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ABREVIATURAS

Ap ampicilina

Cm cloranfenicol

Da dalton

D.O. densidad Optica

his histidina

Kb kilobases (kilo—par de bases)
kDa kilodalton

Km kanamicina

leu leucina

Nx acido nalidixico

ONPG orto-nitrofenil-f-D-galactésido
pro prolina

Sm estreptomicina

Tc tetraciclina

thr treonina

Xgal 5-bromo-4—cloro~3-indolil-f-D-galactésido



1. INTRODUCCION
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1.1.-LLAS MICROCINAS.

Las microcinas constituyen una familia de antibidticos peptidicos de bajo peso
molecular producidos por diversas especies de enterobacterias. Fueron descubiertas durante
los estudios encaminados a caracterizar sustancias antibiéticas producidas por microorganismos
intestinales, posiblemente implicadas en los sucesivos desplazamientos microbianos que
ocurren en la flora intestinal humana (Asensio et al., 1976). Sc definieron inicialmente como
aquellas sustancias producidas por bacterias Gram-negativas capaces de pasar a través de una
membrana de celofan e inhibir el crecimiento de una cepa indicadora de E.coli (Asensio et
al.,1976). Se distinguen de las colicinas por su menor peso molecular (menos dc 10 kDa) y
debido a que su sintesis no es inducida por las condiciones que disparan el sistema de
reparacion S.0.S, sino que ocurre durante la entrada de las células en la fase estacionaria del
crecimiento.

Estudios bioquimicos y de inmunidad cruzada de las cepas microcinogénicas han
permitido clasificarlas en seis grupos (A, B, C, D, E y H) (Baquero y Moreno, 1984; Lavifa
et al, 1990). Los determinantes genéticos de produccién e inmunidad a las microcinas se
encuentran generalmente en plasmidos (Baquero y Moreno, 1984); s6lo en el caso de la
microcina H47 (grupo H) los determinantes genéticos de produccion e inmunidad estan en el
cromosoma (Laviiia et al., 1990; Gaggero et al., 1993).

Otras sustancias con actividad antibi6tica, inicialmente clasificadas como colicinas, se
pueden incluir dentro del grupo de las microcinas: asi, la sustancia conocida como colicina
X es en realidad microcina B17 (San Milldn er al ., 1987); también estarian incluidas dentro

de este grupo la colicina V (Kolter y Moreno, 1992) y la colicina G (J. Blazquez,



comunicacion personal).

Hay que destacar por ditimo que el estudio de las microcinas, inicialmente de
naturaleza ccolégica, se ha ido ampliando y diversificando, de tal manera que ha servido como
modelo de estudio de difcrentes aspectos de la fisiologia y genética bacteriana: ha permitido
analizar los determinantes genéticos implicados en la biosintesis de pequefias moleculas
antibi6ticas, ha servido de modelo para el andlisis de la secrecion, entrada y modo de accion
de moléculas peptidicas, y ha facilitado el estudio de la base genética que subyacc a la
produccién de las mismas en fase estacionaria del crecimiento. Este estudio, actualmente en
curso, puede aportar luz a varios sucesos que ocurren en esta fase, uno de los periodos peor

comprendidos del ciclo de crecimiento bacteriano.

1.2.- LA MICROCINA B17.

La microcina B17 (MccB17), representante de las microcinas del grupo B, es un
antibi6tico péptidico de 3200 Da, termoresistente, v no susceptible a pHs extremos (Herrero
y Moreno, 1986).

El estudio del modo de accién de la microcina B17 se ha efectuado mediante
aislamiento y caracterizacién de mutantes de E.coli resistentes al antibiftico, lo que ha
permitido definir las vias de entrada y el blanco de accién del mismo.

La entrada al interior celular estaria facilitada inicialmente por la porina de la
membrana externa OmpF, puesto que mutantes cromosémicos en ompF (el gen estructural)
o en ompR (gen regulador del anterior) resisten a concentraciones moderadas de microcina

B17. El producto codificado por el gen sbmA, una proteina localizada en la membrana interna,



cstaria implicado en la importacién final de la microcina B17 al interior celular (Mayo y
Moreno, en preparacion). Mutaciones en sbmd confieren resistencia total a la microcina B17
(Lavina et al., 1986).

Una vez dentro de las células, la microcina B17 ejerce su accién bactericida a través
de la inhibicién de la sintesis del DNA. Como consecuencia de esta inhibicion se induce el
sistema S.0.S de reparacién y después ocurre la degradacion masiva del DNA (Herrero y
Moreno, 1986}. El blanco de la accidn intracelular de la microcina B17 es la DNA girasa
(Vizan et al, 1991). El mecanismo de accién es similar al de otros antibi6ticos inhibidores
de la DNA girasa tales como las quinolonas. Este grupo de sustancias actian sobre un
intermedio de reaccién al que se denomina "complejo cortable” (cleavable complex). la

microcina MccB17 es el primer antibiftico de naturaleza peptidica que muestra tales

propiedades.

1.2.1.- El sistema de producciéon del antibidtico: determinantes plasmidicos y
cromosomicos.

La microcina B17 estd producida por cepas de E.coli que portan el plasmido
conjugativo pMccB17 de 70 Kb, presente en una o dos copias por célula y perteneciente al
grupo de incompatibilidad IncFII (Baquero et al, 1978). Los determinantes genéticos de
produccién ¢ inmunidad al antibi6tico se agrupan en un operén constituido por siete genes
denominados mchABCDEFG (San Millan et al., 1985a y 1985b; Genilloud er al, 1989)

(Figura 1.1A).



mcbA codifica el precursor de la microcina B17, un polipéptido de 69 aminoacidos que
sufre un complicado procesamiento post-traduccional para rendir la molécula de MccB17
madura. Tal procesamiento implica una serie de etapas secuenciales de modificacion quimica
de naturaleza desconocida, plegamiento y escision endoproteolitica del precursor, con la
consiguiente eliminacién de los 26 residuos N~terminales (Davagnino et al,, 1986; Yorgey et
al,, 1993). Recientemente s¢ ha descrito que la molécula madura, de 43 aminoécidos, de los
cuales 26 son residuos de glicina (60 %), tiene varios croméforos unidos covalentemente
(Yorgey et al., 1993).

Los productos de los tres genes siguientes (mcbBCD) estan implicados en la
produccion del antibiético, participando en el proceso sccuencial de maduracion (modificacion
y plegamiento) del producto primario codificado por el gen mcbA4 (Yorgey et al,, 1993}). La
inactivacién de cualquiera de estos genes conduce a la ausencia de actividad antibidtica (San
Millén et al, 1985a y 1985b). Sin embargo, atin falta por asignar funciones especificas a cada
uno de sus productos. Recientemente, una alta homologia de secuencia (80%) ha sido
encontrada entre McbC y TifxB, el producto del gen #fxB, el cual estd implicado en la
produccion del antibiético peptidico bactericida Trifolitoxina (TFX), producido por la estirpe
T2Y de Rhizobium leguminosarum (Breil et al, 1993). Esta observacion sugiere que ambos
péptidos comparten una etapa similar en el proceso de maduracion.

La produccién del antibi6tico requiere también el gen cromosémico pmbA, cuyo
producto, una proteina de 50 KDa, estaria posiblemente implicado en la maduracién del
antibidtico, habiéndose sugerido que esta funcién podria consistir en la escisién del precursor

McbA para la eliminacion de los 26 residuos N-terminales del precursor McbA (Rodriguez-
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Sainz et al., 1990).

Los genes mcbEFG codifican las funciones de inmunidad a la microcina B17. Dos
mecanismos complementarios son responsables de la misma. El primero se debe a los
productos de los genes mcbEF. El anélisis de la secuencia de aminoacidos deducida de la
secuencia nucleotidica ha indicado que McbE seria una proteina integral de la membrana ci-
topldsmica, mientras que McbF seria posiblemente una ATPasa. Esta observaci6n ha permitido
sugerir que estas dos proteinas constituirian una "bomba" situada en la membrana interna que
estarfa encargada de exportar activamente la microcina a través de la misma (Garrido ef al,,
1988).

El otro sistema de inmunidad estaria mediado por ¢l producto del gen mchG, a través
de un mecanismo atin no determinado, aunque se ha sugerido que podria consistir en una

proteccidn mas directa del blanco de la microcina B17 (Garrido ef al., 1988).

1.2.2.~ Regulacion de la expresion génica del operon mcb en fase estacionaria.

La produccién de la microcina B17 tiene lugar en la fase estacionaria del crecimiento.
Esta produccion es una consccuencia de la expresion de los genes mcb en esta fase del ciclo
de crecimiento.

La aplicaci6n de la técnica de mapeo S1 y el estudio de la expresion de fusiones meb~
lacZ han permitido establecer que todos los genes mcb son transcritos en la misma direccion
a partir del promotor Pmch, que esta localizado unas 60 pares de bases delante del gen

estructural mcbA (Hernandez—-Chico et al., 1986; Connell er al., 1987; Genilloud et al., 1989)

(Fig 1.1A).



Un segundo promotor P2, que estd localizado dentro del gen mcbC, dirige la
transcripcion de mebD y de los genes situados detrds, aunque la mayoria de la transcripcion

(80-90%) de los genes distales esta dirigida a partir de Pmcb (Genilloud et al., 1989).

1.2.2.1.- Regulacion del promotor Pmcbh.

El promotor Pmcbh es un ejemplo tipico de un grupo de promotores denominados co-
lectivamente "gearbox", cuyo nivel de expresién es inversamente proporcional al ritmo de
crecimiento (Vicente et af, 1991). Estos promotores tienen una secuencia de DNA
caracteristica, altamente conservada dentro del grupo, alrededor de las regiones —10 y -35 del
promotor (Vicente et al, 1990) (Fig 1.1A).

La expresién del operén mch a partir del promotor Pmcb tiene lugar cuando los
cultivos entran en la fase estacionaria del crecimiento (Hernandez—chico et al., 1986; Connell
et al., 1987). Los productos de varios genes cromosdmicos regulan positiva (OmpR, IHF) o
negativamente (MprA) esta expresion.

La expresién Optima del operén mcb en fase estacionaria, estimada a partir de la
actividad P-galactosidasa de fusiones mcb-lacZ, requiere el activador OmpR. Esta proteina
de unién al DNA pertencce a la amplia familia de proteinas que constituyen ¢l componente
regulador en los sistemas sensor-regulador de procariotas, los cuales estdn implicadas en la
transmision de sefiales ambientales al interior celular (Stock et al., 1990; Parkinson S.J., 1993).
El par EnvZ-OmpR es un ejemplo tipico de esta familia. EnvZ (sensor) es una proteina
histidina quinasa (HPK)/fosfatasa que se encuentra situada en la membrana interna de la

célula. Dependiendo de la osmolaridad del medio, EnvZ controla los niveles de fosforilacién



de OmpR (regulador). Segin su estado de fosforilacion, esta dltima proteina regula
diferencialmente, activando o reprimiendo, la transcripcién de los genes que codifican las
porinas OmpC y OmpF (Mizuno y Mizushima, 1990).

El estudio de la cxpresién de una fusion mcbA-lacZ en contexto deficientc en OmpR,
asi como del efecto de la delecion de los presuntos sitios de union a OmpR en el promotor
Pmchb. (ver Figura 1.1A), han permitido concluir que Pmcb estaria organizado en dos regiones
funcionales: una comprendida entre las posiciones +1 v —54 que seria responsable de la
induccién de Pmcb en fase estacionaria, y otra situada entre ~54 y -166, requerida para que
OmpR cjerza su cfecto de activacion (Fig 1.1A). Este efecto de activacién repercute en un
aumento de los niveles de expresién de mcb obtenidos tanto en la fase exponencial como en
la fase estacionaria (Bohannon ef al, 1991}

El segundo regulador positivo de la expresién del operén mcb es el factor de
integracién del huésped (IHF). Se trata de una proteina heterodimérica (af}), del tipo "histone—
like", que se une a secuencias especificas de DNA, induciendo una fuerte curvatura en las
mismas. Este modo de union al DNA le permite participar en diversos procesos, tales como
la recombinacion especifica de sitio (integracién del DNA del bacteri6fago A en el cromosoma
bacteriano); la transposicion (IS1, Tnl0); la regulacién de la expresién génica tanto a nivel
transcripcional como postransduccional; la replicacion, y otros procesos celulares (revisado en
Friedman, 1988; Freundlich et al,, 1992).

Mutaciones en los genes himA4 y himD, los cuales codifican respectivamente las
subunidades o y B del IHF, provocan un fuerte descenso en los niveles de actividad de una

fusién mcbA-lacZ, anulando la induccién en fase estacionaria. Este descenso se acompaia



ademas de una fuerte disminucién de la produccién de microcina B17. Estos resultados han
sugerido la posibilidad de que IHF controle directa o indirectamente la expresion del operon
mcb (del Castillo, 1., Tesis Doctoral}. En la figura 1.1A se seiialan los posibles sitios de union
de [HF a Pmcb que pudieran ser utilizados en la regulacion de la expresion de los genes mich.

Por ultimo, un regulador negativo del operén Pmcbd es ¢l producto del gen mprd,
situado en el minuto 57.5 del mapa genético de £. coli. Fue identificado porque en alto
nimero de copias reducia {a produccién de microcina B17. Posteriormente se comprobo que
esta reduccion se correlacionaba con la represion de la expresién en fase estacionaria de
fusiones mcb~lac tanto de operones como de proteinas (del Castillo I. er al, 1990). La
obtencién de mutantes nulos (MprA~), en los que se observa una fuerte desrepresién de dichas
fusiones a lo largo de todo el ciclo de crecimiento, indica que MprA es un regulador negativo

de la transcripcion del operén mcb, a nivel del promotor Pmcb (del Castillo et al, 1991).

1.3.- LA MICROCINA C7.

La microcina C7 (MccC7) es un heptapéptido que tiene modificados los extremos N
y C terminales (Garcia~Bustos et al,, 1985). La microcina C7 inhibe la sintesis de proteinas
(Garcia-Bustos et al,, 1984). Recientemente se ha determinado que el residuo de metionina
N-terminal se halla formilado, mientras que el residuo C-terminal (Asp) llevaria un

sustituyente complejo, en cuya composicion se encuentra un nucleétido. (J. L. San Millan y

J. E. Gonzélez—-Pastor, comunicacién personal).
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1.3.1.- El sistema genético de produccién e inmunidad.

La microcina C7 (MccC7) es producida por células portadoras del plasmido de 43 Kb
pMccC7, perteneciente al grupo de incompatibilidad IncX (Novoa et al, 1986). Los
determinantes genéticos para la producci6n e inmunidad a la microcina estdn contenidos en
un segmento de 6.5 Kb del pMccC7 (J. E. Gonzalez—Pastor comunicacion personal). Dentro
de estc segmento se definieron originalmente por estudios de complementacion cuatro
regiones, «, B, y vy & (Novoa ef al, 1986). Recientemente se ha completado la determinacion
de su secuencia, lo que ha permitido establecer el esquema de organizacion del sistema
genético mcc representado en la figura 1.1B (Gonzélez—Pastor J. E., comunicacion personal).
Al examinar la secuencia de DNA inmediatamente delante de [a region «, se detectd un
cuadro de lectura abierta (ORF) de 21 nucle6tidos que codifica una secuencia de aminoécidos
cas] idéntica a la del heptapéptido de la microcina C7 (Asn en vez de Asp en la posicién 7).
Recientemente se ha podido demostrar que este ORF es en realidad el gen estructural de la
microcina C7 (Gonzalcz—Pastor et al., en preparacién). En las regiones  y y s¢ encuentran
localizados los genes mccB y mccD, respectivamente, cuyos productos estdn implicados en la
produccién del antibiGtico. Por otra parte, en las regiones B y & se encuentran situados los
genes mccC y mecE, respectivamente. MccC y MccE estarian implicados tanto en la
produccién como en la inmunidad a la microcina C7. Por dltimo, MccF, producto del gen

mccF, solamente conferiria inmunidad al antibiotico (Fig 1.1B).
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1.3.2.— Regulacién de la expresién del operén mccABC en fase estacionaria.

Los genes mcc4ABC constituyen un operén cuya cxpresion tiene lugar en la fase
estacionaria del crecimiento (Fig 1.1B). La transcripcién en esta fase esta dirigida por el
promotor principal Pmcc situado al principio del operén (Gonzalez—Pastor ef al., manuscrito
en preparacion). Pmcc dirige la transcripcion de los genes proximales situados en las regiones
inicialmente denominadas a y § (mcc4ABC), aunque no se conoce si la transcripcion de los
genes mds distales del operdn se origina también en Pmcc (Fig 1.1B).

El promotor Pmcc es regulado positivamente por los productos de los genes crp y rpoS
{appR). El gen crp codifica la proteina receptora de AMPc (CRP, también conocida como
CAP). La actividad de CRP esté regulada por la concentracion de AMPc, la cual a su vez esta
modulada por la fuente de cartbono en la que las células crecen. Cuando las células son
cultivadas en fuentes de carbono pobres, sube la concentracion de AMPc, que se une a CRP
produciendo un cambio conformacional en la proteina, que le permite unirse a sitios
localizados dentro o cercanos a los promotores que controla, para activar o reprimir la
transcripcion (Para revision, de Crombrugghe et gl, 1984; Botsford et al., 1992; Kolb et
al.,1993). Una mutacidn de delecién del gen crp (Acrp-39) provoca que la expresién de una
fusién mccB~lacZ sea totalmente nula en fase estacionaria (Gonzalez~Pastor et al, en
preparacion).

El locus appR fuc identificado originalmente como un gen regulador cuyo producto era
necesario para activar la expresion en fase estacionaria de appA, el gen estructural de la
fosfatasa acida (AppA) (Touati ef al,, 1986). Mutaciones en appR provocan un fuerte descenso

en los niveles de produccion de la microcina C7 y en la expresion en fase estacionaria de una
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fusién mccB—-lacZ (Diaz—Guerra et al,, 1989). Estos resultados sugerian que AppR era un
activador requerido para la expresién 6ptima de los genes mcc cn fase estacionaria.

Las mutaciones en el locus appR, katF, nur, csi—2, han sido identificadas como alélicas
de un gen conocido con el nombre de rpoS (Lange y Hengge—Aronis, 1991). La alta
homologia de RpoS con los factores sigmas vegetativos de la RNA polimerasa (Mulvey y
Loewen, 1989; Lonetto et al, 1992) habia permitido sugerir que RpoS seria un factor sigma
alternativo utilizado por [a RNA polimerasa para la expresién de genes expresados en la fase
estacionaria del crecimiento y/0 en condiciones de deprivacién de nutrientes (Lange y
Hengge—Aronis, 1991). Recientemente ha sido demostrado, medijante estudios de transcripci6én
in vitro, que el producto del gen rpoS es realmente un factor sigma utilizado por la RNA

polimerasa, denominado indistintamente ¢° o o (Tanaka ef al ., 1993).

1.4.- OBJETIVOS DEL TRABAJO.

Como ya se ha comentado en los parrafos anteriores, estudios previos realizados en
nuestro laboratorio habian permitido identificar varios genes cromosémicos cuyos productos
estan implicados en la regulacién de la expresién del operén mcb o del operon mcc. Sin
embargo, ain no se habia identificado ninguna funcién cromos6mica cuya ausencia por
mutacion afectara a la vez a la expresion de ambos sistemas. Dado que la expresion de los dos
operones s¢ induce en la fase estacionaria del crecimiento, era razonable hipotetizar que
existieran genes que controlaran la expresién de ambos sistemas durante dicha fase. Con el

objeto de identificar esos hipotéticos genes, se procedi6 al aislamiento de mutantes por
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insercion del transposén Tni@ que tuvieran afectadas tanto la produccién de microcina C7
como la expresion de la fusion mcbA-lacZ. Los resultados obtenidos se presentan en los
apartados 4.1-4.6.

Por otra parte, consideramos interesante buscar presuntos reguladores negativos de la
expresién del operén mcce. Con este objetivo, se procedi6 a clonar fragmentos del cromosoma
de E.coli en un vector multicopia. La idea subyacente era buscar genes, en principio silvestres,
que en alto nimero de copias regulasen negativamente la expresion de una fusién mccB-lacZ.
Esta cstrategia ha sido utilizada previamente en nuestro laboratorio para buscar reguladores
negativos del operén mcb, v ha permitido identificar el gen mprd4 (del Castillo et al, 1990)

{(ver apartado 1.2.2.1}. Los resultados de este trabajo se presentan en el apartado 4.7.
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Fig 1.1.- A) Esquema de la organizacién de los genes mcb {microcina B17). Se representa
la secuencia de DNA del promotor Pmcb v zonas adyacentes. Se han subrayado las regiones
-10 y -35, los posibles sitios de unién de las proteinas activadoras OmpR (Geniiloud et al,,
1989; Bohannon er al,, 1991) y IHF (del Castillo ., Tesis doctoral}, asi como ia secuencia de
tipo "gearbox” (Vicente ef al, 1990). B) Esquema de la organizacién de los genes mcc

(microcina C7). El promotor Pmcc dirige la transcripcion de los genes mccABC.
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2.1.- Estirpes bacterianas, plasmidos y bacteriofagos.

Las estirpes bacterianas, plasmidos y bacteriéfagos utilizados en este trabajo se describen

en la Tabla 2.1.

2.2.— Medios de cultivo.

El medio rico LB (Luria-Bertani) vy ¢l medio minimo M63, tanto sélidos (placas) como
liquidos, fueron preparados como se describe en Miller (1972). El medio minimo liquido (por
litro) fue suplementado con 10 ml de glucosa 20%, 1 ml de vitamina B1 lmg/ml, y 1 ml de
MgS0, 1M. El medio LBON fue preparado omitiendo el NaCl de la composicion descrita para
el LB. Los medios P1 y P75, utilizados para la preparacion de los lisados de Plvir y A370

respectivamente, asi como el medio rico 2XTY, utilizado para cultivar la estirpe 71-18, fueron

preparados segin Miller (1972).

2.3.- Antibiéticos e indicadores.

Los antibioticos fueron utilizados a las siguientes concentraciones finales (ug/ml):
ampicilina (Ap), 40; kanamicina (Km), 30; cloranfenicol (Cm), 30; tetraciclina (T¢), 20
(generalmente) o 4 (para el clonado del Tnl0 con mini-MudIl4042 (ver secci6n 3.3);
bleomicina (ble), 15; estreptomicina (Sm), 20. El indicador 5~bromo-4—cloro-3-indolil-p-D-

galactosido (X-gal) fue afiadido a las placas a una concentracién final de 50 pg/mi.
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Tabla 2.1. Lista de estirpes de E.coli K12, plasmidos y bacteriéfagos utilizados en este

Estirpes Genotipo/Fenotipo Fuente y /o Referencia
BM21 F gyrd (A" Coleccion del Laboratorio
IMG89 RYC150 Ans—90:: Tnl(pMMS550) Este trabajo
IMGY0 RYC150 hns—90::Tnl0 Este trabajo
IMG92 pop3000 hns-90::Tnl0 Este trabajo
IMG93 KL16 hns—90::Tnl0 Este trabajo
IMG94 K114 hns-90::Tnl0 Este trabajo
IMGY6 p03001.6 Ans-90::Tnl0 Este trabajo
IMG100 MC4100 Ans-90::Tni0 Este trabajo
IMG102 MC4100 rpoS::Kan Este trabajo
IMG103 IMG102 hns-90:"Tnl0 Este trabajo
IMG104 SBS688 hns—90::Tnl0 Este trabajo
IMG200 MC4100 hnr-1::Kan Este trabajo
IMG300 IMG200 hns-90::Tnl0 Este trabajo
1C7623 F~ thr leu proA2 lacY] galR his
argE rpsl. supE mil syl recB21
recC22 sbeB15 pil” Winans et al. (1985)

KL14 Hfr thil rell Coleccion del Laboratorio
KL16 Hfr thil rell Coleccién del Laboratorio
MC4100 F~ A(argF-lac)U169 araD139 flbB5301

fruA25 relAl rpsL150 rbsR Coleccion del Laboratorio
pop3000 HfrH Coleccioén del Laboratorio
pop3001.6 MC4100 malT::Mu cts Coleccion del Laboratorio
RYC1000 MC4100 Arbs7 recA56 gyrA Coleccion del Laboratorio
RYC22 F thr leu proA his4 argE thid Coleccidn del laboratorio

gal xyl lacY rpsL gyrA Coleccién del laboratorio
RYC150 MC4100 A, .. P(mcbA-lacZ)37 Coleccibn del Laboratorio
SBS688 MC4100 Acrp-39 P. L. Boquet
W3110 F IN(rrnD—rrnE)1 Coleccion del Laboratorio
ZK126

W3110 A(argF-lacyU169 tna-2

Bohannon et al. (1991)
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ZK1000 ZK126 rpoS::Kan Bohannon et al. (1991)
71-18 A(pro-lac) thi supE (F'
proAB lact lacZAM15) Messing 1983

Bacteriofagos Genotipo/Fenotipo Fuente y/o Referencia
Plvir Coleccitn del Laboratorio
Tula Coleccion del Laboratorio
hvir Coleccion del Laboratorio
DBWwir Coleccion del Laboratorio
2370 b221 c1857 cl178:Tnl0 Oyga261 Coleccion del Laboratorio
M13tg131 lacZ,, Coleccion del Laboratorio
Plasmidos
pEG109 Mudll4042::phoA-proC Groisman et al. (1984)
pDG250 fusién génica mecB-lacZ;

replicon pMccB17 Diaz—Guerra et al. (1989)
pMM501 pMceC7::Tn5 MccC7* ImmB17* Novoa et al. (1986)
pMMS550 pBR322 portando los genes mccABCDE  Novoa et al. (1986)
pMM&833 pMceB17::Tn5 MccB17" ImmB17* Colecci6n del Laboratorio
pBR322 replicon pMB1 Ap' T¢' Coleccitn del Laboratorio
pACYCl184 replicén p15A Cm" T¢! Coleccion del Laboratorio
pUC18 Ap' lacZ, replic6n colEl Coleccion del Laboratorio
pUC4K Ap' plasmido portador de un cassette

de resistencia a kanamicina (Kan) Pharmacia
pKT254Q-Ap plasmido portador de un cassette de

resistencia a ampicilina (Ap")

Fellay et al. (1987)

Notas a la Tabla 2.1.

1. La mutacién rpoS::Kan se transfiri6 mediante transduccién Plvir desde la estirpe

ZK1000 a la estirpe MC4100 para dar origen a la estirpe JMG102. La estirpe JMG102

mostraba dos fenotipos caracteristicos conferidos por mutaciones en el gen rpoS.

a) Deficiencia en la catalasa HPII (codificada por el gen katE), la cual se manifiesta en

una ausencia de burbujeo (con respecto al control silvestre (MC4100) después de depositar una
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gota de H,0, al 30 % sobre una estria crecida toda la noche en placas de L.B (Bohannon et
al., 1991; Lange v Henge—Aronis 1991).

b) Disminucioén en la actividad fosfatasa alcalina (AppA) comparada con la estirpe
MC4100 (Touati et al, 1986; Lange y Henge—Aronis 1991; Bohannon et al.,, 1991).

2. La transferencia de la mutacion hns—-90:'Tnl0 a los distintos contextos (JMG102,
JMG104) fue realizada mediante transduccién Plvir, seleccionindose los transductantes como
clones Tc'.

3. El plasmido monocopia pDG250 portador de la fusion mccB-lacZ fue introducido en
las estirpes IMG102, JMG103, IMG200 y IMG300 seleccionando los transformantes como

clones resistentes al antibi6tico bleomicina (a una concentracion final en placa de 15 pg/ml).



3. METODOS



3.1.- Condiciones de cultivo.

La incubacién de los cultivos en medio liquido se llevo a cabo en banos termostatizados
con agitacién. El crecimiento de estos cultivos sc siguié mediante medidas de turbidez
(absorbancia a 600nm).

Para los cultivos en medio sélido se utilizaron placas de petri, que sc incubaron de 12 a
48 horas en estufas termostatizadas.

La temperatura de incubacion fue para la mayor parte de las estirpes utilizadas de 37 °C.
Ocasionalmente se emplearon las temperaturas de 30 °C y 42 °C en la manipulacién de las

bacterias termosensibles.

3.2.- Técnicas Genéticas Generales.
3.2.1.— Obtencion de lisados de fagos y transduccion con el bacteriéfago Plvir.

Para la preparacion de lisados, asi como para la transduccién con Plvir procedimos segin
los protocolos standard descritos por Miller (1972). Para la obtencién de lisados de los fagos
Tula y ®@80vir se procedi6 del mismo modo que con ¢l Plvir. Para la preparacion de lisados
de Avir se utiliz6 como medio de propagacién P75 (Miller 1972) al que se le afiadieron

SOMg, (20mM) y maltosa (0.4%).

3.2.2.- Mutagénesis con el transposén Tnid.
En primer lugar preparamos un banco de inserciones TnlQ sobre la estirpe silvestre
MC4100, mediante infeccién con el fago A370 (6221 cI857 cI178:Tnl0 O,261)

seleccionando las inserciones como clones Tc' resistentes. Sobre este pool de inserciones se



prepar6 un lisado de P1vir con ¢l que se infectd la cepa RYC150(pMMS550) obteniéndose de
este modo aproximadamente unos 3000 transductantes (Ap' Tc' ) a 30 °C en placas de LB

suplementadas con el indicador X-gal.

3.2.3.- Conjugacion.

Se mezclaron un cuitivo de la estirpe donadora {Hfrs o células portadoras de plasmidos
conjugativos) con uno de la estirpe receptora (bacterias F) en la proporcion 1:10
(célula/célula). La incubacién se efectué sin agitacion durante un tiempo variable,
normalmente 60 minutos para la conjugacion con pldsmidos (pMMS833 y pMMS501). La
interrupcién de las conjugaciones IMG92 x BM21 y JMG93 x BM21 (Fig 4.2) fue llevada a

cabo mediante fucrte agitacién con vortex.

3.2.4.- Técnica de sustitucion alélica (Winans et al., 1985).

Esta técnica de sustitucion alélica se basa en el empleo de la estirpe JC7623, portadora
de las mutaciones recB21 recC22 sbcCB15 (Tabla 2.1). La sustitucién del alelo silvestre
cromos6mico por el alelo mutante (normalmente portador de una insercién que confiere
resistencia a un antibidtico) tiene lugar mediante recombinacién homoéloga. El alelo mutante
es suministrado en un plasmido que se ha linealizado previamente. Con este DNA en forma

lincal se transforma la estirpe JC7623, seleccionandose los transformantes como clones

resistentes al antibiético adecuado.
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3.3.~ Clonado con el elemento miniMudl14042 (Groisman ef al., 1984).
3.3.1- Clonado del alelo hns-90::Tnl0.

Se procedi6 segin el método de clonado “in vive” descrito por Groisman et al ., (1984).
El alelo hns-90::Tnl10 fue transferido mediante transduccion Plvir desde la estirpe IMG100
a la cepa pop3001.6 (pEG109). El plasmido pEG109 porta un elemento mini~Mudl14042 que
lleva el replicén p15A y el gen cat (Cm') procedentes del pACYC184. Se obtuvo un lisado
de Mu mediante termoinducci6n a partir de un transductante Tc', Cm' (JMG96). Con este
lisado se infect6 la estirpe pop3001.6. Varios clones Cm' Tc' (a una concentracién final de Tc
en placa de 4ug/ml) fueron obtenidos de la muduccion. El DNA plasmidico de uno de ellos

(pGG300) fue purificado para posterior analisis.

3.3.2.- Aislamiento del plasmido pGG500.
Con un lisado de Mu obtenido mediante termoinduccién a partir de la estirpe
pop3001.6(pEG109) se infectd la estirpe receptora pop3001.6(pDG250). Los muductantes

fueron selecionados como clones Cm' Km' en placas de LB suplementadas con el indicador

X-gal a 37 °C.

3.4.—~ Pruebas de produccién de microcina C7 y B17.

La produccion de las microcinas B17 y C7 se evalu6é mediante deteccion de los halos de
antibiosis producidos sobre un césped de una estirpe sensible (RYC1000). Se prepar6 un
césped bacteriano sembrando sobre medio minimo M63, 0.1 ml de una suspensién de células

RYC1000. La adicién de 3 ml de agar blando minimo contribuy6 a la distribucién uniforme
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de la suspension celular. A continuacién se inocularon por picada los clones cuya produccion
sc deseaba probar. Tras incubacién de 12 horas, los clones productores del antibiético
formaron halos claros de antibiosis debidos a la inhibicién del crecimiento de la estirpe
sensible causada por el antibibtico difundido a través del agar. El didmetro de los halos reflejo

¢l grado de produccién.

3.5.- Pruebas de resistencia y/o inmunidad a fagos.

Para determinar la sensibilidad de las distintas estirpes bacterianas a un fago se utiliz6 el
método del "cross—streaking”. En el borde de placas de LB se depositaron gotas (100 ul) de
la suspension fagica (10° u.f.p/ml), que se extendieron hasta cl extremo opuesto, colocando
la placa en posicidn vertical. Las colonias a probar se estriaban perpendicularmente cruzando
la zona impregnada con la suspension fagica. Las placas se incubaron durante toda la noche
a 37 °C. En las placas asi preparadas, las estrias sensibles crecen solamente hasta la zona con

fago, las resistentes o inmunes mantienen un crecimiento homogéneo a lo largo de toda la

estria.

3.6.— Ensayos enzimadticos.
Los ensayos cuantitativos de $—galactosidasa fueron realizados utilizando orto—nitrofenil-

p-D-galactésido (ONPG) como sustrato segiin el procedimiento descrito por Miller (1972).

La actividad fosfatasa alcalina fue cuantificada segiin el procedimiento descrito por Michaelis

et al., (1983).
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3.7.- Técnicas de manipulaciéon de DNA.

Todas las manipulaciones estandar tales como preparacion de DNA plasmidico, digestiones
con enzimas de restriccion, transformacion, electroforesis en geles de agarosa y poliacrilamida
fueron hechas como se describe en Sambrook et al., (1989).

Para la secuenciacién de la mutacién hns-90::Tnl0 se procedié segun la siguientc
estrategia: un fragmento de 4,1 Kb Bglll (constituido por aproximadamente 2,2 Kb de la
region adyacente al punto de insercién y por 1.9 Kb conteniendo la IS/0R del transposén, fue
purificado a partir del pldsmido pGG300, y digerido con Sphl y Pstl para obtener un
fragmento de 1,6 Kb, que fue clonado en el vector M13tg131 (segin ¢l protocolo descrito por
Messing ef al., 1983) dando origen al fago recombinante pGG950.

Las formas SS ( DNA de hebra sencilla) del pGG950 fueron utilizadas como molde en
la reaccibn de secuencia y como cebador se us6 el oligonucledtido
S'CGCGAACCATTTGATCATAT 3', complementario a la ISIOR del transposén Tnl0. La
secuencia del DNA fue determinada por el método de los didesoxinucle6tidos (Sanger et al.,
1982) mediante el uso de la enzima Sequenase (segin el protocolo de los fabricantes).

La extraccidn del DNA gendmico de la estirpe W3110 se realizé segin el protocolo
descrito por Sambrook et al., 1989. Para la extraccion del DNA gen6émico de las estirpes
MC4100 y JIMG200 se procedié segin el protocolo descrito por Alonso er al, 1993. El
marcaje de las sondas se realizé por el método de "cebado al azar con hexanucledtidos”
(Feinberg y Vogelstein, 1983), o bien por la técnica de "nick translation" (Sambrook et al.,

1989). Los Southemn blots se realizaron segiin los protocolos descritos por Sambrook et al.,

1989.
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3.8.- Mapeo con nucleasa S1.

E! oligonucleétido 5' CCAACAATCCACCGCTCCC 3' complementario a la posicion
(+120) situada detras del inicio de la transcripcion del promotor Pmcc (G6nzalcz—Pastor et al.,
en preparacion) fue marcado en el extremo 5' con (y “P)ATP utilizando la polinucle6tido
quinasa del T4, segin el protocolo descrito por Sambrook et al., 1989. Este oligo fue
hibridado a DNA de hebra sencilla obtenido a partir del plasmido pMM111 (Fig 3.1)
(Gonzélez-Pastor., J.E. en preparacién) y elongado con el fragmento Klenow de la DNA
polimerasa I. Después de digerir con Pstl el producto de elongacién, la hebra de DNA
sintetizada y marcada en 5' fue extraida de los geles de acrilamida al 7% en condiciones
desnaturalizantes, e hibridada a 50 pg de RNA total extraido de cultivos de LB en fasc
exponencial o estacionaria de las estirpes que se indican en la Fig 4.6. Los productos de
hibridacién fueron tratados con nucleasa S1 y los heterodiiplex de RNA-DNA resistentes a
la degradacion fueron separados en geles de poliacrilamida al 7% (Fig 4.6). Las condiciones
de hibridacién y tratamiento con nucleasa S1 fueron descritas por Ausubel er al., 1987.

Aproximadamente 20 pg de RNA tratado fueron cargados en cada pocillo.
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Fig 3.1.- Estructura del plasmido pMM111. El plasmido pMMS550 es un derivado del
pBR322, que lleva de los genes mccABCDE (Tabla 2.1). El plasmido pMMS550::Tn5(4.9) es
un derivado del pMMS550 con una insercion del transposén Tn5 localizada fuera de la regi6n
donde se encuentran los genes mcc. El plasmido pMM111 se construy6 mediante el clonado
de un fragmento Pstl de 1,2 Kb procedente del pldsmido pMM3550::Tn5(4.9) en el tnico sitio

Pstl del vector M13tg131.



4. RESULTADOS
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4.1.- Mutagénesis de la estirpe RYC150(pMM550) con el transposén Tnl0).

La cepa RYC150 contienc un profago lambda liségeno que porta una fusidn (de
proteinas) entre el primer gen del operén mcb y ¢l gen de la B—galactosidasa (mcbA-lacZ).
El plasmido pMM550 es un derivado de pBR322 que porta los genes de produccion de la
microcina C7 (genes mccABCDE-Novoa et al., 1986; Gonzélez-Pastor., comunicacion
personal). Este plasmido fue introducido en RYC150 mediante transformacion, y la estirpe
resultante, RYC150(pMMS550), fue mutagenizada con el transposén Tnl0 como se describe
en Métodos (ver seccién 3.2.2.). Nuestra intencién era scleccionar aquellos mutantes
cromosomicos por insercion del transposén Tnl@ que tuvieran afectadas tanto la regulacién

de la expresion de la fusion mcbA—lacZ como la produccion de microcina C7.

4.1.1.- Aislamiento del mutante JMG89.

Las colonias Tc', Ap' obtenidas en ¢l experimento de mutagénesis se clasificaron en
los siguientes grupos, atendiendo a su coloracién en medio LB suplementado con el indicador
X-gal:

a) Clones de color azul claro, semejantes al control RYC150(pMMS50), en los que la
insercién del transposén TnIQ no habia afectado a la expresion de la fusién mebA-lacZ.

b) Clones totalmente blancos; todos eilos eran Cm®, lo que indicaba que habian perdido
el profago lambda portador del gen cat (el producto del cual confiere resistencia al
cloranfenicol) y de la fusién mcbA4-lacZ, explicando dicha ausencia la falta de color en X-gal.

¢} Un clon de pequefio tamafio que mostraba un color azul intenso, lo que indicaba que

en el mismo la expresion de la fusién mcbA—lacZ se encontraba fuertemente aumentada.
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Dicho mutante recibié el nombre de JMG89. Cuando ensayamos la produccién de microcina
C7 en medio LB, se observ6 que el halo de antibiosis producido por la estirpe IMG89 era
ligeramente mayor que el originado por la estirpe isogénica silvestre RYC150(pMM3550), lo

que sugeria que la produccién de microcina C7 estaba incrementada en el mutante.

4.1.2.— Caracterizacion fenotipica del mutante JMG89.

Para verificar que la mutacién era tinicamente debida a una insercién del Tnl0 en el
cromosoma, se preparé un lisado del bacteriéfago Plvir sobre la cepa IMG89. Con este lisado
se transdujo de nuevo la estirpe parental RYC150(pMMS550), v se seleccionaron los
transductantes resistentes a tetraciclina. En todos ellos observamos que tanto el incremento en
la actividad pB—galactosidasa de la fusién mcbA-lacZ, como el aumento de la produccién de
microcina C7 se reproducian, indicando que una tdnica insercién del transposén Tnl/0 era
responsable de la mutacidn en la estirpe IMGB9.

A continuacién pasamos a caracterizar en detalle el efecto que la insercién Tni@
aislada en la estirpe JMG89 tenia sobre la produccién de las microcinas C7 y B17. Por una
parte, dado que la insercién Tnl@ provocaba un incremento en la expresién de la fusion
mcbA-lacZ, queriamos verificar si este efecto tenfa alguna repercusién en la produccién de
microcina B17. Por otra parte, querfamos verificar que el incremento de produccién de
microcina C7 observado con el plasmido multicopia pMMS50 se observaba también con
plasmidos productores monocopia. Para este propdsito, la mutacién Tnl0 fue transferida
mediante transduccién Plvir desde el mutante JIMG89 a la estirpe MC4100 para dar origen

a la estirpe mutante JIMG100. Los pldsmidos pMMS01 y pMM833 son derivados de insercién
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Tn5 de los plasmidos monocopia productores de microcina C7(pMccC7) o de microcina
B17(pMccB17) respectivamente, los cuales portan los genes que codifican las funciones de
producci6n e inmunidad a los antibi6ticos (mccABCDEF y mcbABCDEFG, respectivamentc)
(ver Tabla2.1). Los plasmidos pMMS01 y pMM833 fueron introducidos independientemente
por conjugacién en las estipes MC4100 y JMGI100, dando origen a las estirpes
microcinogénicas silvestres MC4100(pMM501) y MC4100(pMM833), vy a las mutantes
IMG100(pMM501) y IMG100(pMM833).

La capacidad de produccién de microcina B17 de las cepas silvestre y mutante fue
ensayada en medio minimo M63. Se observé un significativo incremento del tamafio de los
halos de antibiosis producidos por la estirpe JIMG100(pMM833) al compararlos con los de su
isogénica silvestre MC4100(pMM833), indicando por tanto que el incremento de la expresion
de la fusion mcbA-lacZ observada en el mutante JIMG89 se correlacionaba con un incremento
en la produccién de microcina B17.

La capacidad de produccién de microcina C7 de las estirpes MC4100(pMM501) y
IMG100(pMMS501) fue ensayada en medio LB. Este ensayo se realizé en medio completo
debido a que la mutacién Tnl0 que estamos estudiando provoca deficiencia de crecimiento
en medio minimo (ver mas adelante). Observaciones no publicadas de nuestro laboratorio
indican que, en ausencia de crecimiento de las cepas microcinogénicas, la produccion de
microcina C7 no se lleva cabo. En contraste, 1a produccién de la microcina B17 puede reali-
zarse en ausencia de crecimiento de las cepas productoras. Cuando la produccién de microcina
C7 fue ensayada en medio completo LB, se observ6 un significativo incremento del tamafio

de los halos de antibiosis originados por la estirpe mutante IMG100(pMM3501) con respecto
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a tos halos producidos por la estirpe silvestte MC4100(pMMS01). Este resultado era
consistente con los resultados obtenidos con el plasmido multicopia pMMS350 en la estirpe
original JIMG89.

En el curso del estudio del mutante JIMG89 se observaron varios fenotipos en principio
no relacionados con la produccién de las microcinas C7 y B17:

a) Tanto la estirpe JIMG89 como la estirpe IMG100 producian colonias altamente
mucoides en placas de medio LB y crecian deficientemente en placas de M63, con respecto
a sus controles silvestres RYC150(pMM550) y MC4100.

b) Las estirpes mutantes mostraban también resistencias a fagos: eran totaimente
resistentes a Avir y Tula y parcialmente resistentes a ®80vir, segin ¢l método del "cross—
streaking” {ver Métodos).

Esta diversidad de fenotipos conferidos por la mutacion Tnl0 en contexto genético
MC4100, indicaba que ésta afectaba a un locus que ademas de regular negativamente la

produccion de microcina C7 y B17, regulaba la expresion de otros genes bacterianos.

4.2,- Identificacion del gen inactivado por la insercién Tnil0 en el mutante JMGS89.
4.2.1.- Localizacién del Tnl0.

Para localizar en el mapa genético el Tnl0 responsable de la mutacién presente en la
estirpe JMG89, utilizamos la técnica del mapeo por conjugacion.

En primer lugar, procedimos a transferir ¢l Tnl((Tc") mediante transduccién via Plvir
al cromosoma de varias estirpes Hfr (pop3000, KL.16 y KL.14), cuyos origenes de transferencia

se muestran en la Fig 4.1. Cada una de las cepas resultantes, a las que denominamos IMG92,
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IMGY93 y IMG94, sc conjugd con la estirpe RYC22. El andlisis de los recombinantes Thr*
Leu' Sm', Pro” Sm" e His' Sm' y T¢' Sm® para la presencia o ausencia de los marcadores no
seleccionados sugirié que el Tnl0 estaba insertado entre los marcadores pro4B (min. 6) e his
(min. 44) del mapa de E. coli (Fig. 4.1).

Para situar con mas precisién el Tnl0, realizamos experimentos de conjugacion
interrumpida, utilizando IMG92 y IMG93 como estirpes donadoras, y BM21 como estirpe
receptora (ver Métodos). En la figura 4.2 se muestra el niimero de transconjugantes Tc' Nx'
en funcién de la duracion del tiempo de la conjugacién. El calculo del tiempo de entrada del
marcador (en nuestro caso, el determinante de resistencia a tetraciclina del Tnl0) permite
posicionarlo sobre el mapa de ligamiento, cuyas unidades basicas, los minutos, fueron
definidas originalmente en experimentos de conjugacion interrumpida. El tiempo de entrada
del marcador se calcula a partir del tiempo en que aparecen los primeros transconjugantes,
descontando un periodo de cinco minutos (tiempo transcurrido desde que las bacterias
donadora y receptora se ponen en contacto hasta que empieza la transferencia del DNA).

Como se puede observar, en la conjugaciéon JMG92 X BM?21, los primeros
transconjugantes Tc' Nx' aparecen a los 35 minutos de comenzar la conjugaci6n. El tiempo
de entrada del Tnl0 es, por tanto, 30 minutos. Puesto que el origen de transferencia del Hfr
JMG92 esti en el minuto 98 (Fig 4.1) y su sentido de transferencia es el horario, el Tnl¢ debe
estar situado cercano al minuto 28 del mapa genético.

Por otra parte, los primeros transconjugantes Tc' Nx' aparecen a los 38 minutos del
inicio de la conjugacion JMG93 X BM21. Por tanto, ¢l tiempo de entrada del Tnl0 es de 33

minutos. Puesto que el origen de transferencia del Hfr JMG93 esté en el minuto 61 (Fig 4.1)
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Fig-4.1.- Origen y sentido de transferencia de los Hfrs KL.14, KL16 y pop3000. Se indica
la localizacién de algunos de los marcadores utilizados en nuestros cxperimentos de

conjugacion.
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y su sentido de transfercncia es antihorario, este resultado sitvaria también el TnJ0 alrededor

del minuto 28 del mapa genético de E. coli.

4.2.2.- Clonado del Tnl# y regiones cromosémicas adyacentes: localizacion fisica dentro
del gen hns.

Simultdneamente al mapeo del Tnl@ mediante experimentos de conjugacién y conto
aproximacion complementaria del mismo, procedimos a clonar la region cromosdmica que
contenia la insercién Tn/@, mediante ¢l método de clonado in vivo descrito por Groisman et
al. (1984), que requiere el empleo del elemento mini-MudII4042 (ver Métodos). En este
experimento, se obtuvieron doce muductantes Cm' Tc'. El DNA plasmidico de uno de ellos
(pGG300) fue purificado y digerido con varias enzimas de restriccion: BamHI, Bglll, EcoRI,
Hindlll y Pstl (digestiones simples y dobles). El mapa fisico del segmento cromosémico
clonado en el pGG300 se muestra en la Fig 4.3. Para situar el Tnl0 dentro del fragmento
clonado nos servimos del mapa fisico del transposén publicado por Way er al, 1984,

Dado que sabiamos por los experimentos de conjugacion interrumpida que el Tnl0 se
localizaba alrededor del minuto 28 del mapa genético de E.coli, comparamos visualmente el
mapa fisico del segmento cromos6mico que contenia el Tnl0 (Fig 4.3) con ¢l mapa de res—
tricciOn para las enzimas BamHl, EcoRl, Hindlll y Pstl de la regién comprendida entre los
minutos 25-30 de Kohara et al ., 1987. Una perfecta similitud fue encontrada entre nuestro
mapa fisico y la regién cromosOmica comprendida entre las coordenadas 1301-1311 Kb del
mapa fisico de Kohara ef al, que se corresponde con los minutos 27.1-27.4 del mapa

genético. Entre los genes situados en dicha zona se encuentra ¢l gen hns, el cual codifica la
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Fig. 4.3.- Estructura fisica del fragmento cromosémico clonado en el plasmido pGG300, con
la localizacién de la insercién Tnl0. La linea superior muestra las coordenadas en Kb del
mapa fisico del cromosoma de E.coli (Kohara et al,, 1987). La localizacién de la insercién
Tnl0 se muestra mediante una flecha. La insercién interrumpe el codén que codifica la
arginina-90 de la proteina "histone—like" H-NS. La secuencia nucleotidica del gen hns y la
de aminoacidos de H-NS, cormresponden a las publicadas por Pon er al., 1988; Goransson et
al., 1990. Simbolos: B, BamHI; BI, Bgil, Bg, Bglll; E, EcoRl; EV, EcoRV; H, Hindlll; K,

Kpnl; P, Pstl; Pv, Pvull.
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proteina H-NS, una de las proteinas bacterianas similares a histonas (histone -like) (Goransson
et al., 1990; Hulton et al, 1990; May et al, 1990). Mutaciones en hns son altamente
pleiotropicas (vease Higgins et al., 1990, para revision, y seccion 5.1.1).

La localizaci6n fisica del Tnl@ dentro de la regién cromosémica (ver Fig 4.3) y la
pleiotropia asociada a su insercion, sugerian que probablemente afectaba al gen hns. La
secuenciacion del punto de insercién (ver Métodos) demostré que el Tnl0 esta efectivamente
insertado en ¢l gen Ans. La insercion interrumpe el codén que codifica para la arginina—90 de

la proteina "histone~like" H~NS (Fig 4.3). La mutacién recibi6 el nombre de hns—90::Tnl0.

4.3.- Efecto de la mutacion hns-90::Tnl0 sobre la expresion de una fusion mcbA-lacZ.

LLa insercion hAns-90::Tnl0 fue aislada por su capacidad de provocar un incremento en
en la intensidad del color azul de las colonias de la estirpe JIMG89, con respecto a las de la
estirpe silvestre, en placas de LB-Xgal.

Con el objeto de cuantificar este efecto a lo largo del ciclo de crecimiento, transferimos
la mutacién mediante transduccién Plvir a la estirpe RYC150, para dar origen a la estirpe
IMG90.

La actividad B-galactosidasa de la fusiébn mcbA-lacZ en las estirpes RYC150 y
IMG90 fue medida a distintos tiempos a lo largo del ciclo de crecimiento (Fig 4.4).

Como se puede apreciar, en la estirpe control (RYC150) se observa la caracteristica
induccién de la fusién en la fase estacionaria del crecimiento. En contraste, la estirpe mutante
(JMG90) muestra un desplazamiento del inicio de la inducci6n de la fusién mcbA—lacZ hacia

densidades Opticas (D.0.600nm) més bajas, cuando el cultivo ain esta creciendo en fase
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Fig 4.4.- Efecto de la mutacién hns-90::Tnl0 ¢n la expresidn de la fusién mcbA~lacZ. Las
estirpes RYC150 y JIMG90 fueron cultivadas en medio LB a 30 °C para evitar la induccién
del profago lambda portador de la fusién. La actividad B-galactosidasa se determind a

distintos tiempos del ciclo de crecimiento. Simbolos: (O} RYC150, (00} JIMG90. Simbolos

abiertos, D.O. 600nm; cerrados: actividad pB—galactosidasa.
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exponencial.
Este resultado indica, por lo tanto, que el producto del gen Ans, la proteina " histona—
like" H-NS, regula negativamente, directa o indirectamente, la expresion del operon mcb,

durante la fase exponencial del crecimiento.

4.4.~ Efecto de las mutaciones kns-90::Tnl0 y rpoS::Kan sobre la expresion de la fusion
mccB-lacZ,

La mutacién Ans-90::TnlQ aislada en este estudio provoca un incremento en la
produccion de microcina C7 (ver seccion 4.1.2). Para comprobar si este incremento en la
produccion se debia a un aumento en la expresion de los genes mcc, la estirpe JIMG100
(MC4100 hns-90::Tnl10) tue transformada con el pldsmido monocopia pDG250, portador de
la fusiébn mccB-lacZ (Diaz—Guerra et al, 1989; Gonzalez—Pastor et al, manuscrito en
preparacion).

El aumento en la intensidad del color azul de las colonias de IMG100(pDG250) con
respecto a las de MC4100(pDG250) en placas de LB-Xgal, sugeria que la mutacién hns—
90::Tnl10 provoca un incremento de la actividad f~galactosidasa de la fusién mccB-lacZ. Este
efecto fue cuantificado en medio liquido (Fig 4.5). En contexto silvestre, la expresion de la
fusién mccB~lacZ sufre una fuerte induccion al alcanzar los cultivos la fase estacionaria. La
mutacién kns—90::Tnl0 provoca un incremento de la actividad B-galactosidasa de la fusion
mccB—-lacZ a lo largo de todo el ciclo de crecimiento, desplazando la induccién dependiente
de fase hacia densidades 6pticas mas bajas (fase exponencial).

Como se mencion6 en la Introduccion, el producto del gen rpoS es requerido para la
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éptima induccién del operén mccABC en fasc cstacionaria. Dado que la mutacion hns-
90::Tn10 provocaba la desrcpresién de la fusion mccB—-lacZ, nos planteamos la posibilidad
de que en este contexto deficiente en H-NS, la necesidad de RpoS para la expresion de
mccABC en fase estacionaria fuera suprimida. Para verificar esta hipotesis se construy6 el
doble mutante (rpoS™ hns™) (véase Tabla 2.1).

La actividad f~galactosidasa de la fusion mccB—-lacZ en los diferentes contextos fue
medida en LB a distintos tiempos del ciclo de crecimiento (Fig 4.5).

La introduccién de la mutacién rpoS::Kan reduce a la décima parte el nivel de
induccidn silvestre de la fusién mecB—lacZ, aunque atin se mantiene la induccion dependiente
de fase de crecimiento. La introduccion de la mutacion hns—90::Tnl0 en contexto deficiente
en RpoS restaura los niveles silvestres de expresion de la fusidon mccB-lacZ en fase
estacionaria. Este resultado indica que en un contexto deficiente en H-NS no se requiere el
producto del gen rpoS para la expresion de los genes mecABC en esta fase del ciclo celular.

Estos resultados tomados en conjunto sugieren que la proteina "histona—like" H-NS
se comporta como un regulador negativo de la expresién del operén mccABC a lo largo de
todo el ciclo de crecimiento. Por su parte, RpoS(c®) liberaria directa o indirectamente esta

represion en fase estacionaria, siendo s6lo necesario para alcanzar la maxima induccion en esta

fase.

4.5.— Estudio del sitio de iniciacién de la transcripcién en el promotor Pmcc en ausencia

de H-NS y/o RpoS.

El producto del gen rpoS es un factor sigma alternativo de la RNA polimerasa (o),
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Fig 4.5.~ Efecto de las mutaciones hns—-90::Tnl0 y rpoS::Kan en la expresion de la fusion
mccB-lacZ. Las estitpes MC4100 (rpoS* hns®), IMG100 (rpoS* hns—-90::Tni0), IMG102
(rpoS::Kan hns*) y IMG103 (rpoS::Kan hns—90::Tnl0} portando el plasmido pDG250 con la
fusién mccB-lacZ fueron cultivadas a 37 °C, y la actividad f—galactosidasa fue determinada

a distintos tiempos. Simbolos: MC4100 (), IMG100 (O), IMG102 (A) y IMG103 (V).

Simbolos abiertos, D.O. 600nm; cerrados: actividad p—galactosidasa.
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utilizado para la expresion de genes en la fase estacionaria del crecimicnto (Hengge—Aronis
et al., 1991; Tanaka et al, 1993). Para explicar la supresién del requerimiento de RpoS(c°)
para la expresion de la fusién mccB-lacZ en fase estacionaria, en bacterias deficientes en
H-NS, formulamos las siguientes hip6tesis:

1. La existencia de un promotor alternativo utilizado en contexto rpoS™ Ans™, distinto
al empleado para transcribir el operén mcc (Pmcc) en contexto silvestre.

2. La existencia de un tinico promotor Pmcc responsable de la transcripcion del operén
mcc en todos los contextos.

Para decidir entre ambas posibilidades, determinamos el sitio de iniciacién de los
transcritos del operén mcc en los diferentes contextos, mediante la técnica de mapeo con la
nucleasa S1 (ver Métodos). Ademds, esta metodologia debia permitimos determinar si el
efecto sobre la expresion del operon mcc de las distintas mutaciones (rpoS::Kan / hns-
90::Tn10) se produce a nivel transcripcional, ya que la fusiéon génica mccB—-lacZ empleada
en todos los estudios de regulacion es una fusién de proteinas, y por lo tanto no es posible
excluir algun tipo de regulacién postranscripcional.

Como fuente de transcritos especificos mcc empleamos el plasmido pMMS01 (plasmido
monocopia portador del operén mcc). Las cepas MC4100(pMMS501), IMG100(pMM501),
IMG102(pMM301) y IMG103(pMMS501) fueron construidas introduciendo ¢l pldsmido
pMM501 mediante conjugacién.

Todas las cepas fueron cultivadas en medio LB a 37 °C. El RNA fue extraido entonces
en fase exponencial o en fase estacionaria y la aparicion de transcritos especificos mcc vy el

inicio de los mismos fue seguida mediante mapeo con la nucleasa S1 (ver Métodos).
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Transcritos especificos mcc fueron detectados en la cepas MC4100, JIMGI100 y
IMG103 (lineas 1-6, Fig 4.6) aunque la sefal obtenida era muy débil en la estirpc IMG102
(rpoS::Kan, linea 7). Estos resultados estin cualitativamente de acuerdo con los resultados
obtenidos para la expresi6n de la fusién mccB~lacZ (Fig 4.5). Ademis, todos los transcritos
se¢ iniciaban en el mismo sitio (Fig 4.6), indicando que un dnico promotor Pmcc es utilizado
tanto en presencia como en ausencia de H-NS y RpoS.

La transcripcién detectada en [as estirpes IMGI100 y IMG103 cuando los cuitivos
alcanzan una D.0.600nm de 2,3 (Fig 4.6 lineas 3 y 5) es consistente con el patrén observado
en la expresion de la fusién mccB-lacZ (Fig 4.5), confirmando que la mutacion Ans—90::Tul0
provoca una induccién mas temprana del promotor Pmcc. Este fendmeno no parece depender

de RpoS(c®), ya que se produce tanto en contexto rpoS* como rpoS::Kan.

4.6.~ Transcripcién del promotor Pmcc en contexto hns —crp™.

Otro de los activadores positivos requeridos para transcribir los genes mcc en fase
estacionaria es el producto del gen crp, el cual codifica la proteina receptora del AMPc (CRP,
también denominada CAP). Una mutacién de delecion en el gen crp (Acrp-—-39) anula la
expresion de la fusion mccB-lacZ en fase estacionaria (Gonzilez-Pastor et al, en
preparacién). Al igual que en el caso de poS, nos planteamos la posibilidad de que la muta—
cion Ans~90::Tnl0 suprimiera la necesidad de CRP para transcribir los genes mccABC. Para

verificar esta hipétesis construimos el doble mutante Acrp—39 hns~90::Tni0 en contexto

genético MCA4100 (estirpe SBS688).
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Fig 4.6.~ Determinacién del sitio de iniciacidon de la transcripcién en el operdn mcc en diferentes
contextos genéticos. El mismo oligonucledtido cebador fue utilizado para los experimentos de mapeo
con nucleasa S1 (ver Métodos) y para las reacciones de secuencia mostradas como referencia a la
izquierda de la Fig 4.6. Las flechas indican los dos posibles sitios de iniciacién de la transcripcion. El
RNA fue extraido a partir de las cepas que llevan el plasmido pMMS501 (lineas 1-9) a una D.0.600mm
de 2,3 (lineas 1, 3, 5) o 4 (lineas 2, 4, 6-9), o el plismido pMM550 a D.O600nm de 4 (lineas 10 y
11). Las autoradiografias fueron expuestas un dia (lineas 1-9) o tres dias (lineas 10-11). MC4100 (hns*
rpoS*) (linea 1y 2); IMG103 (hns—-90:Tnl0 rpoS::Kan) (lineas 3, 4); IMG100 (hns—90::Tnl0 rpoS*)
(lineas 5 y 6); IMG102 (hns* rpoS::Kan) (linea 7), SBS688 (hns* Acrp-39) (linea 8 y 10) y

IMG104 (hrns-90:Tnl0 Acrp—39) (linea 9 y 11).
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La actividad B-galactosidasa de la fusiéon mccB-lacZ en los distintos contextos se
muestra en la Tabla 4.1. Un ligero pero significativo incremento de 0 a 10 unidades Miller
fue observado en la estirpe IMG104, cuando los cultivos alcanzan la fase estacionaria tardia,
mientras que ninguna actividad f-galactosidasa podia ser detectada a partir de la estirpe
SBS688 (Acrp-39 hns*) en ningin momento de la curva de crecimiento (de hecho las colonias
de la estirpe IMG104 (Acrp—39 hns—90::Tnl10) con el tiempo adquieren color azul en placas
de LB-Xgal mientras que las colonias de la estirpe SBS688 (Acrp—39 hns®) permanecen
blancas con el tiempo en las mismas condiciones).

Cuando se realizd el experimento de mapeo con nucleasa S1, ningin transcrito
especifico mecc fue detectado a partir de las estirpes SBS688(pMMS501) 6 SBS688(pMMS550)
después dec 1 a 3 dias de exposicién de las autoradiografias (Fig 4.6, lineas 8§ y 10). Sin
cmbargo, cuando el RNA fue extraido de la estirpe IMG104(pMMS550), transcritos especificos
mcc fueron detectados durante el mismo tiempo de exposicion (Fig 4.6, linea 11).

De nuevo se observaba una correlacion entre la expresion de la fusién mccB-lacZ y
la presencia dc transcritos mcc. Tomados en conjunto, estos datos indican que una
transcripcion residual de los genes mcc, a partir del promotor Pmec, puede ser obtenida en

contexto Acrp—39 en ausencia de la proteina H-NS.
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Tabla 4.1.— Efecto de Jas mutaciones hns—90::Tni0 y Acrp-39 en la expresion de la fusion

mccB-lacZ.

Actividad B-galactosidasa (Unidades Miller)
Estirpe Genotipo relevante Fase exponencial Fase estacionaria
MC41060 tipo silvestre 86 2209
SBS688 hns* Acrp-39 0 0
IMG104 hns-90::Tnl@ Acrp-39 0 10

* Las estirpes MC4100, SBS688 y JMG104 llevando el plasmido pDG250 con la fusi6n

mccB-lacZ fueron cultivadas a 37 °C y su actividad -galactosidasa fue determinada en la

fase exponencial y a las dos horas después de entrar en la fase estacionaria.
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4.7.— Aislamiento de un fragmento cromosémico de aproximadamente 19 Kb que en alto
naGmero de copias reprime la expresion de una fusion mceB-lacZ.

Como estrategia alternativa para la identificacion de nuevos genes cuyos productos
estuvieran implicados en la regulaci6én de la expresién del operon mcc4BC en fase
estacionaria, realizamos una bisqueda de genes que en alto nimero de copias alteraran la
expresion de una fusion mccB-lacZ.
4.7.1.~ Aislamiento del plasmido pGG500.

Como método para obtener un banco de genes cromos6émicos en multicopia, utilizamos
de nuevo el sistema de clonado in vivo de Groisman et al (1984). La estirpe
pop3001.6(pDG250), portadora de la fusion mccB-lacZ, fuc utilizada como receptora del
banco de genes cromosémicos (ver Métodos). Entre un gran nimero de clones Cm’ Km'
azules, se sclecciond para posterior estudio un clon que mostraba una coloracién blanca en
placas de LB suplementadas con el indicador X-gal. Se prepard, mediante lisis alcalina, DNA
plasmidico del clon blanco, con el que se retransformd la estirpe pop3001.6, selecciondndose
por separado clones Cm' y Km' a fin de segregar los dos plasmidos. Entre los clones Km',
todos aquellos que eran ademas Cm® mostraban en placas de LB~Xgal un nivel de expresién
de la fusibn mccB-lacZ comparable al silvestre. Este resultado indicaba que todos ellos
llevaban el plasmido pDG250 intacto, lo cual descartaba que la fusién mceB—lacZ se hubiera
perdido en el clon blanico original. A partir de un clon Cm' que era ademds Km®, se extrajo
el DNA plasmidico (pGG500) con el que se retransformé de nuevo la estirpe parental
pop3001.6(pDG250).. Todos los clones Cm" Km" mostraban unos niveles de expresién de la

fusion mccB—lacZ similares a los del clon blanco original.
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Sobre el DNA plasmidico del pGGS00 se realizé un analisis de restriccion para las
enzimas BamHI, EcoRl, Hindlll y Pstl. El mapa fisico resultantc para el segmento
cromosomico contenido en el pGGS500 se muestra en la figura 4.7. Como se puede observar,
el tamaiio del fragmento cromosémico portado por el pGG500 era de aproximadamente 19Kb.
Dentro del mismo deberian encontrarse uno o varios genes cuyos(s) producto(s) en principio,

al hiperproducirse, provocaria/n la represion observada de la fusién meccB-lacZ.

4.7.2.—- Localizacion del fragmento cromosémico del pGGS00 en el mapa fisico de E.coli.

Uno de los primeros objetivos en el estudio del fragmento cromosémico contenido en
el plasmido pGG500 era situar el mismo en el mapa fisico del cromosoma de E.coli elaborado
por Kohara er al. (1987). La comparacién visual inicial entre el mapa fisico del fragmento
cromosOémico del pGGS500 para las enzimas de restriccion BamHI, EcoRI, HindIll v PstI con
el mapa de restriccién del cromosoma de E. coli para las mismas enzimas (Kohara et al,,
1987) no nos permitié localizar nuestro fragmento. Sin embargo, al comparar ¢l mapa fisico
del pGGS00 con el del pGG300 (portador de un fragmento de DNA que contiene la mutacién
de insercién hns-90:Tnl0, ver seccién 4.2.2), encontramos que habia una zona de
solapamiento entre ambos fragmentos, entre las coordenadas 1301-1311 Kb del mapa de
Kohara et al. Este resultado sugeria que el fragmento cromosémico contenido en el pGGS00
procedia también de la region del minuto 27 del mapa genético de E. coli, y que contenia el

gen hns silvestre,
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Fig 4.7.- Mapa fisico y genético del fragmento cromosomico portado por el plasmido pGG500. En la parte superior s¢ dan [as
coordenadas en Kb segin Kohara et al,, 1987. Se muestran las distintas construcciones realizadas en nuestro estudio. El efecto de
todos los plzismlidos sobre la expresion de la fusion mccB-lacZ se estudié mediante transformacién de la estirpe MC4100(pDG250),
y por observacion de la actividad B-galactosidasa de los transformantes en placas de LB~Xgal. Los simbolos (++) corrresponden
a una expresion silvestre de 1a fusidn mecB-lacZ; (=) a una expresion baja de la fusién y (+) a una expresién intermedia. Simbolos:
A, Accl, B, BamHT, Bl, Bgll; Bgll, Bglll; E, EcoRl; EY; EcoRV; Hp, Hpal, K; Kpnl; P, Pstl; Pv, Pvull; S, Sall; Sc, Scal; Sn, SnaBI;
Sp, Sphl; St, Stul. Los cassettes de resistencia a ampicilina (Ap") procedentes del pKT254-QA (Fellay et al., 1987) son representados

por un tridngulo invertido relleno. Los cassettes de resigtencia a kanamicina (Kan) procedentes del pUC4K (Pharmacia) se representan

con un tridngulo invertido hueco. La zona rayada de la figura se corresponde con el patron obtenido en la hibridacion del fragmento
Pst] (senalado totalmente en negro) utilizado como sonda radiactiva frente a digestiones gendmicas de la estirpe W3110 (ver Fig 4.8).
Con flechas negras o flechas blancas se indican aquellos puntos de restriccién presentes o ausentes, respectivamente, en el segmento
cromosémico portado por el plasmido pGGS500 con respecto al mapa fisico completo de E. coli de Kohara ef al. Se muestra también
la posicion de los genes tdk (Black et al,, 1992) y verd (Casaregola et al, 1990 y I. B. Holland, comunicacién personal a Felipe

Moreno) situados también en dicha region cromosdmica, asi como la posible extensién del locus Anr.

1€
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Una vez establecida la localizacién genética del fragmento, obscrvamos varias
diferencias entre el mapa fisico de éste y el de Kohara et al. (senaladas con flechas en la
figura 4.7). Esta divergencia cra responsable de nuestras dificultades iniciales para situar el
fragmento del pGG500. Las diferencias observadas podrian ser atribuibles en principio a la
existencia de polimorfismo para dichas dianas de restriccién en las distintas cepas empleadas
en la elaboracion de los mapas fisicos: mientras que en nuestro estudio se utilizaron los
derivados de la estirpe MC4100 (RYC150, pop3001.6), Kohara et al. realizaron su mapa sobre
el cromosoma de la estirpe W3110.

Para verificar estas hip6tesis, un fragmento Pstl de 1,4 Kb (Fig 4.7) fue utilizado como
sonda radiactiva frente a un blot con digestiones gendmicas de la estirpe W3110 (Fig 4.8). El
patrén de hibridacién obtenido coincidia con el esperado para la zona donde se encontraba el
gen hns en ¢l mapa de Kohara et al. (Gbransson et al., 1990; May et al., 1990; Hulton et al,,
1990). Por ultimo, un fragmento Hindll de 1Kb contenido dentro de dicho fragmento Ps¢I fue
clonado en M13tg131 y uno de sus extremos fue secuenciado. La secuencia determinada (unos
200pb) coincidia con la secuencia del extremo 3' del gen hns (Pon et al 1988; Goranson et

al,, 1990; May et al., 1990), verificando de esta manera todos nuestros datos de mapeo.

4.7.3.— Identificacién de un nuevo locus cercano al gen hns: efecto del mismo en la
expresion de la fusion meccB-lacZ.

Los resultados presentados en la seccién 4.4 y 4.5 nos habian permitido concluir que
el producto del gen hns, la proteina de unién al DNA "histone-like" H-NS se comportaba

como un regulador negativo del promotor Pmcc, el cual dirige la transcripcién de los genes
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Fig 4.8.~ Patrén obtenido al hibridar un fragmento PstI de 1,4 Kb utilizado como sonda frente
a diferentes digestiones gen6micas de la estirpe W3110. Linea 1, Pstl ; 2, EcoRV; 3, Bgll,

4, Bgll-EcoR], S, EcoRl; y 6, EcoRI-HindlIL
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mccABC en fase estacionaria. Era 16gico suponer que el aumento de dosis génica de hns
produciria un incremento en los niveles intracelulares de H-NS, la cual, a través de su efecto
represor sobre el promotor Pmcc provocaria el descenso en los niveles de expresion de la
fusion mccB—-lacZ, observado en células portadoras del plasmido pGG500.

Para verificar que el gen hns y su producto, la proteina de union al DNA "histone~
like" H~NS, se encontraban efectivamente involucrados en la represion de {a expresion de la
fusidn mccB-lacZ, se procedio a realizar un andlisis de delecion mediante subclonaje, con el
objetivo de identificar un fragmento minimo de DNA que contuviera el determinante o
determinantes genéticos responsables de la represion observada. Con tal proposito,
subclonamos un fragmento Hindlll de 9 Kb, procedente del pGGS00, en la diana Hindlll del
vector pUC18, dando origen al plasmido recombinante pGG200. El mapa fisico detallado de
dicho plasmido se muestra en la figura 4.7. El pGG200 era capaz de provocar el mismo
descenso en los niveles de la actividad B-galactosidasa de la fusion mccB-lacZ que el
plasmido original pGG500. A partir del pGG200, se subcloné un fragmento Belll-HindIIl de
5,3 Kb en las dianas BamHI-HindIll del plasmido pACYC184, dando origen al pliasmido
pGG125 (ver Fig 4.7). Sorprendentemente, a pesar de que el pGG125 portaba el gen hns
silvestre intacto, la represion de la fusién mccB-lacZ no era equiparable a la que provocaban
el pGG500 o el pGG200. De hecho, las colonias de MC4100(pDG250, pGG125) no eran
blancas, sino que mostraban un ligero color azul, aunque menos intenso que el de las colonias
de la estirpe control MC4100(pDG250, pACYC184) en placas LB-Xgal.

Este resultado sugeria que, para provocar los bajos niveles de expresién de la fusion

mccB-lacZ observados con el plasmido original pGGS00, se requeria no s6lo el efecto
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regulador del producto del gen Ans, sino ademds el producto codificado por un nuevo locus
situado al menos a unas 2 Kb por detrés del gen sins. A este locus, no descrito anteriormente,

fo denominamos hnr.

4.7.3.1.~ Construccion del piasmido pGG800 y analisis de delecién e insercion del
mismo.

Para continuar el estudio, necesitdbamos subclonar un fragmento de DNA que
contuviera ambos loci (hns y hnr) con el que se pudiera realizar un anélisis detallado del
fenémeno de represién. Un fragmento Sphl de 3,3 Kb procedente del pGG200 fue clonado en
la tnica diana Spkl del pACYC184, dando origen al plasmido pGG800 (Fig 4.7). El pGG800
fue introducido mediante transformacion en la estirpe MC4100(pDG250). En la estirpe
resultante, los niveles de actividad f-galactosidasa eran similares a los niveles observados en
la estirpe pop3001.6(pDG250, pGG500). De hecho las colomias de la estirpe MC4100
(pDG250, pGG8OU) eran también blancas en LB-Xgal, indicando que el fragmento Sphal de
3,3 Kb presente en el pGG800 contenia, ademas del gen hns, el locus hnr. La diana Bglll,
utilizada para construir el plasmido pGG125 (seccién 4.7.3), se encontraba dentro del
fragmento Sphl portado por el pGGB0O (Fig 4.7). Los diferentes resultados de expresion de
la fusiébn mccB—lacZ obtenidos con los plasmidos pGG800 y pGG125 indicaban que el locus
hnr estaba delimitado por un extremo por la diana Sphl, y que la diana Bglll se encontraria,
bien dentro del locus, bien delimitando su otro extremo.

Para determinar la situacién y la extension del locus hnr dentro del fragmento Sphl,

asi como la contribucién de los productos del gen hns y del locus hnr al fenémeno de
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represion de la fusion mccB—lacZ, se procedié a construir varios derivados de insercién y de
delecién del pGG8OO.
a) Derivados de delecion.

Los plasmidos pGG801, pGG803 y pGGEO4 fueron construidos eliminando los
siguientes fragmentos internos del fragmento Sphl contenido en el pGG800: SnaBI de 1,75
Kb (pGG801); Pstl de 1,4 Kb (pGG803); y Hpal-Stul de 0,75 Kb (pGG804) (Fig 4.7).

b) Derivados de insercion (Ap").

Los plasmidos pGG80S5, pGGB06 y pGGBO7 fueron construidos insertando
respectivamente en los puntos idnicos para las enzimas de restriccion Hpal, Stul y Bglll del
pGGBO0, un cassette de resistencia al antibidtico ampicilina (Ap"). Este cassette (2,7 Kb) fue
obtenido a partir del plasmido pKT25A-QA (Fellay et al, 1987) mediante digestién, con la
enzima dc restriccion Smal para la insercién en los puntos Hpal (pGG803) y Stul (pGGR06)
0 con la enzima de restriccion BamHI para la inserci6n en ¢l punto BglIl (pGG807)(Fig 4.7).
¢) Derivados de insercion (Ap‘, Kan").

Los plasmidos pGG808 y pGG809 fueron construidos a partir del pGG805, mediante
insercion en los puntos Unicos Stul y Bglil, respectivamente, de una cassette de resistencia al
antibidtico Kanamicina (Kan'). Esta cassette (1,2 Kb) fue obtenida a partir del plasmido
pUCAK mediante digestion con la enzima de restriccion Hindll para la insercién en el punto
Stul (pGG808) o con BamH]1 para la insercion en el sitio Bglll (pGG809) (Fig 4.7).

Todos los derivados de delecion ¢ insercion del pGGB00 fueron introducidos mediante
transformacién en la estirpe MC4100(pDG250) y el efecto de los mismos sobre la expresién

de la fusion mccB-lacZ fue observado en placas de LB~X-gal (Fig 4.7).
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Varias son las conclusiones que se pueden extraer al examinar la figura 4.7:

1.~ Solamente los plasmidos pGGB00 y pGGB06, portadores del gen hns y del locus
hnr funcionales provocaban unos bajos niveles de expresion de la fusién mccB-lacZ. El
pGGRO6 porta una insercion Q::Ap" que debe estar localizada en un locus no involucrado en
¢l fenémeno de represion.

2.~ Los niveles de expresion de la fusién mecB-lacZ obtenidos con los plasmidos
pGG801 y pGG8O7 eran intermedios entre os del pACYC184 y los del pGG800, indicando
que la funcionalidad del locus hnr en estos plasmidos se habia perdido, observandose sélo el
efecto de regulacién negativa del producto del gen hns.

3.~ Interesantemente, los plasmidos pGG804, pGG805 y pGG808, a pesar de no llevar
el gen hns funcional, provocaban que los niveles de actividad de la fusién mecB-lacZ fueran
también intermedios entre los obtenidos con el pACYC184 y los del pGGB00. Este resultado
sugeria que el incremento de dosis génica del locus Anr también regulaba negativamente la
expresion de la fusion mccB-lacZ.

4-. Con el plasmido pGG809, portador de las inserciones Ans::Ap’ y hAnr:Kan, se
recuperan los niveles silvestres de expresién de la fusién mccB-lacZ. Andlogamente ocurre
con el derivado pGG803 (pGG800 A Pstl), indicando que esta delecién deberia estar afectando

tanto al gen Ans como al locus hnr.

4.7.4.— Efecto del incremento del nimero de copias de kns y hnr en la expresién de la

fusion meccB-lacZ a lo largo del ciclo de crecimiento.

Los resultados presentados en el apartado anterior eran cualitativos, obtenidos a partir
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del color de las colonias de las distintas estirpes en placas de LB—Xgal.

Para cuantificar los efectos observados, las estirpes resultantes de transformar la estirpe
MC4100(pDG250) con los plasmidos pGG800, pGGBO1, pGGROS, pGGRO6, pGGBO7, pGGROE
o pGGB09, fueron cultivadas a 37 °C en medio LB y la actividad de la fusién mccB—lacZ fue
medida a distintos tiempos del ciclo de crecimiento (Fig 4.9).

Como se puede apreciar, las medidas de la actividad p—galactosidasa estdn de acuerdo
con los resultados cualitativos. Los plasmidos que incrementan la dosis génica del gen Ans y
del locus hnr (pGG800 v pGGB06) provocan un fuerte descenso (10 veces) de la actividad -
galactosidasa de la fusiébn mccB-lacZ. Los plasmidos pGG801(hns® Ahnr) vy pGG8O7(hns*
hnr::Q—-Ap'), que incrementan dnicamente la dosis génica del gen hns, provocan un descenso
de unas dos veces en los niveles de la actividad f~galactosidasa de la fusién mceB~-lacZ. Por
altimo, los plasmidos que incrementan inicamente la dosis génica del locus hnr (pGG80S v
pGG808) producen un descenso de unas 3—4 veces en los niveles de actividad §-galactosidasa
de la fusion mecB-lacZ en fase estacionaria.

Tomados en conjunto 10s resultados anteriores sugeririan lo siguiente: el incremento
de la dosis génica de Ans provocaria un aumento de los niveles intracelulares de H-NS, y esta
proteina seria responsable de provocar un descenso de unas 2 veces en los niveles de
expresion de la fusi6n mccB-lacZ, a través de la regulacién negativa del promotor Pmcc. El
incremento de dosis génica del locus Anr seria responsable de provocar un descenso de 3-4
veces en los niveles de expresion de mccB-lacZ; y ambos efectos serian aditivos, dando

cuenta de la baja expresion de la fusién mccB-lacZ observada en presencia del plasmido

pGG800.
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Fig 4.9.~ Efecto del aumento de la dosis génica de hns y hnr en la expresién de la fusién
mccB-lacZ durante el ciclo de crecimiento. Todos los plasmidos fueron introducidos por
transformacién en la estirpe MC4100(pDG250) y las cepas resultantes fueron cultivadas en

medio LB a 37 °C. La actividad B-galactosidasa fue cuantificada a distintos tiempos del ciclo
del crecimiento. Simbolos: (O) pACYC184, (O) pGG800, (M) pGG8O1, (V) pGGBOS ; (V)
pGGB06, (A) pGGBRO7, (A) pGGEO8, vy (@) pGG809.
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4.7.5.- Construccion de un mutante cromosomico knr—1::Kan.
Con el objeto dc obtener mas informacién sobre la funcionalidad del locus hnr,

decidimos sustituir el alelo cromosémico silvestre por un alelo hnr nulo.

4.7.5.1.— Construccion del plasmido pGGK200.

Un cassette de resistencia al antibi6tico Kanamicina (Kan) de 1,2 Kb, obtenido
mediante digestion BamH1 del plasmido pUCHK, fue insertado en el sitio Gnico Bgill del
plasmido pGG200, para dar origen al plasmido pGGK200 (Fig-4.7). El plasmido pGGK200
fue introducido mediante transformacién en la estirpe MC4100(pDG250). En la estirpe
resultante los niveles de expresién de la fusién mccB-lacZ eran intermedios entre los
obtenidos con el pGG200 y el plasmido control pUC18, indicando que la insercién habia

inactivado el locus Anr (Fig 4.7). El alelo mutante recibi6 el nombre de Anr—1::Kan.

4.7.5.2.- Sustitucion del alelo silvestre por el alelo mutante knr-1I::Kan.

Para transferir el alelo mutante Anr—1::Kan al cromosoma, empleamos la técnica de
sustitucion alélica descrita por Winans et al.(1985). El DNA del pldsmido pGGK200 (Fig 4.9),
fue linealizado con la enzima de restriccién Kpnl, la cual corta Gnicamente en e} polilinker del
pUC18, pero no en el fragmento cromosémico que conticne la insercién Anr—1::Kan del
pGGK200. Con ¢l DNA en forma lineal se transformé la estirpe JC7623 recB21 recC22
sbcB15 (Winans et al.,, 1985). Un transformante Km" Ap fue elegido para posterior analisis.
Sobre este clon (JC7623 hnr—1::Kan) se prepar6 un lisado de Plvir con el que se infect6 la

estirpe MC4100. Se obtuvieron varios transductantes Km' y uno de ellos (JMG200) fue
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clegido para posterior estudio.

4.7.5.3.— Localizacién de la mutacién knr-I1::Kan en el cromosoma de Ia esiirpe
JMG200.

Se procedié a rcalizar experimentos de Southern blot, para verificar la sustitucion
alélica. Un fragmento Pssl de 1,4 Kb procedente del pGG800 (Fig 4.7) y un fragmento
BamHI de 1,2 Kb portador de la resistencia a kanamicina (Kan) procedente del pUC4K,
fueron utilizados como sondas radiactivas frente a digestiones EcoR1, HindlIIl y Sphl del DNA
gendémico de las estirpes MC4100 y JMG200 (Fig 4.10}.

El patrén de hibridacion obtenido coincidia con lo esperado si la sustitucion alélica se
hubiera realizado (Fig 4.10) indicando que la mutacién hnr—1:Kan se encontraba

correctamente localizada en el cromosoma de la estirpe IMG200.

4.7.6.- Efecto de las mutaciones hns-90-Tnl0 y hnr-1::Kan sobre la expresion de la
fusién meccB-lacZ.

Dado que tanto el gen hnr como el gen hns reducen la expresion de la fusion mccB~
lacZ cuando se encuentran en aito nimero de copias, decidimos ensayar el efecto conjunto de
las mutaciones Anr—1::Kan y hns-90::Tnl0 sobre dicha expresion.

La estirpe JMG300 (hnr—1::Kan hns—90::Tn10) fue construida transfiriendo via Plvir
la mutacion hns—90::Tnl0 a la estirpe IMG200. Se verificé que las mutaciones hns—90::Tni1¢
y hnr—1::Kan segregaban a la frecuencia esperada (de entre 100 transductantes Tc' Km'

ensayados el 98% ecran Tc' Km®, los restantes Tc' Km?). Un transductante Tc' Km' fue elegido
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Fig 4.10.- Patrén de hibridacién obtenido después del Southern blot realizado para verificar
la sustitucion alélica en el cromosoma de E. coli. Los DNAs genémicos de la estirpe MC4100
(lineas 1, 3, 5, 7, 9 y 11) y IMG200 (lineas 2, 4, 6, 8, 10 y 12) fueron digeridos con HindIIl
(lincas 1, 2, 7 y 8), EcoRI (lineas 3, 4, 9 y 10) o Sphl (lineas 5, 6, 11 y 12). Un fragmento
BamH1 procedente del pUC4K (linecas 1-6) o un fragmento Pst/ procedente del pGG800

(lineas 7-12) fueron usados como sondas marcadas radiactivamente (**P)..
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(JMG300) para posterior cstudio. Las estirpes MC4100 (hnr* hns®), IMG100 (hnr' hns-
90::Tnl0); IMG200 (hnr—1::Kan hns*) y IMG300 (hnr-1::Kan hns—-90::Tnl0) fueron
transformadas con el plasmido pDG250, portador de la fusién mccB-lacZ, y la actividad 8-
galactosidasa fue ensayada a distintos tiempos del ciclo de crecimiento (Fig 4.11).

El patrén de induccién de la expresion de la fusidn meccB—-lacZ provocado por la
mutacién hnr—1::Kan es comparable al provocado por la mutacién Ans—-90::Tnl0.
Sorprendentemente, el nivel maximo de expresion de la fusién mccB~lacZ en el contexto
doble mutante (IMG300) es similar el obtenido en contexto hns—90::Tnl0, indicando la no

aditividad de los efectos de ambas mutaciones.



64

6
/_,,a-'“"“a
14 B |
5000,
2 |
\ 40001
£ —_
< 2
S =
\D H
Q| &
< 30001 3
] =
01 -
i
| £
e
20001 o
Q
°h
| &
[ 'c
p
z
10001 <
0 1 2 3 4 5
Tiempa (h)

Fig. 4.11.~ Efecto de las mutaciones hnr-1::Kan y/o hns-90::Tnl0 sobre la expresion de la
fusién mccB-lacZ en medio LB. Las estirpes MC4100(pDG250); IMG100(pDG250) y JIMG
200 (pDG250) fueron cultivadas a 37 °C en medio LB, y la actividad f—galactosidasa de ia
fusion mccB-lacZ fue cuantificada a distintos tiempos del ciclo de crecimiento. Simbolos

(O) MC4100 (ns* hnr’y, (M) IMG100 (hns-90::Tnl0 hnr'), (@) IMG200 (hns* hnr-1::Kan)

y (3) IMG300 (hns-90::Tnl0 hnr—1::Kan).



5. DISCUSION
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La expresién de los operones mch (microcina B17) y mecABC (microcina C7) tiene
lugar durante la fasc estacionaria del crecimiento bacteriano. Sin embargo, los estudios
rcalizados previamente en nuestro laboratorio no habian identificado ningiin regulador comin
a ambos sistemas. La expresién del oper6n mcb depende del promotor principal Pmcb (Fig
1.1A). La proteina OmpR y el factor de integracion del huesped (IHF) regulan positivamente
la expresion a partir de Pmcb, mientras que la proteina MprA se comporta como un regulador
negativo de la misma. Por otra parte la expresion del operén mecABC depende del promotor
principal Pmcc (Fig 1.1B). La transcripcifn dirigida por Pmcc esta regulada positivamente por
los productos de los genes crp y rpoS. El trabajo descrito en la presente memoria estaba

destinado a identificar nuevos genes cuyos productos regulasen a la vez la expresion de ambos

operoncs.

5.1.- La proteina H-NS regula negativamente la expresion de los operones mch y
mecABC.

El seguimiento simultaneo de la expresién de ambos operones se hizo posible mediante
un diseiio experimental que combina el uso de dos fenotipos facilmente observables (color de
las colonias portadoras de la fusién mcbA-lacZ y halo de antibiosis debido a la produccién
de microcina C7). En un experimento de mutagénesis con el transpos6n Tnl0 se obtuvo un
clon (JMG89) con un alto nivel tanto de expresion de la fusién como de produccién de la
microcina. Pudo observarse también que la insercién tenfa efectos pleiotropicos, resultando
en un fenotipo mucoide y resistencia a diversos bacteriéfagos. La caracterizacién de la

mutacion, mediante mapeo fisico y genético, asi como mediante secuenciacién del sitio de
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insercion del transpos6n, permitié concluir que el Tnf0 esta dentro del gen previamente
descrito hns.

En paralelo, la bisqueda de gencs silvestres capaces de alterar la expresion de una
fusién mccB-lacZ dio como resultado el aislamiento de un fragmento cromosomico que en
alto nimero de copias reducia la expresion de la fusion. Esta reduccion de la expresion se
debe a la accién de dos genes presentes en el fragmento. De nuevo, uno de cllos es hns, de
cuya participacion en la regulacion de los operones mcb y mccABC nos ocuparemos en este
apartado. El segundo gen (locus), al que se denominé hnr, no habia sido descrito antes de la

realizacion de este trabajo. Sus efectos serédn discutidos en el apartado 5.2.

5.1.1.- El gen hns y su producto.

Antes de discutir los efectos reguladores del producto del gen Ans sobre la expresion
de los operones mch y mccABC, es conveniente revisar brevemente el estado actual de las
investigaciones sobre esta proteina, implicada en numerosas funciones celulares.

El gen hns fue inicialmente mapeado en el minuto 6,1 del mapa genético de E. coli
(Pon et al, 1988), pero posteriormente otros autores demostraron que tal conclusién cra
errénea y lo localizaron en el minuto 27,3 (Hulton et al.,, 1990; May et al., 1990; GoOransson
et al,, 1990). Las mutaciones en el gen Ans son altamente pleiotrépicas, siendo miltiples los
genes y operoncs cuya expresion esta regulada positiva o negativamente por la proteina que
codifica (véase una compilacién de los mismos en la Tabla 5.1). Debido a esta pleiotropia, el
gen fue designado con numerosos nombres diferentes (osmZ, bglY, drdX, pilG, virR, cur),

dependiendo de la funcién que se observé afectada en cada caso. En los dltimos afios, diversos
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autores han establecido que todos esos genes mutados cran alelos de hns.

El producto del gen Ans es la proteina neutra de 15,5 KDa H-NS (también denominada
H1), la cual ha sido inciuida entre las proteinas de pequefio tamano que se unen al DNA y se
suponen implicadas en la estructuracién de la cromatina bacteriana. Debido a estas
caracteristicas que las asemejan a las histonas eucarifticas, a estas proteinas se les ha
denominado "similares a histonas” (histone-like). En Escherichia coli se han incluido dentro
de este grupo las proteinas HU(of), IHF(aff) y FIS (Drlica and Rouviere—Yaniv, 1987;
Pettijohn, 1988; Schmid, 1990). Recientemente otros dos nuevos componentes han sido
anadidos al grupo: la proteina Dps, implicada en la proteccidn del DNA y en la regulacién
transcripcional de la expresion génica en fase estacionaria tardia (Almirén et al,, 1993}, y la
proteina Lrp, mediadora de la respuesta a leucina (Newman et al., 1992; D'ari ef al, 1993).

La proteina H-NS es una de las mas abundantes, habiéndose estimado que hay unas
20.000 moléculas por célula, lo que representaria una molécula cada 400 nucledtidos de DNA
cromosémico. En geles de poliacrilamida bidimensionales del tipo O'Farrell, H-NS presenta
tres isoformas, denominadas H1,, H1, y H1_, cuyas cantidades relativas varian con la fase de
crecimiento (Spassky et al, 1984). Asimismo, varias bandas correspondientes a posibles
isoformas de la H-NS han sido detectadas utilizando anticuerpos anti-H-NS, y se ha
observado que la abundancia relativa de cada forma depende del medio (rico, LB, o minimo,
M63) en el que son cultivadas las bacterias (Falconi ef al., 1993). El origen de estas isoformas
ain no ha sido determinado.

La uni6n de la proteina H-NS al DNA ha sido ampliamente estudiada. El seguimiento

de la formaci6n de los complejos DNA circular—proteina H-NS a través de los cambios en
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la velocidad de sedimentacion de los mismos, permitié concluir que H-NS provoca una fuerte
condensacion o compactacién del DNA (Spassky et al., 1984; Friedrich et al., 1988). Por otra
parte, los estudios de microscopia electrénica ¢ inmunocitoquimica del nucleoide, llevados a
cabo tanto en células con la dosis normal de H-NS como en células en las que se
hiperproduce la protecina, apoyan la misma idea (Dirrenberg et al., 1992; Spurio R. er al,,
1992). Existe una cierta especificidad de secuencia para la unién de H-NS al DNA (consenso
TNTNAN) (Rimsky et al., 1990), mostrando preferencia hacia regiones de DNA con curvatura
intrinseca (Bracco et al., 1989; Yamada ef al,, 1990; Owen-Hughes et al., 1992; Ueguchi et
al, 1993; Yoshida er al, 1993). H-NS se une al DNA probablemente en forma dimérica
(Falconi et al., 1988).

Para explicar la capacidad de H-NS para regular la expresién génica, se han propuesto
varios mecanismos:

a) La proteina H-NS actuaria como un "silenciador" de la transcripcién, inactivando
parte del cromosoma mediante la formacién de una estructura similar a la cromatina
(chromatin -like) (Goransson et al., 1990). Este fenémeno de represién (silencing) seria local,
efectuado por medio de la unién de H-NS a zonas curvadas del DNA situadas en la
proximidad de las regiones promotoras de los genes controlados por esta proteina (Yoshida
et al, 1992; Ueguchi et al., 1993; Owen—Hughes et al,, 1992).

b) La regulacion de la expresion génica por H-NS seria ejercida de una manera
indirecta, al provocar cambios en el nivel de superenrrollamiento del DNA, que afectarian en

altimo termino a los promotores de los genes controlados por la proteina (Higgins., et al.,

1988; Hulton et al, 1990).



Tabla 5.1.- Genes y operones de Escherichia coli cuya expresién es regulada por la proteina H-NS.

Genes u
operones  min Funcién Regulacion  Otros reguladores/induccion Referencia
ompF 20.7 Porina {permeabilidad) 4 IHF, EnvZ-OmpR/Osmoinducible Higgins er al,, 1983
sulA 22 Desconocida 4+ Inducible por S.0.5 y en Dri y Moreau, 1993
fase estacionaria
csgA 23.1 Curlina (adhesidn) = RpoS(c®)/Fase estacionaria Olsen et al,, 1992
tred 26.6 Trealasa peripldsmica = RpoS(oc)/Osmoinducible Repoila et al., 1991
hns 27.3 Proteina H-NS -4 CspA, FIS/Fase estacionaria Ueguchi er al, 1992; Dersch ef al, 1993; Falconi ef al., 1993
osmC 324 Desconocida = Osmoinducible Gutierrez et al., 1991
omp(C 47.8 Porina (permeabilidad) - EnvZ-OmpR/Osmoinducible Higgins et al.,, 1988
proVWXx 58 Transporte de betaina -4 Osmoinducible Higgins ef al., 1988; Hulton et al,1990; Ueguchi et al, 1992
bgiBCS 83 Fermentacién de f-glucésidos - BglF Defez y De Felice, 1981; Higgins et al., 1988;
adi 93.4 Arginina descarboxilasa - Inducible por ApH Shi er al., 1993
cad 94 Lisina descarboxilasa - Inducible por ApH Shi et al., 1993
fim cromosoémica  Fimbrias de tipo 1 - [HF Kawula y Orudorff, 1990
pap  cromosémica  Fimbrias de tipo pap - CRP, Lrp/Termorregulado Goranson et al, 1992
cfa plasmidica Fimbrias de tipo CFAI/I - Cfal)/Termorregulado Jordi ef al., 1992
ipa plasmidica Fimbrias de tipo EIEC - VirB, VirF/Termorregulado Dagberg et al., 1992
mch plasmidica Produccion de MccB17. - MptA, [HF/Fase estacionaria Este trabajo
mccABC plasmidica Produccién de MccC7. - CRP, RpoS{c")Fase estacionaria Este trabajo

Notas a la Tabla 5.1.
Simbolos: (+) regulacion positiva; (=) regulacidn negativa.
(i) demostracion indirecta: estudio de la expresion de fusiones génicas lacZ o variacién fenotipica en mutantes deficientes en H-NS.
(d) demostracion directa: estudios de unién de la proteina H-NS a DNA, mediante técnicas de retraso cn gel o footprinting con DNAasa L
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¢) Finalmente, la proteina H-NS podria influir en la transcripcion actuando como

proteina auxiliar, por estabilizacion de complejos DNA-rtepresor (Falconi et al., 1991).

5.1.2.-La proteina H-NS y la regulacién del promotor Pmch.

La mutacién kns—90::Tnl0 provoca un incremento de la produccién de la microcina
B17. El estudio de la expresion de la fusion mcbA~lacZ en contexto hns—90::Tnl0 (Figura
4.4) indica que la proteina H-NS regula negativamente la expresion de los genes mcb, lo cual
explica el incremento de {a produccién de la microcina en dicho contexto.

El principal efecto observado de la mutacion Ans—90::Tnl0 sobre la expresion de una
fusion mcbA-lacZ consiste en desplazar el momento de la induccién, que normalmente ocurre
al entrar las bacterias en fasc estacionaria, hacia la fase exponencial (Fig 4.4). Este resultado
indica que la proteina H-NS regula negativamente la expresion del operén mch en fase
exponencial. Teniendo en cuenta lo dicho anteriormente acerca de los mecanismos propuestos
para el control de la expresion génica por H-NS, la regulacién de los genes mch podria ser
ejercida dc las siguientes maneras:

a) Por medio de la uni6n directa a las regiones de DNA adyacentes al promotor Pmcb.
En este sentido, hay que destacar que esta regién promotora no parece mostrar curvatura
intrinseca (Espinosa-Urgel y Tormo, 1993), lo cual iria en contra de las preferencias de unién
de la proteina H-NS, aunque no excluye dicha uni6n. La elucidacion de esta cuestién debera
ser proporcionada por los experimentos de retraso en gel y footprinting con H-NS, que estin
proyectados para su proxima realizacion en nuestro laboratorio.

b) Mediante cambios en el nivel de superentrollamiento que afectarian a la topologia
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del DNA cn la regi6n del promotor Pmcb.

¢) Como proteina auxiliar, quiza estabilizando presuntos complejos DNA-represor. El
promotor Pmcbh es regulado negativamente por el producto del gen mprA. Sin embargo, ain
no se conoce si esta regulacion es directa, mediante unién al DNA, o indirecta, mediante un
mecanismo por ahora desconocido. La purificacién de la proteina MprA se requeriria para, en
primer lugar, concretar su papel regulador; y, en segundo lugar, para estudiar presuntas
interacciones entre ¢l promotor, MprA y H-NS.

d) De forma indirecta, afectando a la expresion de algin otro regulador del promotor,

sea uno ya conocido (OmpR, IHF, MprA) o por descubrir.

5.1.3.-La proteina H-NS y la regulacion del promotor Pmcc.

La mutacién hns—90::Tnl0 provoca un incremento de la produccién de la microcina
C7. El estudio de la expresi6n de la fusion mccB-lacZ en contexto Ans—90::Tnl0 (Figura 4.5)
indica que la proteina H-NS regula negativamente la expresion de 10s genes mccABC, 1o cual
explica el incremento de la produccion de microcina en dicho contexto.

Anélogamente a como ocurre en el caso del operdn mcb, el principal efecto observado
de la mutacién Ans—-90::Tnl0 sobre la expresion de una fusion mccB-lacZ consiste en
desplazar el momento de la induccion de la fase estacionaria a la fase exponencial, si bien en
este caso el desplazamiento va acompanado de un ligero incremento en los niveles maximos
de expresion (Figura 4.5). Este resultado sugiere que la proteina H-NS controla negativamente
la expresion del operén mccABC en fase exponencial.

Los resultados de mapeo S1 (Figura 4.6) indican que este efecto de regulacion negativa
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de mccABC se lleva a cabo a nivel transcripcional, a través de la represion del promotor Pracc.
La regulacién por H-NS del promotor Pmcc podria ser ejercida de diversas maneras:

a) Por medio de la unién directa a las regiones de DNA adyacentes al promotor Pmcc.
De hecho, ¢l DNA de esta regién promotora muecstra una amplia curvatura intrinseca
(Gonzélez—Pastor, J. E. y San Millan, J. L., comunicacién personal). Dado que H-NS se une
preferentemente a regiones que tienen tal propiedad, resulta verosimil que en el caso del
promotor Pmcc sea éste cl mecanismo que esté funcionando. No obstante, esta hipotesis debera
ser confirmada mediante experimentos de retraso en gel y foortprinting con la proteina H-NS.

b) Mediante cambios en el nivel de superenrrollamiento que afectarian a la topologia
del DNA en la region del promotor Pmcc.

¢) Como protcina auxiliar, quiza estabilizando presuntos complejos DNA-represor. Esta
hipétesis requiere cuidadosa atencién, dado el reciente descubrimiento del locus Anr, cuyo(s)
producto(s) se comporta(n) como regulador(es) negativo(s) de la expresién de los genes
mccABC. En espera de profundizar en el mecanismo de regulacion en el que estan implicados
este producto o productos, no se pueden descartar presuntas interacciones entre éstos y H~NS
a nivel del promotor.

d) De forma indirecta, afectando a la expresion de algin otro regulador del promotor,
sea uno ya conocide (RpoS, CRP) o por descubrir,

La cxpresién de los genes mccABC requiere el producto del gen rpoS (Fig 4.5).
Recientemente ha sido demostrado que RpoS es un nuevo factor sigma (o), utilizado por la
RNA polimerasa preferentemente para la expresién de genmes en la fase estacionaria del

crecimiento. Los resultados presentados en las figuras 4.5 y 4.6 indican que la transcripcién
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de los genes mccABC, a partit del promotor Pmcc y en fase estacionaria, se hace
independiente de ¢* en contexto hns—90::Tnl0. Este resultado sugiere: 1) que H-NS regula
negativamente la cxpresion de los genes mccABC tanto en fasc exponencial como en fase
estacionaria. 2) que la funcionalidad de o° en la expresioén de Pmcc sca la de liberar en fase
estacionaria la regulacién negativa ejercida por la proteina H-NS. Este efecto podria ser
cjercido de una manera directa o indirecta (a través de otro regulador positivo controlado por
RpoS). Un fendmeno similar ha sido descrito para la transcripcion del gen csgA, que codifica
la subunidad estructural (curlina) de un nuevo tipo de apéndice celular, los curli (Olsén et al,,
1993). En conjunto, estos dos resultados permiten sugerir que el fendmeno pudiera ser mas
global, y ocurrir también en otros genes regulados positivamente por ° y negativamente por
H-NS. En este contexto recientemente ha sido demostrada la existencia de proteinas
antirepresoras que liberarian la represion ejercida por H-NS (Jordi ef al., 1992; Forsman et
al., 1993; Kano et al, 1993; Liu y Richardson, 1993; Falconi et al., 1993; revisado por
Dorman et al., 1993).

[a expresion de {os genes mccABC requiere también el producto del gen crp. De
hecho, el complejo CRP-AMPc es un activador transcripcional de estos genes {(Gonzalez—
Pastor et al, manuscrito en preparacion). Los niveles de expresion obtenidos en fase
estacionaria a partir de Pmcc, en contexto crp™ Ans™ (Tabla 4.1 y Fig 4.6}, indican que existe
cn esta fase una pequena pero significativa transcripcion residual, que es independiente del

complejo CRP-AMPc. Esta transcripeion residual también seria silenciada por H-NS.
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5.2.— Identificacién de un nuevo locus, knr, que reguia negativamente ia expresion del
operén mccABC.

La bisqueda de genes que en alto nimero de copias fueran capaces de alterar la
expresion de una fusién mccB—lacZ condujo al aislamiento de un fragmento cromosémico de
19 Kb, capaz de provocar una fuerte reduccién de la expresion de dicha fusion. Este
fragmento cromosémico, proveniente del minuto 27 del mapa genético de E.coli, portaba el
gen silvestre Ans. Este resultado sugeria que la hiperproduccion de la proteina H-NS, debida
al incremento del nimero de copias del gen Ans, seria responsable de provocar la fuerte
reduccién observada en los niveles de expresién de la fusion.

Sin embargo, el analisis de subclonado de la regidn minima de DNA responsable de la
reduccion de la expresion condujo a un sorprendente hallazgo: en el fragmento existia un
segundo locus, al que denominamos hnr, necesario para obtener la reduccién maxima de la
expresion observada con el fragmento total. Los plasmidos que incrementan nicamente la
dosis génica del gen hns son capaces de provocar un descenso de 2-3 veces en los niveles de
actividad f-galactosidasa de la fusién mecB-lacZ (Fig 4.9). Por otra parte, el incremento del
nimero de copias del locus Anr provoca por si solo un descenso de 3—4 veces en los niveles
de expresion de la fusion mccB-lacZ en fase estacionaria (Fig 4.9). Estos efectos parecen ser
aditivos, porque el incremento simultaneco de la dosis génica de hns y hnr produce una
reduccion de unas 10 veces en los niveles de actividad f-galactosidasa de la fusion.

Dado que el estudio de la expresi6n génica usando construcciones multicopia puede
en ocasiones ser €nganoso, se construy®é un alelo Anr mutante nulo, que fue situado en el

cromosoma mediante técnicas de sustitucion alélica. La expresion de la fusién mccB—-lacZ fue
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estudiada en medio LB en los diferentes contextos genéticos: hnr-, hns, y hnr™ hns™.
Sorprendentemente, ¢l momento de la induccién de la fusi6n sufre un desplazamiento de fase
estacionaria a fase exponencial en los tres contextos. Sin embargo, los niveles maximos de
expresion s6lo se ven aumentados en contexto hns™ o hnr™ hns” (Figura 4.11).

Estos resultados sugieren que el producto(s) del locus hnr se comporta(n) como un
regulador negativo de la expresion cn fase exponencial de la expresion del operon mccABC.
Resulta interesante la faita de efectos aditivos de las mutaciones Anr™ y hns™: a nivel de la
expresién de la fusion mccB—lacZ, un doble mutante hnr™ Ans™ es indistinguible de un mutante
simple Ans™. Futuros experimentos deberan elucidar el mecanismo por el que hnr lleva a cabo
la regulacion de los genes mccABC: secuenciacion del segmento de DNA que contienc el
locus hnr; purificacién de la proteina o proteinas codificadas; y estudios in vitro de las
interacctones DNA-proteina y proteina—proteina entre los diversos reguladores del operén y
el DNA del promotor Pmcc. Asimismo, sera interesante examinar si esta funcién reguladora

de hnr se extiende a otros genes u operones de E. coli.



6. CONCLUSIONES
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Las principales conclusiones que se pueden extraer del trabajo descrito cn la presente

memoria son las siguientes:

1.-

En experimentos de mutagénesis con el transposon Tnl0, sc aisi6 un mutante de
Escherichia coli que mostraba incrementadas tanto la expresion del operén mcb

(microcina B17) como la produccién de la microcina C7.

La inserci6n del transposén Tnl0 en dicho mutante fuc localizada dentro del gen
hns mediante las siguientes aproximaciones: 1) Mapeo genético por conjugacion.
2) Clonado de un fragmento que contiene el Tnl0 y regiones adyacentes, seguido
de mapeo fisico del fragmento y secuenciacién del punto de insercién del

transposon. La mutacion recibié el nombre de Ans-90::Tnl0.

El efecto de la mutacion Ans—90::Tnl0 sobre la expresién de las fusiones mcbA -
lacZ v mecB—-lacZ indica que el producto del gen Ans, la proteina similar a las

histonas (histone ~like) H-NS regula negativamente la expresion de los operones

mch y mccABC.

Los estudios de expresién del operén mccABC en contexto genético hns™ rpoS-,
mediante la utilizacién de una fusiébn mccB—lacZ y por mapeo con nucleasa S1,
indican que el factor sigma alternativo de la RNA polimerasa o no es requerido

para la expresion de dicho oper6n en ausencia de la proteina H-NS.

La expresion de la fusion mccB-lacZ en contexto hns™ crp™ permite detectar

cierto nivel residual de expresién del operén mccABC, que es independiente del

activador CRP.
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Sc aislé un plasmido multicopia que portaba un fragmento cromosémico que
reducia la expresion de una fusion mecB—lacZ. El andlisis de delecién e insercién
de dicho fragmento demostré que ¢l fenotipo de reduccion de la expresion
obscrvado se debia a la presencia de dos genes: uno de cllos era hns, v ¢l otro

era un locus no descrito previamente, al que denominamos hnr.

Mediante técnicas de sustitucion alélica, se construyd un mutante cromosémico
hnr™. Estudios realizados con una fusién mccB—lacZ en dicho contexto mutante

indican que el producto(s) del focus Anr™ regula(n) negativamente la expresion

del operdn mccABC en fasc exponencial.
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