
Sintetasa (galU)
UTP
Glucosa-1-P

Fosfoglucomutasa (pgm)

Glucosa-6-P

Figura 3.10. Ruta de Leloir para el metabolismo de galactosa. Entre paréntesis se indican los genes
correspondientes que codifican para cada enzima.

4. Dominios funcionales de los factores sigma SigA y SigB de

B. lactofermentum

El alineamiento de las proteinas SigA y SigB con otros factores sigma principales muestra una alta
identidad de secuencia en las cuatro regiones consenso de la familia Sigma-70 (Figura 3.11). La
Region 1, compuesta de las subregiones 1.1 y 1.2, es la mas variable entre las proteinas SigA y SigB.
La longitud de la subregion 1.1 en la proteina SigA es intermedia con respecto a la de las proteinas
HrdB de S. coelicolor y MysA de M. smegmatis, con presencia de pocos residuos conservados, pero
con varias repeticiones caracteristicas en todas estas proteinas de una corta secuencia pentapeptidica
que comienza siempre con dos aminoacidos basicos (KKXXX 6 KRXXX). La subregion 1.1 de la
proteina SigB es muy corta, pero de mayor longitud que la de la proteina MysB de M. smegmatis. La
subregion 1.2 esta altamente conservada en todas las proteinas comparadas (Figura 3.11), lo que
sugiere que debe tener alguna importancia estructural y funcional.

La Region 2 y sus correspondientes subregiones: 2.1, 2.2, 2.3 y 2.4 estan altamente

conservadas entre los factores sigma SigA, SigB y los de microorganismos relacionados (Figura 3.11).
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Todos los cambios que ocurren en la subregion 2.4 son conservativos, con la excepcion del residuo
Gly'®" de SigB y MysB. La alta conservacion de la subregion 2.4, implicada en el reconocimiento de la
region promotora -10, viene a sugerir que las proteinas comparadas pueden reconocer el mismo
hexamero -10 del promotor.

La Region 3 (dividida en las subregiones 3.1 y 3.2) y la Region 4 (dividida en las subregiones
4.1 y 4.2) separadas por una corta secuencia espaciadora estan también altamente conservadas. La
subregion 4.2 participa en el reconocimiento de la region promotora -35 mediante un dominio de union
a DNA HTH esta particulamente bien conservada en el factor sigma SigA, pero no tanto en el SigB.

La conservacion de la subregion 1.1 y la alta similitud del resto de las regiones con las de otros
factores sigma principales, permite concluir que la proteina SigA corresponde al factor sigma principal
de B. lactofermentum. La proteina SigB, en cambio, presenta una subregion 1.1 muy corta, pero
mantiene completamente conservadas las subregiones 2.4 y 4.2 que se unen al DNA promotor, todo
esto sugiere que el factor sigma SigB permite reconocer a la holoenzima secuencias promotoras
similares a las que reconoce el SigA, aunque quizas con una menor afinidad o especificidad para

determinado tipo de promotores.

5. Organizacion en el cromosoma de los genes sigd y sigB de

B.lactofermentum

La organizacion de los genes sigd y sigB de B. lactofermentum es similar a la observada en
micobacterias para los genes mys4 y mysB, que codifican factores sigma (Predich et al., 1995), y que
estan localizados relativamente proximos uno del otro en el cromosoma; pero es completamente
diferente a la observada en Streptomyces coelicolor (Buttner et al., 1990), donde los genes hrdA, hrdB,
hrdC y hrdD estan localizados en diferentes regiones del cromosoma (van Wezel et al., 1995). En
micobacterias se ha observado que los genes mys4 y mysB sigma estan localizados en una region de
10 kb (Predich et al., 1995) y, en B. lactofermentum, los genes sigA y sigB estan localizados en el
mismo cosmido (pULACS5A2) y la distancia entre ambos genes es menor de 20 kb.

En bacterias Gram-negativas, el gen que codifica para el factor sigma principal (rpoD) forma
parte de un operén de sintesis macromolecular que contiene tres genes esenciales, rpsU, dnaG y rpoD,
cuyos respectivos productos: proteina ribosomal S21, DNA primasa y factor sigma principal, son
necesarios para la iniciacion de la sintesis de proteinas, DNA y RNA (Versalovic et al., 1993). En
algunas bacterias Gram-positivas, el operon de sintesis macromolecular carece del gen rpsU pero
mantiene el gen dnaG proximo al rpoD, como ocurre en B. subtilis (Wang y Doi, 1986), Clostridium
acetobutylicum (Sauer et al., 1994) y Lactococcus lactis (Araya et al., 1993). No se ha encontrado
evidencia de la existencia de un gen para DNA primasa formando un operdon con el gen del factor
sigma principal de B. lactofermentum, sigA, o con el gen sigB. Esta organizacion diferente del gen que
codifica el factor sigma principal también ha sido observada en otros actinomicetos: en S. coelicolor el
gen hrdB no esta asociado con el dnaG o rpsU vy, estos genes estan también separados de los genes

hrdA, hrdC o hrdD (van Wezel et al., 1995). Observaciones similares se han realizado en el caso de
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los genes hrdB, hrdD y hrdT de S. griseus (Marcos et al., 1995) y, los genes mysA y mysB de
M. smegmatis (Predich et al., 1995).

Otro hecho que resulta de interés es la conservacion del gen dixR, que codifica una proteina
represora del metabolismo del hierro unido al gen sigB, que codifica un factor sigma, en
B. lactofermentum y C. diphtheriae. Esta organizacidon no esta inicamente presente en corinebacterias,
sino que también ocurre en micobacterias (mysB-dtxR). Estos dos genes podrian formar una unidad

que ha evolucionado asociada en bacterias Gram-positivas relacionadas.

Figura 3.11. Alineamiento de las proteinas HrdB de Streptomyces coelicolor (Sc) (Buttner et al., 1990),
SigA y SigB de B. lactofermentum (Bl), MysA y MysB de Mycobacterium smegmatis (Ms) (Predich
etal., 1995). Los aminoacidos idénticos estan sombreados y también se indican las regiones
caracteristicas de los factores sigma de la familia Sigma-70 (Lonetto et al., 1992).
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6. Analisis transcripcional del gen sigA y de la region génica ORF1-sigB-
dixR-galE de B. lactofermentum

6.1. Analisis transcripcional de los genes sigA4 y sigB

Un objetivo adicional de este estudio fue investigar la organizacion transcripcional de los genes sigd y
sigB de B. lactofermentum, asi como para determinar la cantidad de sus mRNAs durante las fases de
crecimiento en medio complejo (TSB). Se aisl6 RNA total de cultivos de B. lactofermentum crecidos
en medio complejo a 30°C a diferentes tiempos: 6, 10, 12, 18, 24, 36 y 48 horas (Figura 3.12).
Muestras de cada tiempo (75 mg de RNA) fueron separadas en geles desnaturalizantes de agarosa-
formaldehido y transferidas a membranas de nylon.

La hibridacion con una sonda interna al gen sig4 de 0.5 kb HindIlI-Sall (Figura 3.4) presentd
un transcrito de 1.7 kb (Figura 3.12); dado que el gen sig4 tiene 1493 bp, este resultado sugiere que su
transcripcion ocurre en forma de un mRNA monocistronico. Ademas del transcrito de 1.7 kb, se
observaba un transcrito adicional de 1.0 kb, que podia originarse bien por procesamiento del transcrito
de 1.7 kb o bien por utilizacion de un sitio alternativo de inicio de la transcripcion.

En la hibridacién con una sonda especifica al gen sigB de 0.5 kb Xhol (Figura 3.6) se
observaron dos transcritos de 1.5 y 1.1 kb (Figura 3.12). Considerando el tamafio del gen sigB, que es
de 996 bp y, la presencia de estructuras secundarias que podrian actuar como terminadores
transcripcionales en la region 5 del gen sigB, los transcritos de 1.5 y 1.1 kb podian corresponder a un
mRNA monocistroénico sigB formado por terminacion de la transcripcion en diferentes sitios de la
region intergénica sigB-dtxR. En hibridaciones con una sonda interna a ORF1 no se detectaron
transcritos durante el crecimiento en medio complejo.

La transcripcion de los genes sigd y sigB en funcion de las fases de crecimiento en medio
complejo seguia una pauta idéntica (Figura 3.12): los mRNAs de estos factores sigma se formaban a lo
largo de la fase exponencial de crecimiento (6-18 horas) y, la transcripcion de estos genes cesaba
cuando las células alcanzaban la fase de crecimiento estacionario (24-48 horas). Aunque se utilizo
exactamente la misma cantidad de RNA de cada uno de los tiempos (75 ng), no se observaban sefiales
de hibridacion a partir de las 24-36 horas de crecimiento. Durante la fase de crecimiento exponencial
(6 horas), el nivel de transcrito sigA era claramente predominante sobre el mRNA sigB, lo que venia a
corroborar en parte que el gen sigd podia corresponder al factor sigma principal. Por otra parte, no se
observaban diferencias entre la cantidad de los transcritos sigB de 1.5 y 1.1 kb, en ninguna de las fases

de crecimiento.



o
12 B 4 36 43
10 - i ¥ '
=
& 10
2
S iy
O
5
1
1 6
1 1 I 1 1 I 1 1 I 1 1 I
0 12 24 36 48
Tiempo (h)
6 10 12 18 24 36 48 6 10 12 18 24 36 48

BN | =
- <11

SigA sigB

Figura 3.12. Analisis mediante la técnica de Northern de los mRNAs transcritos de los genes sigd y sigB
de B. lactofermentum. En la curva de crecimiento se indican los tiempos a los que se realizo la extraccion
de las muestras de RNA de cultivos de B. lactofermentum crecidos en medio TSB: 6 horas (linea 1), 10
horas (linea 2), 12 horas (linea 3), 18 horas (linea 4), 24 horas (linea 5), 36 horas (linea 6) y 48 horas
(linea 7). En cada carril de un gel de agarosa-formaldehido desnaturalizante se cargaron 75 mg de RNA
total. Las sondas internas a los genes sigd y sigB se indican en las figuras 3.4 y 3.6, respectivamente. Las
flechas corresponden al tamafio de los transcritos en kb y la posiciéon de los rRNAs 23S y 16S estd
sefalada entre los paneles.
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La alta homologia de las proteinas SigA y SigB, homologas a la HrdB de Streptomyces, con
los factores sigma principales de M. smegmatis MysA y MysB, respectivamente, la conservacion de
las subregiones 2.4 y 4.2, que intervienen en la union del DNA promotor, asi como la expresion
predominante de los genes sigA y sigB durante la fase de crecimiento exponencial, apoyan la hipotesis
de que ambos factores sigma estan implicados en la transcripcion de genes de metabolismo primario
(house-keeping genes), y confieren a la holoenzima la especificidad para reconocer promotores
similares. Tampoco hay que descartar que las diferentes holoenzimas que forman con la RNA
polimerasa los factores sigma SigA y SigB puedan competir en la transcripcion de los genes de
metabolismo primario, en funcion de las distintas afinidades para cada promotor.

La presencia de transcritos predominantes de los factores sigma SigA y SigB durante la fase de
crecimiento exponencial, hace pensar en la existencia de otros factores sigma que puedan aparecer
secuencialmente en otros estadios del crecimiento: fase de crecimiento estacionaria, choque térmico,

cambios osmoticos...

6.2. Analisis transcripcional de los genes dixR y galE

La organizacion transcripcional de los genes dtxR y galE de B. lactofermentum, asi como su
expresion en funcion de la fase de crecimiento en medio complejo (TSB), también fueron analizadas
mediante hibridaciones de Northern. Muestras conteniendo 50 mg de RNA total de cultivos de
B. lactofermentum crecidos en medio complejo extraido a 6, 10, 12 y 24 horas (Figura 3.12), fueron
separadas en geles desnaturalizantes de agarosa-formaldehido y transferidos a membranas de nylon.

En hibridaciones con una sonda interna al gen dtxR de 0.26 kb Sphl-Kpnl y con una sonda
interna al gen galFE de 0.95 kb Xbal-HindlIll (Figura 3.6), se observaba un transcrito predominante de
1.8 kb en RNAs obtenidos durante la fase exponencial de crecimiento (6 horas) (Figura 3.13). En
RNAs obtenidos al final de la fase exponencial (12 horas) y al inicio de la fase estacionaria (18 horas),
el nivel del transcrito de 1.8 kb decrecia en hibridaciones con la sonda dtxR o galE, y desaparece a lo
largo de la fase estacionaria (24 horas). Estos resultados indican que los genes dtxR y galE, que
unicamente estan separados por 6 bp, forman un operéon que durante las fases de crecimiento
exponencial e inicio de la fase estacionaria se transcribe como un mRNA bicistronico de 1.8 kb desde
el promotor situado en la region 5” del gen dixR.

Dos bandas de hibridacion adicionales, de 1.3 y 0.7 kb, aparecen en la hibridacion con la sonda
dixR, pero no con la sonda galE. La presencia de estos mRNAs también es funcion del crecimiento en
medio complejo: la transcripcion ocurre durante el crecimiento activo pero es reprimida en niveles de
crecimiento estacionario. El transcrito de 0.7 kb podria corresponder a un mRNA monocistronico
dixR, mientras que el transcrito de 1.3 kb puede originarse por terminacién incompleta en la region 3°
del gen dtxR, como se ha observado en el cluster gap-pgk-tpi-ppc de C. glutamicum (Schwinde et al.,
1993).
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Figura 3.13. Andlisis mediante la técnica de Northern de los mRNAs transcritos de los genes galE y dtxR
de B. lactofermentum. En la curva de crecimiento (Figura 3.12) se indican los tiempos en los que se
realizd la extraccion de las muestras de RNA de cultivos de B. lactofermentum crecidos en medio TSB:
6 horas (linea 1), 12 horas (linea 2), 18 horas (linea 3) y 24 horas (linea 4). En cada carril de un gel de
agarosa-formaldehido desnaturalizante se cargaron 50 ng de RNA total. Las sondas internas a los genes
galE y dixR se indican en la figura 3.6. Las flechas corresponden al tamaio de los transcritos en kb y la
posicion de los rRNAs 23S y 16S esté sefialada entre los paneles.
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4. RESULTADOS Y ANALISIS: Regulacién por hierro en Brevibacterium
lactofermentum

En el apartado anterior de este estudio se ha descrito la identificacion en la regién 3" del gen sigB de
Brevibacterium lactofermentum del gen estructural dixR, que codifica para un elemento regulador
activado por iones metélicos divalentes, homdlogo al represor de la toxina de la difteria (DtxR) de
Corynebacterium diphtheriae. En C. diphtheriae, la proteina DtxR es un elemento regulador global
que controla la expresion de varios genes de sideréforos y del gen de la toxina de la difteria. Hasta la
actualidad, todos los estudios relativos a la regulacion por hierro en corinebacterias habian estado
centrados en C. diphtheriae. El andlisis a nivel molecular de la proteina represora DtxR de
B. lactofermentum, asi como, del mecanismo de control transcripcional dependiente de hierro podia

proporcionar informacion adicional sobre la expresion génica en corinebacterias.

1. Identificacion del gen dtxR de B. lactofermentum

En la region 3 del gen sigB de B. lactofermentum, se localizé un marco de lectura abierto de 686 bp
(ORF3) que codificaba un polipéptido de 228 amindacidos (Figura 3.7). La proteina deducida de
ORF3 de Mr 25.4 kDa y correspondia a una proteina analoga a la del represor de la toxina de la
difteria, DtxR, de C. diphtheriae (Oguiza et al., 1995a). La comparacion de las secuencias de
aminodcidos de la proteina DtxR de C. diphtheriae y la proteina homoéloga de B. lactofermentum
reveld que eran idénticas en un 70.8%, y ademas un 10.2% adicional de los aminoécidos de las
secuencias alineadas eran similares (Figura 4.1). S6lo 15 aminoacidos (10.5%) de los 145 aminoacidos
de la porcion N-terminal en las secuencias alineadas eran diferentes, mientras que 29 (39%) de los 83
aminodcidos de la porcion C-terminal eran distintos. En el caso de la proteina DtxR de C. diphtheriae
se ha observado que en el extremo N-terminal estdn localizados los dominios funcionales de union a
DNA HTH, de activacion mediante unién a iones metéalicos y de interaccidon proteina-proteina entre
los monoémeros (Schiering et al., 1995). Basandose en esta observacion, era posible anticipar que la
proteina homologa DtxR de B. lactofermentum también se comportaria como un elemento regulador

activado por iones metalicos de transicion.
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CdDTXR MKDLVDTTEMYLRTIYELEEEGVTPLRARIAERLEQSGPTVSQTVARMER 50

Serrerrrrrrrrrrerr et e e e
B1DTXR VKDLVDTTEMYLRTIYELEEEGIVPLRARIAERLEQSGPTVSQTVARMER 50

CdDTXR DGLVVVASDRSLOMTPTGRTLATAVMRKHRLAERLLTDIIGLDINKVHDE 100

RN N R RN RN
B1IDTXR DGLVHVSPDRSLEMTPEGRSLAIAVMRNDRLAERLLTDIIGLDIHKVHDE 100

CdDTXR ACRWEHVMSDEVERRLVKVLKDVSRSPEFGNPIPGLDELGVGNSDAAAPGT 150

L O O B |
BIDTXR ACRWEHVMSDEVERRLVEVLDDVHRSPFGNPIPGLGEIGLDQADEPDSGV 150

CdDTXR RVIDAATSMPRKVRIVQINEIFQVETDQFTQLLDADIRVGSEVEIVDRDG 200
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BIDTXR RAIDLPLGENLKARIVQLNEILQVDLEQFQALTDAGVEIGTEVDIINEQG 200

CdDTXR HITLSHNGKDVELLDDLAHTIRIE--EL 226
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BIDTXR RVVITHNGSSVELIDDLAHAVRVEKVEG 228

Figura 4.1. Comparacion de las secuencias de aminodcidos de las proteinas DtxR de C. diphtheriae (Cd)
(Boyd et al., 1990) y de B. lactofermentum (Bl). Las lineas indican aminoéacidos idénticos y los puntos
aminoacidos homologos (A-S-T, D-E, N-Q, R-K, I-L-M-V, F-Y-W).

2. Inmunodeteccion de la proteina DtxR de B. lactofermentum

Se empled suero conteniendo anticuerpos policlonales anti-DtxR obtenidos contra la proteina
purificada DtxR de C. diphtheriae (Tao et al., 1992) en estudios de inmunodeteccion de extractos de
proteina total de FE. coli DH10B [pULJSX4], vy B. lactofermentum. Extractos celulares de
B. lactofermentum y E coli DH10B [pULJSX4] separados mediante SDS-PAGE e inmunodeteccion,
presentaron bandas proteicas inmunoreactivas frente a anticuerpos policlonales anti-DtxR de
C. diphtheriae (Figura 4.2). La movilidad electroforética de la proteina DtxR de B. lactofermentum
detectada, con una Mr de 27 kDa, fue ligeramente superior a la observada para la proteina DtxR
purificada de C. diphtheriae (Tao et al., 1992) (Figura 4.2). En E. coli DHI0B [pULJSX4] se
detectaron tres bandas proteicas inmunoreactivas con Mr de 27, 26.5 y 18 kDa. Esta presencia de
formas inmunoreactivas menores sugiere que la proteina DtxR de B. lactofermentum con Mr de
27 kDa puede sufrir degradacion parcial en E. coli por una endoproteasa(s). En extractos crudos de

E. coli DH10B [pBluescript KS(+)] no se detectaron proteinas inmunoreactivas.
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Con los mismos anticuerpos policlonales anti-DtxR se ha detectado en S. lividans la presencia
de una proteina inmunoreactiva con Mr de 28 kDa. Esta evidencia sugiere la existencia de elementos
reguladores similares al DtxR también en Streptomyces. La posible existencia de un elemento
regulador negativo homoélogo al DtxR en S. pilosus y S. lividans (aunque todavia no se ha identificado
su gen estructural) estd tambien sugerida por la presencia en la region promotora del gen desA, que
codifica la enzima lisina descarboxilasa y esta inducido por la deficiencia de hierro, de un sitio de
union del represor que es responsable de la regulacion por hierro de la expresion de este gen (Glinter et
al., 1993). Este sitio de unidn del represor es homoélogo al operador tox presente en C. diphtheriae y
esencialmente idéntico a la secuencia minima de nucledtidos requerida para la union de la proteina
DtxR (Tao y Murphy, 1994).

La presencia de genes que codifican para proteinas similares a DtxR, también ha sido
observada en distintas especies de Mycobacterium. De los resultados anteriores se puede adelantar la
existencia de una familia de elementos reguladores similares al DtxR, al menos en determinados
grupos de bacterias Gram-positivas: corinebacterias, micobacterias y Streptomyces. Estas proteinas
reguladoras probablemente tienen dominios similares de union a DNA y de activacion por iones

metalicos de transicion, genes similares bajo su control y reconocen secuencias de DNA similares.

1 2 3 4

Figura 4.2. Inmunodeteccion (inmunoblot) en extractos crudos de cepas de B. lactofermentum y E. coli.
Linea 1, proteina purificada DtxR de C. diphtheriae; Linea 2, B. lactofermentum BL13869; Linea 3, E. coli
DHI10B [pULJSX4]; Linea 4, E. coli DH10B [pBluescript KS(+)].
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Figura 4.3. Esquema de la construccion del plasmido pRS551t0xPO3XHI1 a partir del plasmido
pRS551¢0xPO y pULJISX4.

3. La proteina DtxR de B. lactofermentum es un elemento regulador

activado por hierro

Se ha demostrado que en la regiéon N-terminal de la proteina DtxR de C. diphtheriae residen los
dominios de union a DNA y metales (Tao ef al., 1994; Wang et al., 1994), ademas del dominio de
interaccion proteina-proteina (Schiering et al., 1995). Debido a la alta conservacion observada en la
region N-terminal, se procedi®é a investigar la posibilidad de que la proteina DtxR de
B. lactofermentum pudiera funcionar como un elemento regulador activado por hierro y fuese capaz de
controlar la expresion de la enzima b-galactosidasa a partir de una fusion transcripcional del
promotor/operador fox (toxPO-lacZ) en el cromosoma de E. coli. Para ello, se transformo el plasmido
pULJSX4 que contiene el gen dixR de B. lactofermentum asi como su region promotora (Figura 3.6)

en la cepa de E. coli DH5a:l RS45toxPO-lacZ. En esta cepa de E. coli, la expresion del gen de la
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b-galactosidasa (lacZ) esta controlada por el promotor/operador tox y se ha demostrado previamente
que estaba sometido a regulacion dependiente de hierro por la proteina DtxR de C. diphtheriae (Boyd
et al, 1990). En ausencia de proteina DtxR, E. coli DHS5a:l RS45toxPO-lacZ expresa
constitutivamente la enzima b-galactosidasa y en medio LB suplementado con Ap y X-Gal, el fenotipo
de la cepa es azul. En el caso de los transformantes que contenian el plasmido pULJSX4 se observo
que en este medio poseian un fenotipo blanco, al estar reprimida la expresion del gen /acZ por la
proteina DtxR, al actuar la proteina DtxR de B. lactofermentum como un elemento regulador sobre el
promotor/operador tox (toxPO) en las condiciones anteriores.

Debido a que el nivel de expresion de la b-galactosidasa es bajo en la cepa de E. coli
DH5a:l RS45 toxPO-lacZ, se subclond un fragmento de 1.3 kb Xhol-HindIll del plasmido pULJSX4,
fragmento correspondiente al gen dtxR completo de B. lactofermentum, en el plasmido multicopia
pRS551£0xPO que contiene una fusion transcripcional entre el promotor/operador tox (toxPO) y el gen

lacZ (Boyd et al., 1990) (Figura 4.3).
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Figura 4.4. Expresion de b-galactosidasa a partir de una fusion transcripcional toxPO-lacZ en E. coli

DH5a [pRS551t0xPO-3XH1] (®) y en E. coli DH5a [pRS551/0xPO-VN1200] (A) en ausencia de
2,2 -dipiridil y en presencia de concentraciones crecientes de 2,2 -dipiridil.

El plasmido resultante, pRS551t0xPO-3XH1 (Figura 4.3), se transformo en E. coli DH5a para estudiar
la regulacion dependiente de hierro de la expresion del gen lacZ por la proteina DtxR de
B. lactofermentum. Como control positivo de regulacion, se utilizd el pldsmido pRS551
toxPO-VN1200 que contiene el gen dtxR de C. diphtheriae (Boyd et al., 1990).La proteina DtxR de
B. lactofermentum regula la expresion de b-galactosidasa de un modo dependiente de hierro
(Figura 4.4): en ausencia del compuesto quelante de hierro 2,2'-dipiridil, el gen lacZ estaba

completamente reprimido; al alcanzarse concentraciones de 2,2’-dipiridil proximas a 150 nM, se
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producia la desrepresion del gen lacZ. Por lo tanto, la proteina DtxR de B. lactofermentum ejercia una
regulacion dependiente de hierro sobre la expresion del gen lacZ a partir de la fusion transcripcional
con el promotor/operador tox. Ademas se observd que en presencia de concentraciones variables de
2,2 -dipiridil la regulacion de la expresion del gen lacZ en E. coli por la proteina DtxR de
B. lactofermentum, era esencialmente idéntica a la observada para la proteina DtxR de C. diphtheriae
(Figura 4.4). Las pequeiias diferencias observadas en la expresion del gen lacZ posiblemente eran
debidas en su mayoria a diferencias en la fuerza de los promotores que dirigen la expresion de cada

uno de los genes dixR.

A B

1 2 3 1 2 3 4 5

Figura 4.5. a. SDS-PAGE de la fraccion conteniendo la proteina DtxR recombinante de
B. lactofermentum purificada mediante cromatografia de inmunoafinidad. Linea 1, marcadores de peso
molecular (Mr x 10'3); 2, fraccion de la proteina DtxR purificada de C. diphtheriae; 3, fraccion de la
proteina DtxR recombinante purificada de B. lactofermentum. b. Retraso en geles de la region toxPO de
C. diphtheriae marcada con [°P]. Linea 1, region toxPO de C. diphtheriae marcada con [*°P]; 2, en
presencia de proteina DtxR de C. diphtheriae; 3, en presencia de proteina DtxR recombinante de
B. lactofermentum; 4, en presencia de proteina DtxR recombinante de B. lactofermentum y suero anti-
DtxR; 5, en presencia de proteina DtxR recombinante de B. lactofermentum y sonda foxPO sin marcar.
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4. Interaccion entre la proteina DtxR de B. lactofermentum y el

promotor/operador tox de C. diphtheriae (toxPO)

Para analizar la interaccion entre el operador/promotor toxPO de C. diphtheriae y la proteina DtxR de
B. lactofermentum, se purifico esta proteina a partir de extractos celulares de FE. coli
DH10B[pULJSX4] mediante cromatografia de inmunoafinidad. El plasmido pULJSX4 contiene el
gen dixR de B. lactofermentum y se expresa a partir de su propio promotor en E. coli. Las fracciones
que contenian la proteina DtxR recombinante de B. lactofermentum fueron identificadas mediante
SDS-PAGE e inmunodeteccion. La proteina pura DtxR de B. lactofermentum recombinante de 27 kDa
presentd una movilidad electroforética ligeramente superior a la observada para la proteina DtxR
purificada de C. diphtheriae (Tao et al., 1992) (Figura 4.5a).

4.1. Reconocimiento del promotor/operador tox por la proteina DtxR de

B. lactofermentum activada

Para examinar la interaccion entre la proteina recombinante DtxR de B. lactofermentum y la
region reguladora fox, se utilizd un ensayo de retraso de la movilidad electroforética de la region
toxPO en geles de poliacrilamida. La sonda conteniendo la region toxPO se marco en el extremo 3’

con [**P]dATP mediante rellenado del extremo siguiendo los procedimientos habituales:

— > P E—
5" -ACCCTTATAATTAGGATAGCTTTACCTAATTATTTT -3
3’ -TGGGAATATTAATCCTATCGAAATGGATTAATAAAATACT-5"

Como se observa en la Figura 4.5b, la interaccion entre la proteina recombinante DtxR de
B. lactofermentum y el promotor/operador toxPO es especifica. En presencia de iones metalicos
pesados (Mn?") el retraso en la movilidad electroforética de foxPO provocado por la unién de la
proteina DtxR de B. lactofermentum es esencialmente idéntica a la observada para la proteina DtxR de
C. diphtheriae. En contraste, la adicion de suero con anticuerpos anti-DtxR a la mezcla de reaccion
bloquea la union de la proteina DtxR a la sonda foxPO marcada. Al afadir sonda foxPO sin marcar a la
mezcla de reaccidén también se produce una inhibicion competitiva de la interaccion entre la proteina

DtxR purificada de B. lactofermentum y la sonda toxPO marcada.

4.2. Proteccion de la digestion por DNasa I de la secuencia palindromica del

promotor/operador tox por la proteina DtxR de B. lactofermentum activada

Para determinar en mayor profundidad la interaccién entre la proteina recombinante DtxR de
B. lactofermentum y la region reguladora tox de C. diphtheriae también se realizaron estudios de

proteccion a la digestion por DNasa | (footprinting). La region reguladora toxPO contenida en el
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plasmido pRS551 toxPO/VN1200 (Boyd et al., 1990) se digiriéo con BamHI y EcoRl y, fue subclonada
en el pBluescript KS(+), generando el plasmido pBS23/toxPO. El fragmento de DNA correspondiente
a la region reguladora fox fue extraido del plasmido pBS23/toxPO con BssHII. Este fragmento de
DNA fue rellenado en ambos extremos con [**P]dCTP, [**P]dGTP y el fragmento Klenow de la DNA
polimerasa I. La sonda marcada se digiridé con Sacl o Xhol para la eliminacion de uno de los dos
extremos marcados del fragmento, segiin se fuese a analizar la cadena codificante o no codificante,
respectivamente. En estos ensayos el idn metalico utilizado para la activacion de la proteina DtxR fue
el Ni**, que junto con el Fe', es uno de los activadores mas fuertes de la proteina DtxR (Tao ef al.,
1992). La utilizacién de Ni** es preferible, ya que la rapida oxidacion del Fe*" a Fe’", hace que los
resultados obtenidos con este i6n metalico pesado deban ser interpretados cualitativamente mas que
cuantitativamente.

Los patrones de proteccion a la digestion por DNasa I obtenidos con la proteina recombinante
DtxR de B. lactofermentum sobre el promotor/operador tox en las cadenas codificante y no codificante
fueron idénticos a los obtenidos con la proteina DtxR de C. diphtheriae en las mismas condiciones
(Tao et al., 1992). En presencia de iones metalicos divalentes (100 M Ni*") la proteina DtxR se
activaba y se unia al promotor/operador tox de C. diphtheriae protegiendo de la digestiéon por DNasa
I, 31 nucleétidos en la cadena codificante y 26 nucleotidos en la cadena no codificante (Figura 4.6).
Esta region protegida corresponde a la secuencia palindrémica interrumpida de 27 bp en el

promotor/operador fox.

-80 =70 -60 -50 -40 -30 -20 -10 -1
* * * * * * * * *
—_— 4

AAAAAAGGGCATTGATTTCAGAGCACCCTTGATAATTAGATAGCTTTACCTAATTATTTTATGAGTCCTGGTAAGGGGATACGTTGTG
TTTTTTCCCGTAACTAAAGTCTCGTGGGAATATTAATCCTATCGAAATGGATTAATAAAATACTCAGGACCATTCCCCTATGCAACAC

-35 -10° -10° RBS tox
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Figura 4.6. Analisis de proteccion a la digestion por DNasa I de la region toxPO de C. diphtheriae en la
cadena codificante y no codificante en presencia de 100 mM Ni*". Linea 1, C+T; 2, C; 3, reaccién en
ausencia de proteina DtxR; 4, reaccion en presencia de proteina DtxR de C. diphtheriae; 5, reaccion en
presencia de proteina DtxR recombinante de B. lactofermentum. A la derecha de cada panel se indica con
una flecha la region de toxPO protegida por la proteina DtxR de la digestion con DNasa I en cada una de
las cadenas. En la pagina anterior, la representacion de la region promotora/operadora del gen tox de

C. diphtheriae presenta sombreada la region protegida de la digestion por DNasa I en presencia de
100 mM Ni*".
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5. RESULTADOS Y ANALISIS: Cataracterizacién del operon argS-lysA

de Brevibacterium lactofermentum: Mecanismo de antiterminacion

En Corynebacterium glutamicum , existen evidencias funcionales y moleculares de que el ultimo gen
de la ruta biosintética de lisina, lysA4, se expresa como un mRNA policistronico con un gen orfX, de
funciéon desconocida (Marcel ef al., 1990), a partir de un promotor comun localizado en la region 5’
del gen orfX. El gen lysA, codifica para la enzima meso-diaminopimelato descarboxilasa, que cataliza
la conversion del acido meso-diaminopimélico (meso-DAP) para formar lisina (Marquez et al., 1985;
Yeh et al., 1988) (Figura 5.1). En C. glutamicum, se ha observado que el producto del gen orfX no esta
directamente ligado a la via biosintética de lisina, aunque la existencia de uniones fisicas y genéticas
entre los genes orfX'y lysA en C. glutamicum, puede implicar la exixtencia de una unién bioquimica
(Marcel et al., 1990). Las actividades enzimaticas del producto del gen orfX que inicialmente se
investigaron como posibles, fueron la actividad UDP-N-acetilmuramil-L-ala-g-D-glu-meso-DAP
sintasa (E.C. 6.3.2.13), que incorpora meso-DAP al precursor del peptidoglicano, y la actividad DAP
epimerasa (E.C. 5.1.1.7) que corresponde al gen dapF (Marcel et al., 1990). Ninguna de estas dos
enzimas correspondia al producto del gen orfX. También, se ha especulado con la posibilidad de que el
producto del gen orfX estuviese implicado en el transporte de lisina a través de la membrana celular.
En B. lactofermentum era también de gran interés el estudio del operon orfX-lysA, la determinacion del

producto del gen orfX y su posible implicacion en la biosintesis de lisina.

1. Clonacion del operon argS-lysA de B. lactofermentum

Para la clonacion del operon argS-lysd de B. lactofermentum se utilizaron genotecas de
B. lactofermentum ATCC 13869. Las genotecas, cuya construccion ha sido descrita previamente
(Malumbres, 1993), se realizaron a partir de fragmentos de DNA total cromosémico de
B. lactofermentum digerido con Sau3 Al (digestion parcial) y HindlIII (digestion total) y se aislaron por
ultracentrifugacion en gradiente de sacarosa fragmentos con un rango de tamafio entre 4 y 10 kb. Las

mezclas de ligacion de estos fragmentos con pUCI13 digerido con BamHI (que genera extremos
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compatibles con los obtenidos por digestion con Sau3Al) o con Hindlll, respectivamente, fueron
inicialmente transformadas en E. coli DH5a para amplificar las genotecas.

El procedimiento seguido para la clonacion del gen lysA de B. lactofermentum fue el de
complementacion de cepas mutantes lys4 de E. coli (Marquez et al., 1985). Las cepas de E. coli
mutantes lys4, CGSC4505 y RLAL11, fueron transformadas con las genotecas Sau3Al y Hindlll
procedentes del DNA cromosémico de B. lactofermentum ATCC 13869.

Aspartato

Aspartoquinasa (lysC)
v

Aspartilfosfato

Aspartato-b-semialdehido
deshidrogenasa ( asd)

\J

Aspartato- b_semialdehido

Piruvato ~ Dihidrodipicolinato
sintasa ( dapA)

Dihidrodipicolinato

Dihidrodipicolinato
reductasa ( dapB)

.- =~ D'Piperidein-2,6-dicarboxilato

Via del : Diaminopimelato
succinilato deshidrogenasa ( ddh)
N '’

"+ 9 meso-diaminopimelato

Diaminopimelato

CO , 4/' descarboxilasa ( Iys4)

L-lisina

Figura 5.1. Esquema general de la biosintesis de lisina en corinebacterias. En cada paso biosintético
aparece el nombre de la enzima que lo cataliza y el gen correspondiente.
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HindIII EcoRV Pstl EcoRIEcoRV Sall  Pwll EcoRV Sall HindIII

Sau3A EcoRV sall Pvll  EcoRV g Hindm = SauwA

Nlalll

——
S lysA

ORF3

Figura 5.2. Mapa fisico de los fragmentos de 6.4 kb HindIIl y 4.4 kb Sau3Al contenidos en los plasmidos
pULJS14 y pULJS53, respectivamente. Estos plasmidos son capaces de complementar las mutaciones /ys4 de
E. coli. Las flechas representan las regiones codificantes, también se indica el fragmento de 2.5 kb Nlalll-Sall
secuenciado.

La seleccion de los clones recombinantes se realizé en placas de medio minimo Vogel-Bonner+Ap, ya
que los mutantes /ysA tienen un requerimiento especifico de lisina, en estas condiciones Gnicamente se
seleccionarian aquellos clones en los que ocurria complementacion de la mutacién por el gen lys4 de
B. lactofermentum. De esta manera se aislaron dos plasmidos: pULJS14, conteniendo un inserto
Hindlll de 6.4 kb y, pULJS53, con un inserto Sau3Al de 4.4 kb (Figura 5.2).

La presencia en el cromosoma de B. lactofermentum de los insertos contenidos en estos
plasmidos fue confirmada por hibridacion de Southern. En hibridaciones de DNA total de
B. lactofermentum ATCC 13869 y C. glutamicum AS019 digerido con HindIll y BamHI, utilizando
como sonda radioactiva el plasmido pULJS53 marcado con [a-**P]dCTP, se identificaron bandas de
hibridacion que correspondian a los tamafios esperados, en relacion al mapa de restriccion del
plasmido pULJS53 (Malumbres, 1993). Las sefales de hibridacion obtenidas para ambas
corinebacterias fueron idénticas y, no se observaron en el DNA total de E. coli digerido con BamHI

utilizado como control.
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2. Identificacion del gen arg$ de B. lactofermentum

La determinacion de la secuencia de nucle6tidos del fragmento Nlalll-Sall de 2.5 kb (Figura 5.3) y el
posterior analisis de ORFs en el fragmento secuenciado (Figura 5.2), ha permitido identificar un marco
de lectura abierto completo (ORF1) y otro incompleto (ORF2). ORF1 de 1.7 kb estaria localizado en la
misma orientacion que ORF2 (Figura 5.3). Se encontraron dos sitios posibles de inicio de la
transcripcion en ORF1, considerando la primera Met (AUG) como el extremo N-terminal, el producto
de ORFI seria de 550 aminoacidos con una Mr de 59.8 kDa; si se considera la Val (GUG) como tal, la
proteina codificada en ORF1 constaria de 517 aminoacidos y Mr de 56.2 kDa. Se localizé un ORF
adicional (ORF3) divergente con respecto a los anteriores interno a ORF1, que codificaria un producto
de 328 aminoacidos y Mr de 36.3 kDa (Figura 5.2). El contenido en G+C de ORF1 es de 57%, similar
a los valores descritos para genes de corinebacterias.

La comparacion de la secuencia nucleotidica del fragmento secuenciado y las secuencias de
aminoacidos deducidas de los marcos de lectura abiertos, demostré que el ORF1 de B. lactofermentum
es casi idéntico al gen orfX de C. glutamicum (Marcel et al., 1990), presentando unicamente 11
nucleotidos diferentes, y sélo 3 se traducen en cambios de aminoacidos en la secuencia proteica.
Asimismo, las secuencias de aminoacidos deducida de ORF1 de B. lactofermentum y de orfX de
C. glutamicum son bastante homologas con la arginil-tRNA sintetasa de E. coli (Eriani et al., 1989),
presentando un 28% de aminoacidos idénticos y 49% similares (Figura 5.4). Recientemente, se ha
descrito el gen lysA de Mycobacterium tuberculosis (Andersen y Hansen, 1993); al analizar la region
5" secuenciada hemos identificado un ORF incompleto que presentaba clara homologia con las
proteinas anteriores (Figura 5.4).

El analisis del ORF2 incompleto demuestra que corresponde al gen lysA4, previamente descrito
en C. glutamicum (Yeh et al., 1988). No se encontraron homologias para ORF3.

Esta observacion de que la misma organizacion argS-lysA existe en Mycobacterium
tuberculosis pero no en E. coli (donde los genes argS y lysA estan localizados en los minutos 41.3 y
61.4, respectivamente) (Kroger et al., 1992), Bacillus subtilis (Yamamoto ef al., 1991) o Pseudomonas
aeruginosa (Jann et al., 1990), viene a apoyar la proximidad filogenética entre los generos
Corynebacterium, Brevibacterium y Mycobacterium, que han sido incluidos en la subdivision de
bacterias Gram-positivas de alto contenido en G+C en base a estudios de rRNAs (Woese, 1987).

Simultdneamente, a esta caracterizacion del gen argS de B. lactofermentum (Oguiza et al.,
1993), se postuld que el gen orfX de C. glutamicum podia codificar una arginil-tRNA sintetasa (Sharp

y Mitchell, 1993), en base a la reexaminacion de la secuencia previamente publicada.
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1
CATGCCAAGTGCTTGGCGACGCGTCCCAGTGCTTGGCGGTGTTGTCGGTGGTCAGGCTGGAGGTGTAGCCGGGGTGCCGATCTCGCAGGATCTTAACGAA
101
AGGCCTTCGCGGGTGAGCAGCGAGAGAAATCGTATCCTGGTGCGATGTTGTCGCAGTTAACCGGTGTGGAGCCGACCATTCCGCGAGGCTGCACTGCAAC
201
GAGGTCGTAGTTTTGGTACATGGCTTCTGGCCAGTTCATGGATTGGCTGCCGAAGAAGCTATAGGCATCGCCACCAGGGCCACCGGAGTTACCGARGATG
301
GTGCCGTGCTTTTCGCCTTGGGCAGGGACCTTGACARAGCCCACGCTGATATCGCCAAGTGAGGGATCAGAATAGTGCATGGGCACGTCGATGCTGCCAC
401
ATTGAGCGGAGGCAATATCTACCTGAGGTGGGCATTCTTCCCAGCGGATGTTTTCTTGCGCTGCTGCAGTGGGCATTGATACCAAAAAGGGGCTAAGCGC
501
AGTCGAGGCGGCAAGAACTGCTACTACCCTTTTTATTGTCGAACGGGGCATTACGGCTCCAAGGACGTTTGT TTTCTGGGTCAGTTACCCCAAAAAGCAT
601
ATACAGAGACCAATGATTTTTCATTAAAAAGGCAGGGATTTGTTATAAGTATGGGTCGTATTCTGTGCGACGGGTGTACCTCGGCTAGAATTTCTCCCCA
701 argS M
TGACACCAGCTGATCTCGCAACATTGATTAAAGAGACCGCGGTAGAGGTTTTGACCTCCCGCGAGCTCGATACTTCTGTTCTTCCGGAGCAGGTAGTTGT
T PADILATTZLTIEKTETH AVETVTLTS®RETLT DTSV L PEOQV V V
801
GGAGCGTCCGCGTAACCCAGAGCACGGCGATTACGCCACCAACATTGCATTGCAGGTGGCTARAAAGGTCGGTCAGAACCCTCGGGATTTGGCTACCTGG
E R PRNPEUHTGD VYA ATNTIA ATLT QTYVA ATZ KTI KV G QNUPIRUDTILATW
901
CTGGCAGAGGCATTGGCTGCAGATGACGCCATTGATTCTGCTGARATCGCTGGCCCAGGCTTTTTGAACATTCGCCTTGCTGCAGCAGCGCAGGGTGAAA
L AEALAADT DA ATILIODSA AETIAGT?PGTFTULNTIR RTILAZPA® AR AT GQTGE I
1001
TTGTGGCCAAGATTCTGGCACAGGGCGAGACTTTCGGAAACTCCGATCACCTTTCCCACTTGGACGTGAACCTCGAGTTCGTTTCTGCAAACCCAACCGG
vV A K I LAO QGETT FGNSDU HTLSUHTLDVNTLTETFV S ANTPT G
1101
ACCTATCCACCTTGGCGGAACCCGCTGGGCTGCCGTGGGTGACTCTTTGGGTCGTGTGCTGGAGGCTTCCGGCGCGARAGTGACCCGCGAATACTACTTC
P I H1L GG TRUWAAVYVGDSTILGUZRUVYVILEH-ASTGH ATZ KTV VTTZ RTEYYF
1201
AACGATCACGGTCGCCAGATCGATCGTTTCGCTTTGTCCCTTCTTGCAGCGGCGAAGGGCGAGCCARCGCCAGARGACGGTTATGGCGGCGAATACATTA
N DHG RO QIUD®RTFATLSTILTILAARBATZEKTGTET PTT?®PETDTGT?YGGE Y I K
1301
AGGAAATTGCGGAGGCAATCGTCGAAAAGCATCCTGAAGCGTTGGCTTTGGAGCCTGCCGCAACCCAGGAGCTTTTCCGCGCTGAAGGCGTGGAGATGAT
E I A E A I VEXKHPEATLA ATZLTETZPAA AT OQETLTF®RAETGVEMM
1401
GTTCGAGCACATCAAATCTTCCCTGCATGAGTTCGGCACCGATTTCGATGTCTACTACCACGAGAACTCCCTGTTCGAGTCCGGTGCGGTGGACAAGGCC
F EHI K S S LHETFTGTODTFODVYYHENSTLT FTESGA AV DK A
1501
GTGCAGGTGCTGAAGGACAACGGCAACCTGTACGARRACGAGGGCGCTTGGTGGCTGCGTTCCACCGAATTCGGCGATGACAAAGACCGCGTGGTGATCA
V g VL XKDNGNTZILYENTESGA AW®WTWTIL®RSTETFTGDTUDIE KTDT RV V I K
1601
AGTCTGACGGCGACGCAGCCTACATCGCTGGCGATATCGCGTACGTGGCTGATAAGTTCTCCCGCGGACACAACCTARACATCTACATGTTGGGTGCTGA
s D G6GDAAYTIOAGSDTIA AYVADTE KT FSZRGHINTLNTIUVYWMTILGATID
1701
CCACCATGGTTACATCGCGCGCCTGAAGGCAGCGGCGGCGGCACTTGGCTACAAGCCAGAAGACGTTGAAGTCCTGATTGGCCAGATGGTGAACCTGCTT
H HGY IARTILZ KA AR AA AR AR ATLTGY YT XK?®PETDTVTZEVTLTIGOQQMT VN TL L
1801
CGCGACGGCARGGCAGTGCGTATGTCCAAGCGTGCAGGCACCGTGGTCACCCTAGATGACCTCGTTGAAGCAATCGGCATCGATGCGGCGCGTTACTCCC
R DGKAVRMSI KT RAGTU VYV TILDU DTILVZEH-BATIGTITUDA- AT RTYSL
1901
TGATCCGTTCCTCCGTGGATTCCTCCCTGGATATGGATCTTGGCCTGTGGGAATCCCAGTCCTCCGACAACCCTGTGTACTACGTGCAGTACGGACACGC
I RS sSsSvVvVvDSsSSULDMSDTUILGILWESIO QS S DNZ PV Y Y V QY G H A
2001
TCGCCTTTGCTCCATCGCGCGCAAGGCAGAGACCTTGGGTGTCACCGAGGAAGGCGCAGACCTATCTCTACTGACCCACGACCGCGAAGGCGATCTCATC
R L Cs I ARTZ KA AETTLGV T TETEG G ATDTLSTILILTUHTDT RTEGD L I
2101
CGCACACTCGGAGAGTTCCCAGCAGTGGTGAAGGCTGCCGCTGACCTACGTGARCCACACCGCATTGCCCGCTATGCTGAGGAAT TAGCTGGAACTTTCC
R T L GE F PAV V KAAA ASDTILI RET?®PHTI RTIARYATETETLA ATGT F H
2201
ACCGCTTCTACGATTCCTGCCACATCCTTCCARAGGCTGATGAGGATACGGCACCAATCCACACAGCACGTCTGGCACTTGCAGCAGCAACCCGCCAGAC
R F YDsCHTIUL?PXKADTET DT A®PTII HTA ATZRTLATLA AR AATTR ROQT
2301
CCTCGCTAACGCCCTGCGCCTGGTTGGCGTTTCCGCACCGGAGAAGATGTAACAATGGCTACAGTTGAAAATTTCAATGAACTTCCCGCACACGTATGGC
L ANALRLVY GV SAPETZ KM *uSgM A TV ENTFNETLZPAHTYVWEP
2401 IysA
CACGCAATGCAGTGCGCCAAGRAGACGGCGTTGTCACCGTCGCTGGTGTGCCTCTGCCTGACCTCGCTGAAGAATACGGAACCCCACTGTTCGTAGTCGA
R N AV ROQETUDTG GV UV TVAGVYVU®PTLZ®PODTLATETETYTGT?PTLTF V V D
2501
C

Figura 5.3. Secuencia de nucleodtidos del fragmento Nlalll-Sall de 2.5 kb que contiene los genes argS y lysA
(parcial) de B. lactofermentum . Los asteriscos representan codones de terminacion. El nimero de acceso en la
base de datos EMBL para esta secuencia es Z21501.
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Figura 5.4. Comparacién entre las secuencias de aminoacidos deducidas de las arginil-tRNA sintetasas de
B. lactofermentum (BL) y E. coli (EC) (Eriani et al.,
Mycobacterium tuberculosis (MT) deducida a partir de la region 5 del gen /ysA (Andersen y Hansen, 1993).
Los aminoacidos idénticos se indican con lineas verticales (J). Los aminoacidos que estan positivamente
relacionados con el algoritmo BESTFIT se indican con dos puntos (:), los que estdn negativamente
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relacionados con un espacio y, aquellos en los que la relaciéon es nula con un punto (-).
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1989) y la secuencia de aminoacidos parcial de



a
lactofermentum ArgRS & 369
coli ArgRs 374
stearothermophilus valRrs 520
coli valRs 549
cerevisiae valRs 698
coli LeuRS 614
crassa LeuRS 752
crassa (mit) LeuRS 640
cerevisiae LeuRS 724
cerevisiae (mit) LeuRS 641
douglassi (mit) LeuRS 641
coli IleRS 597
cerevisiae IleRs 597
coli G1lnRsS 262
cerevisiae G1lnRS 490
sapiens G1lnRs 260
coli GluRrs 232
subtilis GluRs 247
stearothermophilus GluRs 248
meliloti GluRs 248
coli MetRS 227
thermophilus MetRs 292
cerevisiae MetRS 520
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Figura 5.5. Comparacion de los dominios conservados de la ArgRS de B. lactofermentum y de algunas
aminoacil-tRNA sintetasas de Clase I. Los aminoacidos idénticos entre la ArgRS de B. lactofermentum y las
otras aminoacil-tRNA sintetasas comparadas estan sombreados. Los dominios conservados (a) HIGH, (b)
KMSKS y (¢) GADXXR estan indicados. Todas las secuencias fueron obtenidas de la base de datos GenBank,
con la excepcion de la LeuRS de S. cerevisiae (Hohmann y Thevelein, 1992), 1a IleRS de E. coli (Webster ef al.,
1984) y las GluRSs de B.subtilis y B. stearothermophilus (Breton et al., 1990).

3. Comparacion de la arginil-tRNA sintetasa con otras aminoacil-tRNA

sintetasas

La comparacion de la secuencia proteica de la arginil-tRNA sintetasa (ArgRS) de B. lactofermentum
con diversas aminoacil-tRNA sintetasas (aaRSs) de procariotas y eucariotas (Figura 5.5), permitid
identificar los correspondientes dominios conservados HIGH y KMSKS en esta enzima y clasificarla
como una aminoacil-tRNA sintetasa de Clase I. La secuencia peptidica HIGH esta localizada cerca del
extremo N-terminal de las aaRSs de Clase I, y estd implicada probablemente en la union de ATP
(Webster et al., 1984), el substrato comtin de estas enzimas. En el caso de la TyrRS de Bacillus
stearothermophilus se ha demostrado que las dos His del dominio HIGH estan implicadas en esta
union (Leatherbarrow ef al., 1985). En la ArgRS de B. lactofermentum, el tetrapéptido HIGH (en este
caso, HLGQ) esté localizado entre los aminoécidos 137 al 140, y la otra secuencia peptidica KMSKS,
comienza en el aminoacido 374 (RMSKR). Se ha descrito que la secuencia KMSKS, est4 implicada en
la union del tRNA, en el caso de la MetRS y la TyrRS de E. coli (Hountondji ef al., 1986). Las LeuRS,
[leRS y MetRS de distintos organismos también presentan un dominio adicional en la proximidad de
la secuencia KMSKS, compuesto por la secuencia GADXXR (donde X, corresponde a aminoacidos
no conservados). Este dominio GADXXR se presenta también conservado en la ArgRS de
B. lactofermentum, y parece mantenerse en otras aaRSs de Clase I, como las GInRSs de E. coli,

Saccharomyces cerevisiae y humanos y, la ValRS de Bacillus stearothermophilus (Figura 5.5).
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4. Expresion del operon argS-IlysA en B. lactofermentum y E. coli

La expresion del operdn argS-lysA de B. lactofermentum se ensayo en el vector bifuncional pUL610M,
para uso en E. coli y B. lactofermentum (Martin et al., 1990). La subclonacion en este vector del
fragmento HindIll de 6.4 kb procedente de pULJS14 que contenia el operon argS-lys4, did6 como
resultado el plasmido pUL610M15 (Figura 5.7). La actividad ArgRS dependiente del fragmento
clonado fue ensayada en extractos crudos de B. lactofermentum R31 y R31 [pUL610M15]. El nivel de
actividad ArgRS de B. lactofermentum R31 [pUL610M15], resulto cuatro veces superior al observado
en la cepa R31 (Tabla 5.1).

Tabla 5.1
Actividades arginil-tRNA sintetasa

Cepa Actividad especifica® Actividad relativa”
(u/mg proteina)

B. lactofermentum R31 0.35 1.00
B. lactofermentum R31 [pUL610M15] 1.49 4.25
E. coli TGE900 [pTG908] 16.38 1.00
E. coli TGE900 [pULJS84] 53.70 3.28

* Una unidad de actividad ArgRS (u) se define como la cantidad de proteina que cataliza la conversion de
1 nmol de aminoécido en el aminoacil-tRNA en 1 minuto en las condiciones descritas.

® Una actividad relativa de 1.00 es la cantidad de ArgRS de las cepas control correspondientes:
B. lactofermentum R31 y E. coli TGE900 [pTG908].
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Figura 5.6 a. Anélisis mediante SDS-PAGE de extractos crudos de B. lactofermentum R31. Las proteinas fueron
tefiidas con Azul de Coomassie. Linea 1, marcadores de peso molecular (Mr x 107); 2 y 5, fraccion conteniendo
la proteina ArgRS de E. coli purificada; 3, extracto crudo de B. lactofermentum R31 (control); 4, extracto crudo
de B. lactofermentum R31 [pUL610M13]. La flecha indica la posicion de la ArgRS de B. lactofermentum. b.
Expresion de la proteina ArgRS de B. lactofermentum como un polipéptido de fusion en E. coli TGE900. Linea
1, marcadores de peso molecular (Mr x 10%); 2, extracto crudo de B. lactofermentum R31 [pUL610M135]; 3,
extracto crudo de E. coli TGE900 [pULJS84] inducido; 4, extracto crudo de E. coli TGE900 [pTG908]; 5,
células de E. coli TGE900 [pULJS84] lisadas con SDS (Stanley, 1983). La flecha indica la posicién del
polipéptido de fusion de la ArgRS de B. lactofermentum.



111

El analisis mediante SDS-PAGE de los extractos crudos anteriores muestra en B. lactofermentum R31
[pPUL610M15] una clara banda proteica de tamafio similar a la proteina ArgRS purificada de E. coli
(Figura 5.6a). Esta banda con una Mr de 60 kDa esta en correspondencia con el tamafio de la proteina
codificada por ORF1: si se considera como inicio de la traduccion la primera Met, la Mr es de 59.8
kDa. Para la expresion de la proteina ArgRS (Figura 5.6b), un fragmento de 1.7 kb Pvull-Sall proce-
dente de pULJS14 conteniendo el gen argS completo de B. lactofermentum, fue clonado por modifica-
cion de extremos romos en el sitio tnico BamHI del vector de expresion pTG908 (Courtney et al.,
1984), y el plasmido resultante conteniendo la fusion transcripcional del gen argS se denomind
pULJS84 (Figura 5.7). Cuando un fragmento de 1.65 kb Sacl-Sall fue utilizado en lugar del fragmento
Pvull-Sall, la proteina expresada resultaba inactiva, insoluble y de tamafio inferior al de la proteina
original ArgRS de B. lactofermentum (Figura 5.6). Estos resultados apoyaban la asignacion de la pri-
mera Met (localizada junto al sitio Pvull) como aminoacido N-terminal de la proteina, en lugar de la
Val (situada junto al sitio Sacl) propuesto por Marcel et al. (1990) para C. glutamicum. Extractos ce-
lulares crudos de E. coli TGE900 [pULJS84] presentaban una actividad ArgRS especifica, cuatro
veces mayor que la observada en extractos de E. coli TGE900 [pTG908] (Tabla 5.1). La actividad
detectada en extractos crudos de E. coli TGE900 [pTG908], corresponde a la actividad enddgena de la
ArgRS de E. coli.

FeoR1

PULELOM

851

Fyull-Sall

pULTS14 ——
2.1k

pULJES4

5.7kb

Figura 5.7. Esquema de la construccion de los plasmidos pUL610M15 y pULJS84 conteniendo el gen argS de
B. lactofermentum a partir de los plasmidos pUL610M (vector bifuncional E. coli-corinebacterias) y pTG908
(vector de expresion en E. coli), respectivamente.
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Figura 5.8. Representacion esquematica de la disrupcion de un gen en el cromosoma de B. lactofermentum
mediante un proceso de recombinacion simple entre el plasmido pK18-mob conteniendo un fragmento de DNA
interno al gen de interés y la regiéon homologa de este gen en el cromosoma, dando como resultado un
cointegrado.

5. Ensayos de disrupcion génica del gen args$ en el cromosoma de B. lactofermentum

Para analizar las propiedades de una posible cepa de B. lactofermentum mutada en el gen argS
mediante disrupcion génica en el cromosoma, se utilizo el plasmido movilizable de E. coli pK18-mob
(Figura 5.8), plasmido que contiene el origen RP4 de transferencia (oriT), el gen neo (Km") y el origen
para la replicacion vegetativa en E. coli (ori), y por tanto es incapaz de replicarse en B. lactofermentum
al no tener origen de replicacion en corinebacterias (Schéifer ef al., 1994). De esta manera, cualquier
fragmento incompleto de un gen subclonado en este vector, mediante recombinacion simple produciria
la fragmentacion del gen funcional en el cromosoma y como consecuencia la ausencia de la actividad
enzimatica correspondiente (Figura 5.8). Fragmentos internos al gen argS de 0.6 kb Pstl-EcoRl y al
gen [ys4 de 1.0 kb Nrul-EcoRV se subclonaron en el plasmido pK18-mob. La transferencia por
conjugacion de los plasmidos resultantes desde E. coli S17-1, cepa que contiene un derivado del
plasmido conjugativo I/ncP RP4 (Datta et al., 1971) integrado en el cromosoma, a las cepas de
B. lactofermentum ATCC 13869 y R31, permitiria la seleccion de transconjugantes resistentes a Km
en los que habria ocurrido la integracion del plasmido en el cromosoma. En los experimentos control
de disrupcion realizados con el plasmido conteniendo el fragmento interno del gen lysd4 de
B. lactofermentum, se obtuvieron multiples transconjugantes resistentes a Km y auxotrofos para lisina,

tal como ha sido descrito previamente para el gen lys4 de C. glutamicum (Schwarzer y Puhler, 1991).
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Por el contrario, en ninguno de los experimentos realizados con el plasmido conteniendo el fragmento
interno al gen argS se obtuvieron transconjugantes resistentes a Km, independientemente de la
suplementacion o no del medio con lisina. De esto, se deducia que el producto del gen argS resultaba

esencial para el crecimiento celular y su disrupcion era letal para el microorganismo.

6. Analisis transcripcional del operon argS-IysA y regulacion por lisina y

arginina de la via biosintética de lisina

La determinacion de la organizacion transcripcional de los genes argS'y lys4 de B. lactofermentum se
llevé a cabo mediante hibridaciones de Northern de RNA total de B. lactofermentum ATCC 13869
[pUL610M15] con sondas radioactivas correspondientes a fragmentos internos de ambos genes: un
fragmento de 1.2 kb EcoRV del gen argS y un fragmento de 1.0 kb Nrul-EcoRV del gen lys4 . Los
cultivos de B. lactofermentum ATCC 13869 [pUL610M15] utilizados para la obtencion del RNA total
se crecieron en medio minimo MMC hasta que las células alcanzaron la fase estacionaria. Las
hibridaciones de Northern con cada una de las sondas revelaba la presencia de un inico transcrito, que
corresponderia a un mRNA de 3.0 kb (Figura 5.9a). La organizacion del operon argS-IlysA de
B. lactofermentum y el tamafio de su transcrito era idéntico al del operdn orfX-lys4 de C. glutamicum
(Marcel et al., 1990). También se obtuvo RNA total de cultivos de B. lactofermentum ATCC 13869
[pUL610M15] crecidos en medio minimo MMC suplementado con lisina y/o arginina. Diferentes
cantidades de estos RNAs se aplicaron sobre una membrana de nylon y, posteriormente se hibridaron
con la sonda interna al gen argS de B. lactofermentum previamente descrita. La suplementacién con
lisina provocaba una disminucion del 32% en el nivel del mRNA especifico argsS, mientras que en
presencia de arginina ocurria un incremento de 3.12 ordenes (Figura 5.9b). Cuando ambos
aminodcidos eran afiadidos simultaneamente, se observaba un efecto intermedio (1.94 ordenes de
incremento). Se obtuvieron similares resultados cuando la sonda utilizada correspondia al fragmento
interno al gen lys4 de B. lactofermentum. De lo anterior, se podia concluir que la transcripcion del
operon argS-lysA de B. lactofermentum estaba fuertemente inducida por arginina y ligeramente
reprimida por una concentracion 10 mM de lisina. Similares resultados han sido obtenidos en
C. glutamicum, donde se ha observado que la expresion del gen lysA estd reprimida por una
concentracion de lisina 20 mM (Cremer et al., 1988).

Este mecanismo de regulacion puede representar un ejemplo de interconexiéon metabolica
(Jensen, 1969). El acoplamiento de la transcripcion de los genes argS y lysA de B. lactofermentum
indica que la arginina interviene directamente en la regulacion de la via biosintética de lisina en

corinebacterias.
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Figura 5.9. a. Analisis mediante la técnica de Northern del mRNA transcrito de los genes argS (linea 1) y lys4
de B. lactofermentum ATCC13869 [pUL610M15] crecido en MMC. La flecha corresponde al tamafio del
transcrito en kb y se indica la posicion de los rRNAs 23S y 16S.

b. Hibridacion mediante dotblot de RNA total de B. lactofermentum [pUL610M15] con una sonda interna al gen
argS. Los rRNAs 23S y 16S de E. coli se utilizaron como control (linea 1). B. lactofermentum [pUL610M15]:
crecido en MMC (linea 2), MMC suplementado con 10 mM lisina (linea 3), MMC suplementado con 10 mM
arginina (linea 4) y, MMC suplementado con 10 mM lisina y arginina (linea 5). Se utilizaron diferentes
cantidades de RNA (2, 10 y 30 np) en todas las muestras. El panel inferior muestra la integracion realizada con
un espectrodensitometro Shimadzu de los dot blots correspondientes a la muestra A (30 ng).

Al expresarse unicamente el gen /ysA a partir del promotor del argS, las corinebacterias pueden limitar
la sintesis de lisina, de esta manera se podria aprovechar DAP para la biosintesis de la pared celular,
mediante el nivel de ArgRS, y probablemente esta limitacion esta relacionada con la sintesis proteica.
El modelo propuesto para la regulacion de la expresion del gen /ysA4 en E. coli, difiere de lo
observado en corinebacterias. En E. coli, una proteina activadora codificada en el gen lysR, es el
efector positivo requerido para la plena expresion de este gen (Stragier et al., 1983a); y, la modulacion
de la eficiencia de la proteina LysR es ejerce por DAP y lisina que causan induccion y represion,

respectivamente (Stragier et al., 1983b; Stragier y Patte, 1983).

7. Mecanismo de regulacion mediante antiterminacion de la transcripcion

La asociacion de genes que codifican aaRSs y enzimas biosintéticas de aminoacidos también ha sido
descrita en otros microorganismos. En Campylobacter jejuni, el gen lysS, que codifica la LysRS, esta
situado delante del gen glyA4, que codifica una serina hidroximetil-transferasa, y ambos genes pueden

expresarse independientemente o como un Unico transcrito (Chan et al., 1992). En Bacillus subtilis , el
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gen gltX, que codifica la GIuRS, y los genes cysE y cysS, que codifican respectivamente una serina
acetil-transferasa y una CysRS, respectivamente, se transcriben conjuntamente y estan regulados por
un mecanismo de antiterminacion (Gagnon et al., 1994). Esta disposicion génica parece haber sido
seleccionada a lo largo de la evolucion, al requerirse un uso eficiente de las secuencias de DNA.

La existencia de un mecanismo de regulacion mediante antiterminacion de la transcripcion
estd ampliamente distribuido entre genes de aaRSs y/o genes biosintéticos de aminoacidos en diversos
grupos de bacterias Gram-positivas: Bacillus, Lactobacillus, Lactococcus, Brevibacterium vy
Corynebacterium (Tabla 5.2) (Henkin, 1994).

Este mecanismo de antiterminacion responde individualmente a la limitacion para el
aminoacido apropiado, y no a la limitacion general de aminoacidos (Henkin et al, 1992; Putzer
et al.,1992). En todos estos genes se observan terminadores en la region lider del mRNA que precede
el inicio de la secuencia codificante, asi como una fuerte conservacion de determinados elementos

estructurales (Grundy y Henkin, 1993; 1994).

Tabla 5.2

Familia de antiterminacion "T-box" (Henkin, 1994)

Especie Gen Codon Aminoacido Referencia

B. subtilis tyrS UAC Tyr Henkin et al., 1992

B. subtilis tyrZ UAC Tyr Glaser et al., 1990

B. stearothermophilus tyrS UAC Tyr Waye y Winter, 1986
B. subtilis pheS uucC Phe Brakhage et al., 1990
B. stearothermophilus trpS UGG Trp Barstow et al., 1986

B. subtilis thrS ACC Thr Putzer et al., 1992

B. subtilis thrZ ACC Thr Putzer et al., 1992

B. stearothermophilus valS GUC Val Borgford et al., 1987

B. subtilis leuS CuC Leu Van der Horn y Zahler, 1992
B. subtilis cysE-cysS UGC Cys Gagnon et al., 1994

B. stearothermophilus cysE-cysS UGC Cys Gagnon ef al., 1994

B. subtilis ilv-leu cucC Leu Grandoni et al., 1992
L. casei valS GUA Val Grundy y Henkin, 1993
L. casei trp UGG Trp Natori et al., 1990

L. lactis trp UGG Trp Bardowski et al., 1992
L. lactis his CAC His Delorme et al., 1992

B. lactofermentum argS CGC Arg Este trabajo

C. glutamicum argS CGC Arg Sharp y Mitchell, 1993

Estos elementos incluyen tres estructuras secundarias de horquilla I, I y III originadas por secuencias
invertidas repetidas (stem-loop) I, 11 y IIlI, que preceden a una secuencia de 14 bp altamente

conservada ("T-box") y al terminador que precede al sitio de inicio de la transcripcion (Figura 5.10).
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Cada uno de estos mRNAs lider contiene un codon especifico para el aminoacido apropiado situado en
una posicion definida dentro de la estructura global, en un apéndice lateral de la estructura secundaria I
(Figura 5.10). La importancia para la antiterminacion de las estructuras anteriores en la region lider del
mRNA ha sido demostrada para los genes: #yrS (Henkin et al., 1992; Grundy y Henkin, 1993; Grundy
et al., 1994), ilv-leu (Grandoni et al., 1992) y thrS (Putzer et al., 1992).

En el caso del gen argS de B. lactofermentum al examinar la secuencia lider del mRNA se
observa en la region 3° (nucleétidos 370-783) (Figura 5.10) las estructuras secundarias I, I y III
correspondientes, la secuencia "T-box", el antiterminador y el terminador, asi como un codon
especifico de arginina CGC en la estructura secundaria I (Figura 5.10). Todo ello viene a apoyar el
hecho de que la expresion del operon argS-lysA de B. lactofermentum esta inducida por la limitacion
de arginina. Se observan algunas diferencias entre esta estructura del mRNA lider del operdn
argS-lysA y las de los otros genes de bacterias Gram-positivas, que puede ser un reflejo de Ila
divergencia evolutiva entre las corinebacterias y las otras bacterias que presentan este mecanismo de
antiterminacion. Las secuencias CAGAGA en la estructura secundaria [ y CGUUA entre la II y III,
altamente conservadas en los genes de Bacillus (Grundy y Henkin, 1993), estan sustituidas por
CUGAGG y CAUUA en el caso del mRNA lider del operén argS-lysA. También el tamafio del tallo
de la estructura secundaria I localizado inmediatamente adyacente al codon para Arg es de 12 bp, muy
superior al observado en otros mRNA lideres que suele ser de 4 o 5 bp de longitud. También se
observan diferencias en la secuencia "T-box" (CGGGUGUACCUCG) en la que ha desaparecido un
residuo G que esta absolutamente conservado en el resto de los genes (AGGGUGGNACCGCGQG).

El mecanismo de antiterminacién de la transcripcion propuesto para todos estos genes (Grundy
y Henkin, 1993) es similar al observado en otros sistemas de antiterminacion de la transcripcion: el
mRNA forma una estructura alternativa que actua como antiterminador, y la formacién del
antiterminador impide la formacién del terminador, y por tanto previene la terminacion (Houman et
al., 1990). La estructura antiterminadora se forma en el mRNA lider por el apareamiento de bases
complementarias en el segmento de la secuencia "T-box", elemento conservado que precede al
terminador, y por tanto la presencia de esta estructura en el mRNA previene la formacion del
terminador (Figura 5.10). En todos los casos observados, la region central de la secuencia "T-box" esta
localizada en un apéndice lateral del antiterminador (Figura 5.10). La estabilidad predicha para la
estructura antiterminadora es inferior a la del terminador, lo que requiere de algin acontecimiento
adicional para que ocurra la formacioén o estabilizacion del antiterminador. El triplete de nucledtidos o
codon parece actuar como sefial primaria de respuesta al aminoacido correspondiente, y el candidato
mas logico para interactuar con este codon es un anticodon, o tRNA. Al inducirse la expresion por la
limitacidon del aminoacido correspondiente, en condiciones en las que se acumula tRNA sin cargar, el
tRNA descargado promueve la antiterminacion (Figura 5.11). Otro punto de interés, es la interaccion
del tRNA con el mRNA lider mediante contactos codon-anticodon, que produce en la estabilizacion de
la estructura antiterminadora fisicamente separada del punto de interaccidén con el tRNA. Este segundo
sitio de interaccidon entre el mRNA lider y el tRNA ocurre por el apareamiento de los nucleétidos
localizados en la porcion central de la "T-box"(UGGN, en el caso del mRNA lider del operén argsS-

lysA: UGUA) que forma parte del apéndice lateral del antiterminador y la secuencia XCCA situada en
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el extremo aceptor 3° del tRNA (Grundy et al, 1994). La existencia de esta interaccion explica
simultaneamente la estabilizacion de la estructura antiterminadora, asi como la discriminacion entre

tRNA cargado y descargado, ya que el grupo aminoacilo en el extremo 3" del tRNA cargado puede

interferir en la interaccion con el mRNA lider (Figura 5.11).
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Figura 5.10. Modelo estructural del mRNA lider del operdn argS-lysA de B. lactofermentum. La secuencia
especifica del codon de Arg (CGC) en la estructura secundaria I esta sefialada. Se indican las estructuras
secundarias I, Il y IIl y la secuencia "T-box" que precede al terminador. La estructura alternativa de
antiterminacion se presenta adjacente al modelo estructural. También se indica la posicion de estas regiones con
respecto a la secuencia de nucle6tidos presentada en la Figura 5.3.

Lo anterior no descarta la existencia en el mRNA lider y en el tRNA de elementos adicionales que
puedan ser importantes en la interaccion efectiva. También existe la posibilidad de que el tRNA
cargado desempefie una funcion adicional en este sistema: en condiciones normales la antiterminacion

puede responder quizas mediante un simple mecanismo de competicion, en funcion de la proporcion

de tRNA cargado y descargado.
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En todos los mecanismos de antiterminacion caracterizados hasta la actualidad se ha
observado la implicaciéon de una o mas proteinas en el proceso de antiterminaciéon y en la
comunicacién con la maquinaria transcripcional (Debarbouille et al, 1990; Houman et al., 1990;
Roberts, 1993). En el caso que nos ocupa, el tRNA descargado especifico para un determinado
aminoacido actua como sefial efectora del requerimiento de antiterminacion para un gen determinado,
pero todavia no se conoce si el tRNA es suficiente para activar la antiterminaciéon en ausencia de
factores proteicos. Estos posibles factores proteicos puedenn ser especificos para un gen individual o
generales. La presencia de elementos altamente conservados en la secuencia primaria del mRNA lider
hace suponer la existencia de uno o mas factores generales que interactuan con estos elementos en
todos los mRNA lider (Henkin, 1994; Putzer et al., 1995).

La expresion coordinada de los genes argS y lys4 en B. lactofermentum viene a apoyar la
hipotesis de que la expresion de los genes biosintéticos de aminoacidos y de aaRSs estan, al menos en
algunos casos, sometidos a una regulacion coordinada en bacterias Gram-positivas. Los niveles de
tRNAs y aaRSs normalmente se mantienen en un balance estricto (Jakubowski y Goldman, 1984), que
parece ser critico para la eficiencia y fidelidad de la sintesis proteica.

El exceso de tRNAs o aaRSs puede producir la misacilacion de los tRNAs por aaRSs no
especificas (Sherman et al, 1992a,b); por lo que la induccion de la expresion de las aaRSs en
respuesta directa a los niveles de tRNA especifico descargado, proporciona un mecanismo para

mantener el balance y una aminoacilacion precisa.

La utilizacion del mismo mecanismo de control para las vias biosintéticas de aminoacidos, puede

acoplar la biosintesis de aminoacidos a los requerimientos necesarios para la sintesis proteica.

- ARG

Figura 5.11. Modelo para la induccién por arginina
(ARG) del operon argS-lysA de B. lactofermentum por
el tRNA™® descargado. Se representa el tRNA™M®
descargado o cargado con Arg (circulo), asi como
posibles factores implicados en la antiterminacion. La
estructura superior representa la forma terminadora del
mRNA lider y la inferior la antiterminadora. Ambas
estructuras son mutuamente exclusivas. Cuando los
niveles de Arg son altos, la mayor parte del tRNA™®
estd cargado y es incapaz de interactuar adecuadamente
con el mRNA lider, por lo que se forma la estructura
terminadora y, termina la transcripcion. Cuando los
niveles de Arg son bajos, se incrementa la presencia de
tRNA™® descargado. El tRNA™® descargado interactua
con el transcrito en crecimiento mediante interacciones
codon-anticodon, estabilizando la estructura
antiterminadora e impidiendo la terminacion.

Terminacion

"ARG

Antiterminacion



6. DISCUSION

La aplicacion de las técnicas del DNA recombinante ha permitido acumular en los Gltimos afios una
cantidad considerable de datos genéticos y moleculares en corinebacterias, concretamente de las
especies Brevibacterium lactofermentum y Corynebacterium glutamicum, dado el alto interés que
presentan por su utilizacion en la produccion industrial de aminoacidos. De toda esta informacion ha
sido posible obtener una vision preliminar de los mecanismos de control transcripcional, a partir de las
secuencias especificas de control de la transcripcion localizadas en el DNA (promotores, terminadores
y secuencias reguladoras). Para profundizar en los mecanismos de control de la expresion génica en
corinebacterias, en esta memoria se describen tres mecanismos moleculares diferentes que mediante
productos génicos interactuan con el DNA y la RNA polimerasa controlando la transcripcion.

En eubacterias, la especificidad de transcripcion esta determinada por las distintas
holoenzimas que forma la RNA polimerasa con diferentes factores S, lo cual permite el
reconocimiento de secuencias promotoras especificas de genes y operones. El estudio de las
maquinarias de transcripcion y, en particular la caracterizacion de los factores S principales de la RNA
polimerasa de corinebacterias, resultaba esencial para empezar a comprender el mecanismo de inicio
de la transcripcion en corinebacterias.

La identificacion de una proteina homodloga a DtxR en B. lactofermentum, ha permitido a su
vez el andlisis de un mecanismo adicional de control de la expresidén génica, la regulacion modulada
por hierro ejercida por el represor DtxR. Este mecanismo Unicamente habia sido descrito en la
corinebacteria patdégena C. diphtheriae (Boyd et al., 1990), pero los resultados obtenidos en este
trabajo apoyan la hipotesis de la presencia de este mecanismo de regulacion por hierro en distintas
bacterias Gram-positivas.

Finalmente, se describe la posible presencia de un mecanismo de antiterminacion de la
transcripciéon en dependencia directa de un tRNA especifico, en el operon argS-lys4 de
B. lactofermentum, que a su vez regula la ruta biosintética de lisina en funcién de la presencia de
arginina. Estos mecanismos de antiterminacion estdn ampliamente distribuidos entre genes de

aminoacil-tRNA sintetasas y genes para biosintesis de aminoacidos en bacterias Gram-positivas.
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1. Factores sigma en Brevibacterium lactofermentum

En esta memoria se ha descrito la identificacion de cuatro sefiales de hibridacion rpoD en el
cromosoma de B. lactofermentum, lo que ha permitido la posterior clonacion y secuenciacion de los
genes sigA y sigB, que codifican factores S principales de la RNA polimerasa (Oguiza et al., 1995b).
Las secuencias de aminoacidos de las proteinas SigA y SigB presentan altos valores de similaridad con
factores s de géneros relacionados (Mycobacterium, Streptomyces) y mantienen los dominios
conservados de los factores S de la familia Sigma-70.

La mayor conservacion de las regiones de unién a DNA (subregiones 2.4 y 4.2) entre la
proteina SigA y otros factores S principales, asi como la expresion predominante del gen sig4 durante
la fase exponencial de crecimiento temprana, permiten considerar la posibilidad de que la proteina
SigA corresponda al factor s principal de la RNA polimerasa de corinebacterias, que confiere a la
holoenzima la especificidad de reconocer promotores de Tipo I. La posible funcion del factor s SigB
resulta mas compleja de establecer. La proteina SigB, a pesar de carecer practicamente de subregion
1.1, presenta una alta similitud con factores S principales y dominios de union a DNA idénticos con la
proteina SigA. A su vez la transcripcion del gen sigB sigue una pauta casi idéntica a la del gen sigA4.
Todo ello parece indicar que ambos factores S, SigA y SigB, dirigen a la RNA polimerasa al
reconocimiento de un mismo tipo de promotores (7ipo I), pero las diferencias en la subregion 1.1

pueden conferir diferentes afinidades o especificidades por algun grupo o grupos de estos promotores.

2. Regulacion mediante el represor DtxR de B. lactofermentum en presencia

de metales

A partir de la identificacion en la region 3” del gen sigB de B. lactofermentum de un gen estructural
homologo al dtxR de C. diphtheriae, se procedié a investigar la posible existencia de un sistema
regulador similar al represor de la toxina de la difteria (DtxR) en B. lactofermentum (Oguiza et al.,
1995a). El represor de la toxina de la difteria (DtxR) es un regulador global que controla la
transcripcion del gen fox y de genes que participan en la biosintesis de sideroforos en C. diphtheriae,
en dependencia directa de la presencia de hierro. El producto del gen dtxR de B. lactofermentum es
immunoreactivo frente a anticuerpos policlonales anti-DtxR de C. diphtheriae y funciona como un
elemento represor activado por hierro capaz de regular la expresion de la enzima b-galactosidasa a
partir de una fusion transcripcional del promotor/operador tox (toxPO-lacZ) en E. coli. Ademads, en
presencia de concentraciones crecientes del quelante 2-2” dipiridil se ha observado que la induccion
del gen lacZ bajo el control de la proteina DtxR es idéntica en células que expresan la proteina DtxR
de C. diphtheriae o B. lactofermentum.

También se ha demostrado la unién de la proteina recombinante DtxR de B. lactofermentum al
promotor/operador tox de C. diphtheriae mediante un ensayo de retraso en geles de poliacrilamida.

Esta interaccion es especifica y dependiente de una elevada concentraciéon de iones metalicos
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divalentes en la mezcla de reaccion. También se observa proteccion de la digestion por DNasa I de la
secuencia palindromica del promotor/operador tox de C. diphtheriae por la proteina recombinante
DtxR de B. lactofermentum activada por iones metalicos divalentes (N©'). La proteina DtxR activada
de B. lactofermentum se une al promotor/operador fox protegiendo 31 nucledtidos en la cadena
codificante y 26 nucleétidos en la cadena no codificante de la digestion por DNasa 1. Esta region
protegida corresponde a la secuencia palindromica de 27 bp interrumpida en el promotor/operador fox
de C. diphtheriae.

Estos resultados apoyan la hipotesis de la existencia de una familia de elementos reguladores
activados por iones metalicos relacionados al DtxR, al menos en algunas especies de bacterias
Gram-positivas relacionadas con corinebacterias (Mycobacterium, Streptomyces). Estas proteinas
probablemente constituyan una familia con dominios similares de union a DNA, dominios similares de

activacion por iones metalicos y reconocimiento de secuencias operadoras similares.

3. Regulacion mediante antiterminacion en el operon argS-lysA de

B. lactofermentum

Durante la clonacién de genes especificos de la biosintesis de lisina, en concreto del gen lys4 de
B. lactofermentum, se identifico en la region 3" del gen [ysA4 el gen argS que codifica la enzima arginil-
tRNA sintetasa (Oguiza et al., 1993). La comparacién de la ArgRS con otras aminoacil-tRNA
sintetasas permitio la asignacion de los dominios conservados HIGH y KMSKS vy su clasificacion
como una aaRS de Clase I. La expresion del gen argS en B. lactofermentum y en E. coli provoca un
aumento en la actividad ArgRS, correlacionado con la observacion mediante SDS-PAGE de una clara
banda proteica del tamafio esperado para esta enzima. Intentos de disrupcion del gen argS de
B. lactofermentum resultaron infructuosos, probablemente debido a que el producto del gen argS es
esencial para el crecimiento celular.

El analisis transcripcional de los genes argS'y lys4 de B. lactofermentum muestra que ambos
genes se transcriben conjuntamente en forma de un Unico transcrito. El acoplamiento de la
transcripcion de los genes argS y lysA de B. lactofermentum indica que la arginina desempefia un
papel importante en la regulacion de la via biosintética de lisina, lo cual esta apoyado por el hecho de
que la expresion de este operon esta fuertemente inducida por arginina (aproximadamente tres
ordenes). La presencia de esta unién metabolica entre la biosintesis de lisina y la sintesis proteica
puede explicarse por la existencia de un mecanismo comun de regulaciéon mediante antiterminacion de
la transcripcion, similar al observado en bacterias Gram-positivas para genes que codifican las aaRSs
y/o genes implicados en la biosintesis de aminoacidos. La region del mRNA lider del operén argS-
lysA presenta elementos estructurales fuertemente conservados, que pueden permitir la terminacion o
antiterminacion de la transcripcion del operdn argS-lysA en funcion de la presencia o ausencia de

arginina, respectivamente.
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4. Perspectivas futuras

En esta memoria se han presentado resultados iniciales sobre el estudio de varios mecanismos de
control transcripcional en corinebacterias, pero estd investigacion estd aun lejos de completarse. A
continuacion se indican algunos de los aspectos por los que se pueden canalizar las investigaciones
futuras.

Una aproximacion complementaria a la determinacion de los factores S de corinebacterias es
el desarrollo de un sistema de transcripcion in vitro, a partir de la purificacion del nicleo de la RNA
polimerasa y de los factores S SigA y SigB. Mediante ensayos de reconstitucion de la holoenzima con
cada factorfs, permitirian observar la actividad de inicio de la transcripcion a partir de diferentes
promotores de corinebacterias y contrastar la especificidad de transcripcion dependiente de SigA y
SigB. Esto a su vez permitiria una clasificacion de los promotores de corinebacterias.

También es de interés el conocimiento de la funciéon normal de la proteina DtxR en
corinebacterias. Hasta el momento, s6lo se ha demostrado que la proteina DtxR estd implicada en la
regulacion del gen tox y de algunos genes del sistema de asimilacion de hierro. Pero la proteina DtxR
debe funcionar como un elemento regulador global que controla la expresion de un gran nimero de
genes en el cromosoma. Aunque virtualmente no se conoce nada de la naturaleza global de la
regulaciéon génica mediada por la proteina DtxR en corinebacterias, la clonacion de secuencias
reguladoras adicionales podria ser muy util. Se podrian emplear multiples aproximaciones en la
clonacion de secuencias de union de la proteina DtxR y de los genes asociados a ellas. Una de ellas
podria ser el analisis de genotecas de DNA cromosomico utilizando como sondas de hibridacion
oligonucledtidos correspondientes a la secuencia consenso de unidon de la proteina DtxR (Tao y
Murphy, 1994). Otra alternativa seria el empleo de un sistema bidimensional de retraso en geles para
el analisis de secuencias de union de la proteina DtxR en digestiones de DNA cromosoémico, para ello
se dispone de la proteina DtxR purificada. La caracterizacion de los genes estructurales
correspondientes, proporcionaria nueva informacion sobre la regulacion global desempenada por la
proteina DtxR tanto en corinebacterias patdgenas como no patégenas.

En relacion al mecanismo de antiterminacion de la transcripcion en el operon argS-JysA, seria
necesaria la comprobacion directa de la induccion de la antiterminacion por la limitacion del
aminoacido arginina. Esto se podria llevar a cabo mediante el analisis de la expresion de fusiones
transcripcionales argS-lacZ en condiciones de limitacion de arginina. La mutagénesis de los
determinantes especificos en la secuencia del mRNA lider: el codon especifico de arginina (CGC), la
secuencia conservada de la "T box" y la estructura antiterminadora, también deben permitir observar

alteraciones en la respuesta a la limitacion de arginina.



7. CONCLUSIONES

1.  Se han identificado cuatro sefiales de hibridacion rpoD en el cromosoma de B. lactofermentum.

Dos genes, sigAd y sigB, que codifican factores sigma principales de la RNA polimerasa han sido
clonados y secuenciados. El gen sigd de B. lactofermentum esta formado por 1494 bp y codifica
una proteina deducida de 497 aminoacidos y Mr de 54.8 kDa. El gen sigB, de 1089 bp, codifica
una proteina de 331 aminoacidos y Mr de 37.5 kDa. Las proteinas SigA y SigB presentan los

dominios conservados caracteristicos de la familia Sigma-70.
2.  El gen sigB se encuentra localizado en el cromosoma de B. lactofermentum en la region ORF1-

sigB-dtxR-galE. El gen ORF1 consta de 435 bp y codifica un producto génico de
144 aminoacidos y Mr de 15.1 kDa de funcion desconocida. El gen dtxR, de 687 bp, codifica
una proteina de 228 aminoacidos y Mr de 25.4 kDa, homologa al represor de la toxina de la
difteria, DtxR, de Corynebacterium diphtheriae. El gen galE codifica una proteina de
329 aminoacidos y Mr de 35.4 kDa. La proteina GalE de B. lactofermentum es altamente similar
a enzimas UDP-galactosa 4-epimerasas de bacterias Gram-positivas, implicadas en la

conversion reversible de UDP-galactosa en UDP-glucosa en el catabolismo de galactosa.

3. El gen sigd de B. lactofermentum se transcribe como un mRNA monocistronico de 1.7 kb, en
tanto que la transcripcion del gen sigB da lugar a dos transcritos de 1.1 y 1.5 kb. La
transcripcion de los genes sigA y sigB en funcion de las fases de crecimiento en medio complejo
presenta una pauta similar: los mRNAs de estos genes estan presentes a lo largo de la fase de
crecimiento exponencial cesando su transcripcion al alcanzarse la fase estacionaria.

4. Los genes dixR y galE de B. lactofermentum, separados por 6 bp, forman un operén que se

transcribe en forma de un mRNA bicistronico de 1.8 kb. A partir del gen dfxR se originan otros
dos mRNAs adicionales de 0.7 y 1.3 kb. La transcripcion de estos genes en medio complejo, de
modo similar que la de los genes sigd y sigB, también es funcion del crecimiento celular: la
transcripcion tiene lugar durante la fase de crecimiento exponencial y se detiene en la fase de

crecimiento estacionario.
5. Laproteina DtxR de B. lactofermentum es inmunoreactiva frente a anticuerpos policlonales anti-

DtxR de C. diphtheriae y funciona como un elemento represor activado por hierro capaz de
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regular la expresion de la enzima b-galactosidasa a partir de una fusion transcripcional del
promotor/operador tox (toxPO-lacZ) en E. coli. En presencia de concentraciones crecientes del
quelante 2-2" dipiridil la induccion del gen lacZ bajo el control de la proteina DtxR es idéntica

en células expresando la proteina DtxR de C. diphtheriaey de B. lactofermentum.
La proteina recombinante DtxR de B. lactofermentum purificada mediante cromatografia de

inmunoafinidad se une especificamente a la region promotora/operadora tox de C. diphtheriae
en presencia de iones metalicos (Mn’"). Asimismo, la proteina recombinante DtxR de
B. lactofermentum activada por iones metalicos (Ni’") protege la secuencia palindromica del
promotor/operador fox de la digestion por DNasa I. La proteccion sobre la secuencia
palindrémica de 27 bp interrumpida en el promotor/operador tox de C. diphtheriae es de
31 nucleotidos en la cadena codificante y 26 nucledtidos en la cadena no codificante. Nuestros
resultados indican la existencia de una familia de elementos reguladores activados por iones
metalicos relacionados con el DtxR, distribuida al menos en algunos generos de bacterias Gram-
positivas tales como corinebacterias, micobacterias y Streptomyces. Estas proteinas compartirian
dominios similares de union a DNA, dominios similares de activacion por iones metalicos y

reconocimiento de secuencias operadoras similares.
En la region 3" del gen /ysA4 se encuentra localizado el gen argS de B. lactofermentum que

codifica una arginil-tRNA sintetasa. Esta proteina de 550 aminoacidos y Mr de 59.8 kDa,
presenta dominios conservados caracteristicos (HIGH y KMSKS) de la Clase I de aminoacil-
tRNA sintetasas. La disrupcion del gen argS de B. lactofermentum no ha sido posible,
probablemente debido a que la proteina arginil-tRNA sintetasa es esencial para el crecimiento

celular.
Los genes argS'y lysA de B. lactofermentum forman un operon que se transcribe en un unico

transcrito de 3.0 kb. La expresion del operon argS-IysA esta ligeramente reprimida por lisina y

fuertemente inducida por arginina.
En la region correspondiente al mRNA lider que precede al operon argS-lysA de

B. lactofermentum, se han identificado elementos estructurales conservados, similares a los
observados para mecanismos de antiterminacion de la transcripcion de bacterias Gram-positivas.
Este mecanismo puede permitir la terminacion o antiterminacion de la transcripcion del operon
argS-lysA en funcion de la presencia o ausencia de arginina, respectivamente. Esta interaccion
metabolica por medio de un mismo mecanismo de regulacién puede acoplar la biosintesis de

lisina a los requerimientos necesarios para la sintesis proteica.
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