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1. INTRODUCCION



ra

A) LAS MICROCINAS.

Las bacteriocinas son genericamente agentes antibacterianos de naturaleza proteica
producidos por bacterias. Su espectro de accidn esta  limitade a estirpes cercanas
filogenéticamente a la productora. Las células bactenocinogénicas sintetizan una proteina
de inmunidad que newtraliza especificamente la actidn bacteriolitica de la bacteriocina
producida (Konisky, 1982).

Las colicinas son bacteriocinas de 30.000 a 80.000 Da, producidas concretamente por
Escherichia coli y por orros miembros de iz familia Enterobacteriacea. Su produccifn es
inducida, via respuesta SOS, por los agentes que dafian ¢l DNA, y su liberacién al medio
implica la lisis v muerte de la célula productora (Kenisky, 1982).

Las micTocipas constituyen una familia de antibifticos peptidicos producidos por
diferentes enterobacterias, activos sobre difcrentes generos y especies de la familia
Enterobacreriaceae. Estos nuevos antibiéticos preseman diferencias fundamentales con las
bacteriocinas previamente descritas, eniTe las que destacan las siguientes:

Las microcinas son compuestos de bajo peso molecular (500 - 5.000 Da) cuya sintesis
no es inducida via 508 por agentes que danan el DNA. De hecho, [as microcinas, como
otros antibidticos. son producidas cuando las células alcanzan la fase estacionara de
crecimiento.

La secrecién de es10s antibidticos ne implica ta lisis de la célula productora, y por lo
tamo o s letal para dicha céiula.

Por ditimo, las microcinas pueden ser bactericidas o bacteriostiticas, a difercncia de
las bacteriocinas que son tixlas bactericidas (Asensio er «f., 1976; Baquero y Moreno,

1984).



Las microcinas caracterizadas hasta ahora estdn determinadas por plismidos que
contienen la informacidn genética necesaria para la produccién y la inmunidad a la
correspondiente microcina (Baguero ef al., 1978; Pérez-Diaz y Clowes, 1980; Baquero v

Moreno, 1984: San Milldn er al., 1985(a); Novoa er al., 1986),

1.1. MICROCINA B17.

Las microcinas han sido clasificadas en cinco grupos diferentes, denominados A, B, C,
D v E, atendiendo a critenios bioquimicos, genéticos y de inmunidad cruzada (Baquero v
Moreno, 1984). Recientemente ha sido encontrada otra microcina que define un nuevo
grupo, la microcina H47 (Lavifia et al., 1990).

Dentro de la familia de fas microcinas la mejor caractenizada es la microcina B17

{MccB17) que constituye el prototipe de las microcinas del grupo B.

L.1.1. El sistema genético MccB17 y su regulacién.

La MccB17 es producida por estirpes de  E.colf portadoras del pldsmido conjugativo
pMccB17 de 70 kb. Este plismido pertenece al grupe de incompatibilidad FII y estd
presente en 1 ~ 2 copias por genoma bacteriano (Baquero er af., 1978).

fos determinantes genéticos impticados en {2 produccién y en la inmunidad a Ja
micTocing han sido localizados en un fragmento BamHI - BgIl de 6,3 kb del ptasmido

pMccB17 (Figura 1A). Por estudios de complementacidn genética se ha demostrado que



cuatro genes, denominados meb4BCD, son necesarios para la produccién del antibidtico
(San Milldn er af., 1985(b); Garrido er al., 1986). Estos genes han sido secuenciados y sus
productos identificados ¢n minicélulas (péptide McbA) v en maxicélulas (proteinas McbB,
McbC v McbD) (Davagnino er al., 1986: Geaillond er al., 1989). mebd es el gen
estructural del precursor de la microcina. Los tres genes restantes medBCD son esenciales
para ia produccién del antibitdtico maduro. Aurgue se postula la posibie intervencién de
5108 genes cn ¢l procesamiento de la molécula de premicrocina, se desconoce su funcién
concreta,

La region de inmunidad a microciza B17, advacente a la de produccién, estd constituida
por tres genes, denominados mebEFG (San Milldn er of., 1985(a); Garrido er af., 1988).
Estos genes han sido secuenciados v las proteimas McbF y McbG identificadas en
maxicelulas (Garrido et al., 1988),

La inmunidad a MccB17 se establece por dos mecanismos diferentes, uno determinado
por los productos de los genes mebEF, v ¢l otro por el producto del gen mcdG.

Las proteinas McbE v McbF podrian formar parie de o sistema de transporte especifico
de la microcina B17. El perfil hidropético derivado de la secuencia de McbE sugicre que
é1a s una proteina integral de membrana intena con 6 posibles dominios
transmembranales. Por otra parte, la proteina McbF puede tener una actividad ATPasa,
puesto que presenta una secuencia similar a la consensuada para los sitios de unidn de
ATP (Gamido et al., 1988). Ambas proteinas se requieren para la exportacion del
antibiético endogéno. Por estas razones. se ha postulado que McbE v McbF constituyen
una bomba que expora ia MccB17 del citoplasma.

La proteina citopldsmica McbG confiere por si sola inmunidad al antibiético MccB17.

Cuyantitativamente su accién es equivalente a ta conferida por la pareja McbE — McbF. El



FIGURA 1.

A) MAPA FISICO Y GENETICO DE LA REGION MICRQCGINA B17
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mecanismo por el cual McbG neutraliza la accién del antibidtico, permanece ain
desconocido. Se ha postulado que McbG proiege el blanco intracelular de la microcina
B17 (Garrido er af., 1988).

La transcripcion de l0s genes meh esta d.in‘g;ida por dos promotores, P, v P, (Figura
1A). P, siuado delante de gea mebA. es ¢l promotor principal det sistema genético
MccB17 a partir del cual se transcriben mcb4BC, vy aproximadamente el 90% de los
mensajeros del gen mebD. Este promotor esti regulado por la fase de crecimiento, de
forma que la produccién de MccB17 es mdxima cuando las ¢élulas productoras alcanzan
la fase estacionaria, Ademas, P_, es dependiemie dei producte cromosdmico OmpR, un
regulador positivo de lia transcripeion (Hernandez—Chico er al.. 1986; Connetl er al., 1987,
Genilloud er af.. 1989). El promoter P.. locaiizado dentro del gen mebC, no estd reguiado
por la fase de crecimiento. Eswe promotor dirige la transcripcién constitutiva de mebD
{Genilloud er al.. 1989). Los genes mchEFG implicados en la inmunidad a MccB17,
probablemente se trapscriben también 2 partir de los promotores P, v P,, no cbstante 1a
inmunidad s¢ cxpresa constitutivamente ¢on independencia de la fase de crecimiento celular

(Hernandez-Chico er af.. 1986).

1.1.2. El pidsmido pMM102.

En el proceso de clonado de los genes meb en un vector multicopia. se obtuve el
pidsinido, denominado pMMi02, derivado de pBR322 que porta un fragmento BamHI -
EcoRl de 5.2 kb (San Milldn er af . 1985(a)). Este conticne los genes mebABCDEF, pero

carece det gen de inmunidad mchG. La ausencia de mebG en el plasmido pMM102 proveca



un desequilibrio entre ia produccion de MccB17 v la inmunidad al antibibtico lo que
desencadena, en las células poriadoras del pldsmido, una scric de fendmenos fisiolégicos
que ¢n conjuntc conforman io que se ha denominado fenotipo de inmunodeficiencia. Estos
fenémenos consisten en la reduccidn de la viabilidad de las cflulas productoras, clevada
expresin dei sistema SO$ de reparacidn dei DNA, pérdida del pldsmido productor de
MccB17 y filamentacién celular, Este fenotipo se manifiesta de forma extrema en células
RecA (pMM102) crecidas en medio minimo, ya que éstas son incapaces de formar colonias
en dicho medio (San Millin er al., 1985(2)). Esta caracteristica fenotipica peculiar del
plasmido pMM102 ha sido aprovechada en ¢sie trabajo para la sclecciéon de mutantes
resistentes a MccB17. Ademds, ha permindo clonar ¢ identificar un nuevo locus,
denominado mpr4, situado en el minwto 57,5, muy préxime a prol/. Este locus, clonado
cn un plasmido multicopia, bloquea la produccidn de MccB17 y, en consecuencia, suprime

el fenotipo de inmunodeficiencia provocade por pMM102 (Castille er al., 1990).

1.1.3. Estructura de la Microcina B17.

La microcina B17 (MccB17) es un péptido de aproximadamente 3.200 Da de naturaleza
hidrofébica, ictmormesisiente, no susceptible a valores extremos de pH y cargado
positivamente a pH 7. Este péprido es sensible a ta aceién de la termolisina, pronasa y
subtilisina v resistente a tripsina v quimotripsina (Herrero, 1984).

La actividad antibi6tica MecBI7, en cultivos [iquidos de estirpes productoras, estd
asociada pnncipalmente a las células v es maxima cuando ei cultivo alcanza la fase

estacionaria de crecimiento. La microcina B17 se ha extraido por ebullicién de tas células



productoras en dcide acético 100 mM. Con estas preparaciones se ha purificado a
homogeneidad en un dnico paso por cromatografia de HPLC, a través de una columna de
C18 (Davagnino ez al., 1986),

La moiécula de microcina Bi7 estd constituida por 43 aminoicidos, 26 de los cuales
son glicinas (Figura 1B). Este antibigrico sc sintetiza en forma de un precursor de 69
amincdcidos. Los 16 primeros residuos del exiremo N-terminal no estin presenies en la
molécula de microcina B17 madura. Este péptido N-terminal procesado no presenta las
propiedades caracteristicas de una secuencia sefial, por le que la microcina debe ser
exportada por un mecanismo diferente al que usan la mavoria de las proteinas excretadas
en E.coii. La moiécula carece de los residuos aromaticos tirosina, fenilalanina v miptéfano,
v de jos basicos lisina v arginina, lo que explica que sea resistente a las protcasas

quimotripsina v tripsina (Davagnino er al.. 1986).

1.1.4. Modo de accion de la MccB17.

1.a microcina B17 actua sobre las células sensibles, inhibiendo la replicacidn del DNA
de forma inmediata ¢ imeversible. Como consecuencia directa de dicha inhibicién se induce
el sisterna SOS de reparacion celular. seguide de la degradacidn det DNA vy finaimente la
muerte celular (Hermrero y Moreno, 1986).

La microcina B17 requiere. para la induccién del sistema SOS. los productos RecA v
RecBC. Ademas, este antibidtico precisa una horquiita de replicacidn activa para inducir
ei sistema SOS. En efecto, sc ha comprobado on mutantes dnad(es), incapaces de iniciar

nuevos ciclos de replicacidon a 42°C, pero que pueden completar los ciclos iniciados



previamente, que la induccidn del sistema SOS mediada por microcina B17 se reduce de
forma considerable, cuando las célufas son transferidas a 42°C, y es totalmente abelida
cuando las células se preincuban a esta temperatura ames del tratamiento con el antibiético
{Herrero v Moreno, 1986).

El conjunto de los resultados anteriores sugicre que la microcina B17 se asemeja, en
su modo de aceidn, mas 2 Jos inhibidores de la replicacitn del DNA gue actuan blogqueando
{a fase de efongacicn, tales como ef dcido naiidixico (Driica y Franco, 1988}, que a los que
afectan directamente a la estructura del DNA, tales como la mitomicina C, 12 bleomicina
o 1a luz ultravioleta. No obstante, hay una diferencia importante entre la microcina B17 v
el dcido nalidixico. El efecto de la microcina B17 sobre cflulas sensibies es esencialmente
irreversible. Sin embargo, los efectos del dcido nalidixico se revierten si ¢l antibidtico se
climina del medio lavando células tatadas durante 5 minwos con 10 ug/m), una
concentracidn inhibitoria del crecimiento (Heerero y Moreno, 1986).

Las células inmunes a microcina B17 tratadas con el annbittico presentan muchos de
tos efectos fisioldgicos encontrados en células sensibles, ¢s decir la microcina B17 provoca
también, en esas células, una inhibicién casi inmediata de la replicacién del DNA vy una
induccién del sistema SOS. Estos efectos que conducen de manera ireversible a la muerte
de ias células sensibles. son revertidos en las inmunes de modo que no afectan en dltimo
termino 2 la viabilidad celular. Por Jo tano los mecanismos de inmunidad a microcina Bi7
no previenen de ta accién primaria del antibidtico. pero evitan los cfectos fisiolégicos
secundarios derivados de la accidn de 1a mictocina B17 que conducen a la mucrte celular

{Herrero et @l., 1986).



1.1.5. Mutantes resistentes v tolerantes a MccB17.

Con ¢l fin de elucidar ios mecanismos moleculares involucrados en ¢l modo de accién
de la MecB17, se han aislado y caracterizade mutantes resistentes y tolerantes a la accién
del zmibiético. El estudio de estos mutantes ha llevado a la identificacion de alguna de
las etapas implicadas en la accidn de |2 microcina 817

Mutaciones esponidneas que reducen la sensibitidad a MccB17, aparecen con una
frecuencia de 10" Los loci afectados por estas mutaciones son: sbmd, ompF v ompR.
situados en ios minutos 9, 21 v 75 del mapa genetica de E.coli, respectivamente.

El locus shmA codifica una proteina de 406 aminodcidos con al menos 7 dominios
hidrofébicos que estd asociada a la membrana interna de la célula {(QO. Mavo, comunicacién
personal).

El gen ompR (minuto 47), como es sabido. codifica un regulador positivo de la
transcripcidn de los gemes ompF v ompC. los genes estructurales de las porinas
mavoritarias de la membrara externa OmpF v OmpC, respeciivamente (Hall v Silhavy,
1981).

Los mutantes sbmA son resistentes a la microcina B17 ex6gena pero no a la microcina
enddégena. la que sintetizan eiios mismos cuando portan un plasmido productor; de hecho,
en medio minimo glucosa, las estirpes mutantes shm4 RecA™ (pMM102}) son inviables
coma las isogénmicas shmd’. Los mutantes empR v ompF toleran concentraciones
moderadas de MccB17 exdgena (Lavina eral.. 1986). El analisis de fos fenotipos microcina
asociados a estos mutantes sugiere fuertemente que los productos de sbmAd v ompF estin

implicados en el transporte de la microcina B17 exrerna al interior cejular, mientras que la
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wlerancia a MecB17 exhibida por los mutames ompR es una consecuencia indirecta de su
fenotipo OmpF~.

Considerando que {a MccB17 e¢s un inhibidor de 1a replicacién del DNA, resulta
especiaimente interesante el estudio de mucantes afectados en la diana intracelular del
antibistico. Con ¢l fin de peder idemtificar nucvos mutantes resistentes y tolerantes a
microcina B17, hemos aplicado dos métodos diferentes de aislamiento de mutantes. Estos
métodos se disefiaron para obviar los mutantes de transporte shmd, ompF y ompR,
previamente desctitos gue aparecen con una frecuencia relativamente clevada. Upo de
estos métodos se basa en las propiedades peculiares del pidsmido pMM102; v el otro en
tz exclusién a priori de los posibles mutantes sbmA. Ambos procedimientos serdn descritos
v fundameniados mas adelante.

Una pane fundamental del trabajo que aqui se presemta, estd constituida por la
caracterizacidn genética v fisiolégica de dos mutantes independiemtes, resistemies a

microcina endbgena y extgena, obtenidos por estos procedimientos.



B} DNA TOPOISOMERASAS E INHIBIDORES ESPECIFICOS.

1.2. DNA TOPOISOMERARAS.

Las DNA Topoisomerasas son las enzimas que catalizan la interconversion de los
diferentes isémeros topoldgicos del DNA. Las reacciones gque catalizan, incluven ia
formacién de estrucruras anudadas en DINA circular de cadena sencilla, v la formacion v
resolucidn de estructuras anudadas v de moléculas engarzadas en DNA circular de doble
cadena, covalentemente cerrado. De estas reacciones. la resolucidn de moléculas engarzadas
pucde tener immpornancia bioiégica, pues. como es sabido, tales estTucturas s¢ generan en
aigunos procesos de replicacion v de recombinacién genénca, siendo necesaria la separacion
de las moleculas de DNA para que segreguen.

Las DNA TopoisOmerasas intervienen en procesos Dioldgicos tan esenciales como la
replicacion, la transcripeion v la recombinacion de moléculas de DNA, a través del control
que ejercen sobre el grado de superearollamiento del sustrato de DNA. Sec clasifican
atendiendo a su mecanismo enzimatico en: Tipo i v Tipo .

Las primeras son aquellas Topoisomerasas que prodvcen up corte lransitorio en una
sola cadena del sustrato de DNA. a través dei cual pasa un segmento de cadena sencilla
antes de cerrarse el ciclo de topoisomerizacion con el resellado del corte generado.

Las Topoisomerasas Tipo [I producen wun comte transitorio en las dos cadenas
complementarias del sustrato de DNA, a traves del cual pasa un segmento de DINA de

doble cadena durane el ciclo de topoisomerizacién del susmrato.
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Una consecuencia directa dei mecanismo de reaccidn seguido por fas topoisomerasas
tipo | ¥ tipo I es que las primeras modifican ¢l valor del mimero topolégico a en una
unidad entera por cada ciclo de topoisomerizacion, mientras que las segundas lo hacen con
cambios de dos unidades. El mimero a, denominado también L (del ingiés "Linking
number”), representa ef nimero de veces que las dos cadenas de fa doble hélice de DNA
€ ERITECTUZAN UN3 CON Fespecto a la otra en una moiécula de DNA circular, covalentemente
cerrada, £l valor del nimero a es constante para cada topoisémero de una molécula de
DNA circular. covalentemente cerrada{Gellert, 1981; Wang, 1985; Maxwell y Geilert,

1986)

1.2.1. DNA Topoisomerasas caracterizadas en E.coii.

Las DNA Topoisomerasas identificadas em  E.coli son las siguientes: DNA
Topoisomerasa [ {proteina w), DNA Topoisomerasa [l vy DNA girasa, también denominada
DNA Topoisomerasa [I. Recientemente, s¢ ha propucsto la cxistencia de una cuarta
topoisomerasa ¢n E.codi, a 12 gue s¢ ha denominado Topisomerasa IV.

Las dos primeras son enzimas pertenecientes al Tipo T que relajan DNA superenrollado
¢ doble cadena a través de un proceso que es independicnte de ia hidrélisis de ATP
(Wang, 1971: Dean et al., 1983). La DNA girasa, perteneciente al Tipo 1, es la dnica
opoisomerasa conocida gue introduce vuejtas superhelicoidales negativas en DNA de
dable cadena. covalememente cerrado v relajado, por un proceso que es dependiente de
ia hidrolisis de ATP. En ausencia de ATP, csta enzima retaja ia vitre DNA superenroilado

mediante un mecanismo analogo que implica la ruptura transitoria de las dos cadenas de



DNA (Gellert er al., 1976(a)). La hipotética Topoisomerasa [V e una actividad relajadora
de DNA superenrollado, que sc manifiesta al combinar los productos de los genes parC y

parE (min 53} de los que hablaremos mds adelante (Kato er af., 1990).

I} DNA Topoisomerasas tipo I.

Las Topoisomerasas [ v III estan codificadas por los genes fopd (min 28) v topB (min
38.7), respectivamente. De la secuencia nucicondica de estes genes s¢ ha deducido que
ambas enzimas. constituidas por una cadena polipeptidica de 97.4 kDa ¥ de 73.2 kDa,
respectivamente.  presentan una aita homoiogia en sy secuencia de  aminoacidos,
principaimente en la zona central de ambas proteinas (Tse-Dinh v Wang, 1986; DiGate
v Marians, 1989).

El mecanismo de [a reaccidén catalizada por |3 topoisomerasa I implica la ruprura de una
de las cadenas del sustrato de DNA v la formacién de un complejo covalente entre [a
proteina y ef DINA, en donde un residuo de trosina de la enzima esta unido por un enlace
éster al grupo 5'-fosfato de la cadena abierta de DNA.

El anidlisis genético de mutantes afectados en ¢l gen rfopd. ha revelado aspectos
importantes retativos al control gue ejerce la actividad DNA topoisomerasa 1 sobre el
grado de superenroilamiento del DNA en el interior de [a céluia. Los muantes topA
estudiados son de dos tipes. Mutantes puntuales que presentan una reduccién parcial de
la actividad DNA topoisomerasa | v gue se caracterizan por tener incrementado el nivel
de superenrollamiento intracelular, v mutantes que carecen por compieto de dicha actividad,

va sea por la delecion dei gen. va sca por [a insercion de un transposén gue o inactiva.
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Estos mutantes Topl~ son viables porque adquieren rapidamente mutaciones que compensan
la ausencia de dicha actividad topoisomerasa I, resjustande asi ¢l grado de
superenrollamicnto del DNA 2 Jos piveles adecvados para la viabilidad celular. Estas
muraciones COmpeEnsalonas que constituyen una respuesta adaptativa de la cflula a la
ausencia de la actividad DNA topoisomerasa [, afectan frecuenfemente a los genes gyr4
¥ gyrB que codifican a las dos subunidades de la DNA girasa y de los que hablaremos
posteriormente, ¥ a otro locus denominado toe (min 66), préximo a toiC (DiNardo er ai.,
1982; Pruss er af., 1982; Raji er ol., 1985). Las mutaciones compensatorias localizadas en
gyrA v gyrB provocan una disminucion de la actividad DNA girasa responsable del
superenrollamiento negativo del DNA, sin embargo las mutaciones enzoc, son consccuencia
de una amplificacién génica de {a region cromosémica comprendida entre los minutos 65
v 66. Inicialmente, se postulé que ¢l fenotipo asociado a las mutaciones toc era debido a
la amplificacidn def [ocus altamente pieiowopico tofC (min 66) (Dorman er af.,, 1989).
Recientemente. s¢ ha demostrado que [as mutaciones compensatorias foc son debidas en
realidad a la amplificacidn de los genes parC vy parE (min 65), cuvos productos

constituirian la denominada topoisomerasa [V (Kato et al., 1990).

II} DNA Topoisomerasas tipo LI.

La DNA girasa estda formada por dos subunidades, A y B de 97 kDa v 90 kDa
respectivamente. que S integran ¢n una holoenzima de estequiometria A,B,. Ambas
subumidades son necesarias para la reconstitucion in vitre  de las reacciones de ruptura v

religacion del sustrato de DNA y de hidrolisis de ATP gue constituven cada ciclo de



toporsomerizacién catalizado por la DNA girasa (Higgins er al.. 1978; Mizzuchi er al.,
1978).

El aisiamiento y caracterizacion genética de mutantes resistentes a quinolonas (dcido
oxolinico, icido nalidixico y compuestos relacionados) y a cumarinas (novobiocina v
coumermicina A,), dos familias de inhibidores potentes de la replicacién del DNA, ha
permitido la idemtificacién de los genes gyrd (min 48) v gyrB (min 83). Estos genes
codifican respectivamente 12s subunidades A v B de la DNA girasa.

[niciaimente, se obtuvieron mutantes resistentes a guinolonas (acido nalidixico) en e}
gen gyrA v mds recientemente s¢ han obtenido ambién en gyrB (Gellert er al., 1977;
Yarnagishi er al.. 1986). Las mutaciones Nx* e gyr4 se localizan en el extremo amino
terminal de la proteina, proximas ai residue Tvr., que interviene en la formacién de un
enlace covalente con el sustrato de DNA durante {a reaccion de topoisomerizacién (Yoshida
er al.. 1988). Las mutaciones gyrB(Nx") esidn situadas ¢n la regién central de la proteina
GyrB. Se ba postulado que esta regidn de la subunidad B es [a que interacciona con GyrA
en la holoenzima A.B, (Yamagishi er al., 1986).

[as mutaciones de resistencia a cumarinas han sido identificadas énicamente en cl
gen gyrB (Gellert er al., 1976(b). Rvan, 1976: Orr er af., 1979). La naturaieza molecular
de estas mutaciones no ha sido descrita hasta zhora.

A partir de estudios bioguimicos de reconstirucion in vitro de la actividad DNA, girasa
se han caracterizado diferentes etapas del mecanismo de a reaceitn de topoisomernizacitn.
La DNA girasa forma inicialmente un compiejo no covalente con ef susiato de DNA. En
cste complejo, fa enzima protege segmentos de 120 - 150 pb de la degradacién por

nucleasas (Liu v Wang, 1978: Fisher ef al.. 1981},
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El tratamiento dei complejo no covaiente DNA girasa-DNA con acido oxolinico,
seguido de la adicién de un agente desnanuralizante de proteinas (SDS o dcali), congela
la tuptura de 1a doble cadena de DNA, catalizada por DNA girasa, [o que permite detectar
un complejo covalenie girasa—DNA, intermediario de la reaccidn de topoisomerizacién
(Gellert er al., 1977; Sugino er al., 1977). Ea este complejo covalente cada subunidad A
de la holoenzima estd unida al DNA por un enlace O'~fosfotirosina formado entie c!
resiguo Tvryy, de la proteina y el grupo 5'-P del DNA (Tse er al., 1980; Horowitz y Wang,
1987). Como comsecuencia de ¢sios resultados, se ha postulado la formacidp de un
complejo de reaccion girasa~DNA, denominado complejo “cleavable” o susceptible de
ruptura, que se estabilizaria por la acci6n de la quinolona y seria atrapado por ¢l agente
desnaturalizante (Kreuzer y Alberts, 1984). En ¢l compiejo "cleavable”, la DNA girasa
estaria unida covalentemente, a través de la subunidad A, al grupo 5'-P generado en la
ruptura del DNA y mantendria atrapado, por una interaccién no covalente, el exuremo
¥-OH del DNA.

La ruptura del DNA mediada por DNA girasa se produce en sitios especificos de corte.
Entre éstos hay sitios preferentes en los cuales la raptura se da con una frecuencia mayor
(Sugino et al.. 1978). Estos sitios preferentes, localizados dentro del segmento de 120 -
150} pb protegido por la enzima. generan un patrén definido de corte. La presencia de ATP
modifica ranto et patrdn como 14 frecuencia de corte de los sitios preferentes (Sugino er
al., 1978).

El superenrollamicnto pegative del DNA es un procese endergonica. desfavorecide
iermodindmicamente. La energia necesaria para este proceso se obtiene de la hidrolisis
acoplada de una molécuia de ATP a ADP v P, La DNA girasa contiene una actividad

ATPasa intrinseca que estd asoctada a la subynidad B del holoenzima (Mizuuchi er af.,



1978; Sugino er ai., 1978). Esta subunidad puede hidrolizar ATP por si sola, aunque la
presencia simultinea de la subunidad A v de DNA rclajado de dobie cadena estimuia
considerablemente dicha reacci6n de hidréiisis (Sugino y Cozzareili, 1980; Staudenbauer
y Orr, 1981; Maxwell y Gellert, 1984).

Estudios realizados con el andlogo de ATP no hidrolizable, B.y—imido ATP, indican que
la DNA girasa puede catalizar ciento grado de superenrollamiento negativo en el DNA. sin
la hidrélisis concomitante de un enlace rico en energia (Sugino er al., 1978). Se ha
postulado que &l ATP y su andlogo B,y-imido ATP son efectores alostéricos de un cambio
conformacional de la girasa que constituve ¢l inicio de un ciclo de topoisommerizacion. La
disociacin del nueledrido, favorecida por la hidr6lisis del ATP, restituiria la conformacion
inicial de la DNA girasa, necesaria para que 1a holoenzima pueda iniciar un nuevo ciclo de
topoisomerizacion {Sugino er al., 1978).

Llegados a este punto ¢s preciso hacer un incise para referimos a la ya mencionada
topoisomerasa [V. La existencia de esta nueva topoisemerasa se ha posmlado en base a
la siguiente observacién. La combinacién de extractos crudos de cflulas sobreproductoras
de los polipeptidos ParC v ParE, codificados por los genes parC v parE (min 65) esanciales
para la particidn del cromosoma de E.coli, provoca la relajacion de DNA superenrollado
(Kato er al., 1990). Por otro lado, la secuenciacién de fos gencs parC v parE ha revelado
las siguientes caracteristicas de los polipéptidos sintetizados. La proteina ParC de 730
aminoacidos (75 kIJa) tiene homologa con la subunidad GyrA de E.coli y de Bacillus
subtilis. En concreto, la mitad amino-lerminal de estos polipéptidos presenta una alta
homologia, siendo mas remarcada en las proximidades del residuo Tvr.... La proteina ParE
(70 kDa)}, constituida por 601 aminoacidos. presenta una alta homologia cn su secuencia

con las subunidades GyrB de E.coli v de Bsubnlis (Kato er ai., 1990). Por todo eilo, las
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proteinas ParC v ParE constituirian las subumidades de una nueva topoisomerasa,

denominada topoisomerasa [V, capaz de relajar un sustrato de DNA superenrollado.

IIT} Inhibidores de DNA girasa

Las quinolonas y cumarinas san dos famiiias de antibibticos que inhiben la replicacién
del DNA en E.coli, mediante ¢l bloquee de la actividad DNA girasa.

Compucstos tales como ¢l dcido oxolinico y el 4cido nalidixico actuan atrapando el
complejo de reaccion girasa-DNA “cleavabie”. que se forma como intermediario de la
reaccitn de topoisomerizacion (Gellert er al.. 1977; Sugino et al., 1977). In vitro, las
quinolonas s¢ unen a DNA, preferentemente a moléculas de cadena senciila (Shen y Pernet,
1985). No obstante, la presencia de la DNA girasa estimula 1a unién del antibi6tico a DNA
de doble cadena. Se ha postulado que la quinolona se fija, segin una cinética de ripe
cooperativo, a sitios especificos que se generan con la formacién del compiejo girasa-DNA
{Shen er af.. 1989(a) v L989(b)). La saturacidn de cstos sitios especificos estd estrechamente
correlacionada con la inhibicidn del superenrollamiento del sustrato v con la induccién de
ia ruprura de la dobie cadena de DNA (Shen er al., 198%a)). En base a estas observaciones
se ha propueste un modeio para la interaccion de estos antibidticos con ¢f complejo DNA
Zirasa-INA, segin el cual la ruptura del sustraco de DNA de dobie cadena, mediada por
DNA girasa. generaria el sitio de unidn de la quinolona. El antibidtico se unirja al segmento
de cadena senciiia expuesto en el sitio active de la enzima (Shea er al., 198%c))-

Las cumarinas (novobiocina y coumermicina A} son una familia de amibidticos que

Inhiben ja actividad ATPasa de [a DNA girasa. Su modo de accifn consiste &n fa inhibicion



competitiva de la union del ATP a la subunidad B (Sugine ef al., 1978; Staudenbauer v

Om, 1981).

IV} Estudio de la proteina GyrB: relaciép estructura-foncion

La subunidad B de la DNA girasa es una proteina de 804 aminoacidos (90 kDa) que
posce una actividad ATPasa (Adachi er aif.. 1987; Mizuuchi et al, 1978; Sugino v
Cozzareili, 1980). [a caracterizacign bioguimica de esta proteina, junte con la
caracterizacién molecular de diferentes mutaciones localizadas en el gen gyrB, ha permitido
idenrificar ciertas regiones de la proteina que estan implicadas muy probablemente en
alguna de ias actividades enzimaticas asociadas a la DNA girasa, S¢ han posmulados dos
posibies dominios funcionales en GvrB (Gellert er al., 1979; Brown er al., 1979). Uno de
etlos se localizaria en la mitad carboxilo-terminai de la proteina ¢ intervendria en ia unidn
con la subtnidad A (Adachi er af., 1987). Los resultados experimentales que sugieren la
existencia de este dominio, proceden de la caracterizacién bioquimica de un péptido de 50
kDa derivado de la proteina GvrB {péptido v) que asociado a la proteina GYrA reconstituye
una actividad relzjadora de DNA, denominada DNA Topoisomerasa [I'. La actividad
Topoisomerasa 1I' se caracteriza porque s inhibida especificamenic por quinolonas v
porque carece de actividad ATPasa. Ls secuencia del extremo amino—-terminal del péptido
v cotncide con la secuencia de la protcina GvrB a pantir del aminoacido de la posicidn 394
hacia su extremo carboxiio; es decir, el péprido v estaria constituido aparentemente por ios
410 aminodcidos de la mitad carboxilo-terminal de la proteina GyrB (Adachi er al., 1987).

Ademas, Ja secuenciacién de las mutaciones de resistencia a quinolenas caracterizadas en



gyrB ha revelado que éstas estdn situadas dentro de 1a parte de GyrB que corresponde al
péptido v (Yamagishi e7 al., 1986). Dadas las caractenisticas fenotipicas de estas mutaciones
v su localizacién dertro de GyrB., se ha propuesto que afectan al dominio de uni6n con la
proteina GyrA.

El otro domnio funcional de GyrB, constituiria el sitio de upidn a ATP y estaria
localizado en la mitad amino terminal de la proteina, dentro de los 394 primeros
aminodcidos (Adachi ef al., 1987). La locaiizacién hipotética de este dominio ATP se ha
establecido al considerar; primero, las caracteristicas de la actividad DNA Topoisomerasa
II' que. estando constituida por el péprido v, carece de actividad ATPasa; y, segundo, en
base a {a homologia en la secuencia de aminodcidos de la regién amino-terminal de
diferentes subunidades GyrB de procariotas y de DNA topoisomerasas [T de cucariotas, se
ha propuesto que esta regién forma parte de un dominio estructural y/o funcional comin
a es1as enzimas (Wyckoff er af,, 1989).

Recientemente se ha secuenciado una pueva mutacion en gyrf que fue aisiada en un
contexto genético Topl™. Esta mutacién que compensa la falta de actividad topoisomerasa
I de la estirpe portadora, provocando una disminucidn de 10 veces de la actividad DNA
girasa, consiste en la insercién de una sccuencia de seis nuciedtidos en la posicién 1146
del gen, justo en un punto en donde aparece repetida dos veces la misma secuencia
oligonucleoridica en una orientacién directa. Este hecho se traduce en la insercién del
dipéptido Ala - Arg en la posicién 382 de la proteina GyrB (McEachern y Fisher, 1989).
La proteina mutante posee esa secuencia repetida tres veces de forma consecutiva, en la
regifn que muy probablementc conecta los dos dominios funcionales propuestos ¢en GyiB.

Esta mutacién compensatoria podria provocar una distorsion de la disposicién relativa de
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dichos dominios en el espacio, lo que se traduciria en una alteracion de la actividad DNA

girasa (McEachern y Fisher, 1989).

C) OBJETIVOS DEL TRABAJO REALIZADO.

El modo de accidn de la microcina B17 consiste en }a inhibicién de {a replicacién del
DNA en E.coli. Basindonos en este resultado, postulamos que este antibidtico bloquearia
alguna de las proteinas implicadas en la replicacion de DNA. Con el fin de definir el
blanco intracelular de la microcina B17, jniciamos el trabajo que aqui se presenta. El
otjetivo inicial del mismo fue ¢l aislamicnio v 1a caractenizacion de mutantes afeciados
en la diana intracelular de la microcina B17. Mutantes de esta clase se obtuvieron por dos
procedimientos independientes que seran descritos en detalle. La caracterizacion genética
v molecular de las mutaciones aisladas consiituve ja pane fundamental del irabajo
realizado.

Nuestros resultados, junto con los estudios desarrollados im vitre por la Dma. C
Hemandez-Chico en nuestro laboratorio, demuestran que ¢} blance de 1a micocina B17
es [a DNA girasa. El conjunto de los resultados serz discutido en este texto.

Por otra parte, durante estos estudios hemos descubierto un nueve mecanismo de
resistencia a4 cumarinas. Este mecanismo determinado por la superproduccion de la
subunidad GvrB de la DNA girasa consiste aparentemente en la titulacién del antibidtico.

Los datos experimentales gue sustentan esta lesis seran también presentados £n este texto.



2. MATERIALES



Tabla 1. Estirpes bacterianas, bacieriéfagos v plasmidos.

ESTIRPES

MC4100
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D3
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2.1. ESTIRPES BACTERIANAS, PLASMIDOS Y BACTERIOFAGOS.

En ia Tabla 1 se indican Jas estirpes bacterianas, bacteridfagos y pladsmidos utilizados

{Bachmann, 1990).

1.2. MEDIOS DE CULTIVQ.

2.1. Medio Completo LB.

Contiene por Litro de solucidn:

- bacto triptona 10g
- extracto de levadura 5g
- NaCl Sg

El medio solido se prepara afiadiendo 15 g de agar por litro de medio de cuitivo. El
medio liquido se utilizé para la obtencidn de cultivos bacterianos v el sdlido para la

obtencidn de estrias v colonias bacterianas.

2.2.2. Medio Minimo M63.

Coniiene por titro de sojucién:

- KH,PO, 458

- KHPO, 9¢



- (NH.},50, g

Tras esterilizar el medio en autoclave s¢ anaden 1 ml de MgSQ, 1 M, 1 ml de vitamina
B1 (1 mg/ml) v 10 ml de solucida al 20% dal azicar (20% p/v) que se atiliza como fuente
de carbono.

El medio s6iido se obtiene afadiendo 15 g de agar por litro. El medio liquido se utilizé
para ia obtencidn de cultivos bacterianos v el s6lido para la obtencién de estrias y colouias

bacterianas.

2.2.3. Medio 2xTY.

Contiene por litro de solucion:

~ bacto triptona 16g
- extracto de levadura g
- NaCl ig

P

El medio sdlido se prepara afiadiendo 15 g de agar por litro de medio. Se¢ utilizé para

la obtencion de cultivas celulares destinados a la propagacidén del fage M13.

2.2.4. Medio P75 0 H.

Contiesie por litro de solucidn:
- bacto tripiona 10g

- NaClt 8¢



- agar 12g

Este medio es utilizado para [a propagacion del fago A ¥ M13.

2.2.5. Medio P1.

Contiene por litro de solucidn:

- bacto triptona 0g
- exiracto de fevadura 5g
- NaCl 3g
- agar 12 g

Después de esterilizar esta solucién en autociave, cada litro de medio se suplementa con
10 ml CaCl, 3,5 M v 5 mi glucosa al 20%. Este medio es utilizado para la propagacion det

fago Pivir.

2.2.6. Agar Blando.

E! zgar blando minimo contiene 6 g de agar por litro de agua destilada. El agar blando

[.B contiene 6 g de agar por litro de medio liquido LB. Se utilizé para la inoculacién de

cespedes bacterianos v figicos en placa de Petd.



2.3. ANTIBIOTICOS.

~ Acido Nalidixico (Nx): se preparé cn una disolucitn 0,05 M NaOH a una concentracién

de B mg/ml ¥ se urilizd 2 upa concentracin final de 40 pgiml.

- Ampicilina (Ap): st prepar6 en agua a una concentracion de 4 myg/ml y se utilizé a una

concemracion final de 20 pg/ml.

~ Cloranfenicol (Cm): se prepard en etanol a una concentracién de 6 mg/ml y se uwtilizé

a una concentracién final de 30 ug/mi.

- Coumermicina A, (Cou): se prepard en dimetil suiféxido (DMSO) a una concentracitn

de 3.2 mgml v se utilizd a una concentracidn final de 16 pg/mi.

- Kanamicina (Km): sc prepar6 en agea a una conceniracion de 6 mg/ml y se viilizd a una

concentracion final de 30 pg/ml.

- Novobiocina (Nov): se prepar§ en agua a una concemracion de 40 mg/mi.

- Tetracicliza (Tc): sc prepard en una mezcla ccanoizagua (1:1) a una concentracién de 4

mg/ml v se utilizé a una concentracidn final de 20 ug/mi.



2.4. SOLUCIONES Y TAMPONES.

2.4.1. Solucién Salina.

Contiene 8,5 g de NaCl por litto de agua. Se unlizé estérii para diluir suspensiones

bacterianas.

2.4.). Soluciones y tampones para la purificacién de DNA.

i. Tampén TE:
~ TrisHC] 10 mM, pH= 8

- Na; EDTA 1 mM, pH= 8

II. Selucion GTE:
- Glucosa 50 mM
- TrisHCl 25 mM, pH= 8

- Na, EDTA 10 mM. pH= 8

II. Solucién NaOH / SDS:
- NaOH 0.2 N

-8DS 1%



k)|

V. Solucidn de acetato sidica 3 M, pH= 4,8:

Sc prepard ajustando ¢l pH de una disolucién de acetato sédico a 4.8 con écido
acttico glacial. Las concentraciones finales de [os iones Na* y CH3COO son 3IM y 5 M

respectivamente.

V. Solucién de acetato amonico 7.5 M:

Contiene 578,1 g de acetato aménico por litro de disolucion.

V1. Solucion de ribonucieass A:

Se prepart a 2 mg/mi en agua destilada v se hirvié 2 min. Se conservé a -20°C,

VII. Solucion TES:
= TrisCIH 10 mM, pH=8
~ Na, EDTA 100 mM, pH=8

- NaCl 100 mM

VIII. Solucion $5C:
- Na(l 15 mM

- citrato sodice 1,5 mM, pH= 7



[X. Sotucion de pronasa:

La pronasa se prepard a una conceniracion de 5 mg/ml en tampdn SSC v se

preincubd durante una hora a 37°C antes de su utilizacién.

X. Soluciéon Hoimes - Bonner:

- ciorofermo 30 %
- fenol 30 %
- aleohol isoamilico 1 %
(Sarurade con TrisCIH 10 mM, pH= 8)

- hidroxiguinoleina 0.1 %

1.4.3. Tampones de digestién de! DNA con nucleasas de restriecion.

Tampén NalCl TnsHCl Me(l, oTT

pH=738
Baio - 10mM  10mM 1 mM
Medic 50 mM 10mM 10 mM I mM

Alto 100mM 0mM 10 mM 1 mM

Estos tampones se prepararon concentrades diez veces.
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Sc cmpiearon los tampones especificos recomendados por las casas comerciales

pata los enzimas:

Smal:

- KC1 20 mM

- TrisHCl 6 mM, pH= 8

- MgCl, 6 mM

- f-mercapioetanol 6 mM

- Albimina de Suero Bovino (BSA) 100 ug/mi
Sphl:

- NaCl 150 mM

- TrisHCE 6 mM, pH= 7,4

- MgCl, 6 mM

- fi-mercaptoetanol 10 mM

~ Altwimina de Suero Bovino (BSA} 100 ug/ml

2.4.4. Tampon de ligacién del DNA.

El tamp6n se prepara concentrado diez veces.

~ Tris HC 50 mM, pH= 7,4
- MgCI2 10 mM



- ATP 1 mM

- Albimina de Suero Bovino (BSA) 100 ug/ml

2.4.5. Tampones y Soluciones para ia electroforesis del DNA.

1. Solucién de depdsita del DNA:

- Na, EDTA B0 mM, pH=§
- Azul de bromofenol 0,1 %

- Glicerol 20 %

Si la solucidn de DNA conticne RNA, este iltimo se elimina afiadiendo a la
solucidén de deposito 1/4 de su volumen de solucién de nbonucicasa A. La soluci6n de
depdsito se agrega a las muestras de DNA en {a proporcidn de 1 volumen de ésta por 2

volumenes de DNA.

II. Tampén de electroforesis Tris - Borato (TBE)

Este tampon sc emplea en geles horizontales de agarosa y verticales de acrilamida.

Contiene por litro de solucién:

- Tris~hase 108 e
- Acido Bérico 55¢

- Na, EDTA IH,O 09 ¢



[I1. Solucién de acrilamida al 7 % / Urea 8 M:

Esta soiuci6n contiene por litro, 180 ml de una solucién de acrilamida al 40%
{acrilamida:bisacrilamijda en relacién 38:2) v 420 g de urea. Una vez disuelta la urea, la
soiuciébn se desioniza con amberlita, se filtra v tras afadir 100 mi de tampdén TBE

concentrado 10 veces s¢ enrasa a un litro. La solucién se conserva a 4°C en oscuridad.

2.4.6. Soluciones para la extraccitn del DNA de geles de agarosa con membranas de
DEAE - celulosa.

1. Preparacién de ias membranas de DEAE - cefufosa.

Las membranas s¢ cortan en tiras de 1 cm de ancho y $e lavan durante 10 minutos

en EDTA 10mM, pH 7.6. A continuacién s¢ tratar durante 5 minutos con una solucién de

NaOH 0,5M. Por iltimo, sc aclaran varias veces en agua estéril v se almacenan a 4°C,

II. Solucién Arg / NaCl:
- Arginina 50 mM
-NaCl1 M

Esta solucién se emplea para extraer el DNA de la membrana de DEAE-celulosa.



2.4.7. Soluciones para la extraccion del DNA de geles de acrilamida

1. Solucién de EDTA / acetato aménico:

- Nal EDTA 1 mM, pH=8

- acetato amdnico 0.5 M

Esta solucion se emplea para extraer el DNA del gel de acrilamida.

248, Soluciones ¥ Tampones para la electroforesis de proteinas en geles de

acrilfamida.

I. Solucion de lisis ¥ depdsito de proteinas.

Se prepara mezclando en un volumen final de 10 ml.

1,25 ml de TrisHel 0.5 M pH= 6.8
2 ml de SDS af 10 %

2 ml glicerol al 50 %

0.5 mt de B-mercaptoeranol

0,01 g de azul de bromofeaol
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11. Tampén Tris / Glicina / SDS:

- Tris—base lg
- Glicina 144 g

- SDS 1g



3. METODOS
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3.1. METODOS RELACIONADOS CON LGS ANTIBIOTICOS MICROCINA B17
Y COUMERMICINA A,

3.1.1. Ensayo de produccién de MecB17.

Los clones cuva produccion de MccB17 se deseaba probar, se inocularon por picada
sobre un césped de la estirpe sensible RYC1000. Tras su incubacitn a 37°C durante 24 h.,
las clones productores de MccB17 formaron un hate de inhibicién del crecimiento de la
estirpe sensible. El diametro del halo ¢s un indicative de la cantidad de microcina

producida.

3.1.2. Obtencidn de extractos crudos de microcina BE7.

Los extractos crudos de mictocina B17 se obtuvieron sembrando una estirpe productora
del aptibiético (RYCB93) en placas de M63 glicerol cubiertas con celofdn, segin ¢l método
descrito por Herrero v Moreno, (1986). Las placas, después de incubadas a 37°C durante
30 - 40 boras, se¢ congelaron a ~20°C. Tras su descongelacidn, ¢l agar se centrifugé a
10.000 rpm duranie 30 min. El sobrenadante filtrado constituyé el extracto crudo de
MccB17 que se conservd a ~20°C y se valord su actividad por el método de la dilucion

critica (Mavr—Harting er ai., 1972).



3.1.3. Pruebas de sensibilidad a la microcina B17.

D Método del "Cross Streaking”.

Este método consiste bisicamente en generar un gradiente de concentracién de MceB17,
sembrando una banda de estirpe productora del antibidtico (RYC893) en placa de Petri. Los
clones cuva sensibilidad al antibi6tico se queria probar, se estriaron perpendicularmente
a dicha banda y se incubaron a 37°C durznte ia noche. 56i0 los clones resistentes a MccB17

crecen en fa proximsidad de fa bacteria productora.

II) Método de la Dilucion Critica,

Este método, descrito por Mavr-Harting er al. {1972), permite una cuantificacién mas
precisa de la seosibilidad de una estirpe. Alicuotas de 10 pl de diluciones crecientes vy
sucesivas (1, 172, 1/4,...) de un extracto crude de MccB17 se depositaron sobre un césped
de 1a estirpe a analizar. Las placas muesiran halos de antibiosis en el césped bacicriano, tras
ser incubadas a 37°C durante {a noche. Se considera a la maxima dilucicn de MecB17 que
produce un halo claro, una medida de la sensibilidad de la estirpe  anatizada.

Para valorar la actividad de extractos crudos de MccB17 hemos considerado como
unidad de actividad antibiética (LA} a la cantidad de MccB17 presente en 10 il de la
maxima dijucién que produce un halo claro de antibiosis sobre la estirpe BM21. Las

preparaciones obtenidas de MccB17 tegian una acrividad entre 650 v 1.200 UA/mI.
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0T Medida de |a Actividad Bactericida.

El efecto bactericida de los extractos crudos de MccB17 sobre estirpes sensibles v
resistentes se determiné de la siguiente manera. Cultivos de las estirpes, crecidos durante
la noche en LB, se diluveron 100 veces en 20 mi de medio liqguido M63. Se cultivaron a
37°C hasta alcanzar la fase cstacionaria {DOg= 2). Las  células, recogidas por
centrifugacion a 6.000 rpm durante 10 min., se resuspendicron en 4 mi de medio liquido
M#63. Alicuotas de 50 wl de cada suspension celular s¢ trataron con difercntes dosis de
MeeB17. Las células tratadas se incubaron a 37°C durante 1 hora y se determiné ¢l mimero
de células viables (N,). Este ndmero se compard con <l titulo de las células no tratadas con
MceeB17 (N ). La pérdida de ia viabilidad sc represemié grificamente como el logaritmo de

ia fraccidn de supervivientes {N/N,} en funcidn de la dosis de MccB17.

3.1.4. Determinacion de la concentracién minima inhibitoria (CMI) de cosmermicina

A, y novebiocina.

La concentracidon minima inhibitoriz (CMI) de coumermicina A, y novobiocina de
diferentes estirpes de E.coli se deiermind en placas muitipocillo que contenian medio
minimo M63 y diluciones consecutivas (1. 1/2. 1/4,...) del comrespondiente antibiético. Los
cultivos, crecidos durante la noche ¢n medio minimo, se diluveron en ¢l mismo medio v
se afiadicron 210* bacterias/ml en cada pocillo. Las MICs fueron determinadas tras fa

incubacion de las placas a 37°C durante 24 h.



3.2. SELECCION DE MUTANTES ESPONTANEOS.

3.2.1. Método de obtencion de mutantes resistentes a MccB17.

Doce cultivos independicntes de la estirpe RYC1000 crecidos en medio LB hasta fase
estacionaria (DOg= 2), sc frataron con un extracto crudo de MccB17 (270 UA/ml) durante
40 min a 37°C. Alicuotas de 0.2 ml de cada cultive se extendieron sobre placas de LB
suplementadas con MccB17 (40 UA/mi). Al cabo de 24 horas de incubacién a 37°C,
crecieron colotifas ¢on una frecuencia de 6107 del ndmero de céluias sembradas. Estas
cotonias se recogieron ¢n masa, lavando cada placa con 1 ml de solucion satinz. Con cada
una de las suspensiones celulares asi obtenidas, se prepararon subcultivos que se llevaron
a competencia para ser transformados con ¢] pidsmido pMM102. Los transformantes Ap*
se seieccionaron en placas de M63 suplementadas con Ap (20 mgml), vy se probaron

posteriormente para la produccién de MeeB17 v la sensibilidad a luz vitravioieta.

3.2.2. Método de obtencion de mutantes resistentes & coumermicina A

Se han obtenido mutanies espontaneos 1ESISICHIEs A covmermicing A, con una frecuencia
aproximada de 107, plaqueando la estirpe sensible E.coli K12 RYC1010 en medio minimo
M63 supiementado con concentraciones crecientes de coumermicina A, (8, 16 v 24 ug/ml).
Tras incubar las placas a 30°C durante 3 -~ 4 dias. crecieron colonias resistentes que fueron
purificadas ¢n ¢l mismo medio de seleccion. Los mutantes Cou® asi obrenidos crecen

perfectamente a cualquier temperarura en medio minimo glucosa suplementado con 16



agml coumermicina A., concentracién que inhibe completamente ¢l crecimiento de la

estirpe 150ge€mca silvesire.

3.3, METODOS RELACIONADOS CON LA MANIPULACION DE

BACTERIOFAGOS.

33.1. Pruebas de sensibilidad a bacteriofagos.

Las cstirpes cuya sensibilidad se quena probar, se estniaron perpendicularmente a una

panda del fage correspondiente. deposiiada sobre {a superficie de una placa de Pem y

abtemida a partir de un lisada de 107 ufp/mi. Después de incubar las placas durante la noche

i0s clones sensibles no crecen en {a franja donde ha sido inoculado el fago, mientras que

.08 resistentes lo hacen nonmalmente,

3.3.2. Técnicas de manipuiacion de fago transductor Plvir.

Paca la obtencion de lisados del bactendfage Plvir v la realizacidn de trapsducciones

via P1 se siguid el procedimiento descrito previamente por Miller, (1972).

3.4 MUTAGENESIS CON TRANSPOSONES.



3.4.1, Mutagénesis con el transposdn Taj.

Se obtuvicron inscrciones del transposon Tns en cl plasmido pCID500 empleando el
fago A467 segin ¢l mérodo descrito por Berg, (1977).

Un cultivo de la estirpe RYC1000 (pCID500) (DOyg= 1.5) sc infectd con una
suspension del fago (610° ufp/m!) a una multiplicidad de infeceitn de 10:1. Tras ja
adsorcién del fago durante 20 min a 30°C. la mezcla se diluvé 10 veces en LB v se dividid
en alicuotas que sc incubaron con agitacién a 30°C durante 2 horas. De los tansductantes
Km*, selecciopados en LB suplementado con kanamicina, s¢ prepard DNA plasmidico con
ei que se transformd la estitpe RYC1000. Por dltimo, se seleccionaron los transformantes

Ap* Km*,

3.4.2. Mutagénesis con ¢! transposén Tn/@.

Se construvé un banco de inserciones Tnf¢ en el cromosoma de 1z estirpe de E.colf
MC4100 empleando ¢l fago A370 segin el método que se describe a continuacidn.

Un cultivo de la estirpe MC4100 en LB supiementado con maltosa 0.2 % v MgSO, 10
M. se crecid hasta fase exponencial (POg= 0,6). Después de dividir el cultive en
alicuotas de 2 ml, se infectd cada una de ellas con una suspensién del fage (210" ufp/ml)
a una muitiplicidad de 1:10. Tras la adsorcion del fago durante 20 min a 37°C, afadimos
] mi de LB suplemenzado con citrato sédico 40 mM a cada tubo v se incubaron con
agitacién a 37°C durante 75 min. Las células, recogidas por centrifugacién y resuspendidas

en 0.2 ml de LB con citrato sodico 20 mM, s¢ plaquearon en LB suplementado con



tetracictina v citrato sédico 15 mM. Los trapsductantes Tc* obtenidos de cada transduccion
independiente se recogieron en masa. Con cada suspension celular, se prepart un lisado del

fago Plvir segon ¢l procedimiento descrito por Miller, (1972).

3.5. MANIPULACION DEL ALELO recd.

3.5.1. Ideptificacion fenotipica de clones RecA® versus RecA™.

Las célylas RecA™ son hipersensibles a la luz ultravioleta (UV). Para distinguir los
clones RecA” de los RecA® procedimos del modo siguiente. Gotas de diferentes
suspensiones celulares, preparadas con los ciones que se querian probar (2:10* ufc/ml), se
estriaron paralelas en placas de LB vy se expusicron a la radiacién uitravioleta durante
diferentes tiempos. Con este fin, las estrias se cubtieron cop un papel para que la radiacién
0o les afeciase. A lo largo de un minuto de exposicion, el papel s¢ fue retirando, de forma
que porciones crecientes de las estrias quedaban al descubierto, hasta que al final quedaban
toralmente expuestas a la luz vitravioleta. Por ditimo, las placas se protegieron de la fuz
para impedir la fotorreparacion y se incubaron a 37°C. Los clones RecA’ crecian ¢n a pane
de la estria irradiada durante tiempos cortos, mientras que los RecA™ no crecian o apenas

lo hacian.

31.5.2. Construccién de estirpes recAS56.
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El alelo reeAS6 de la estirpe RYCB16 sc introdujo en estirpes silvestres aprovechando
su cotransducci6én con ¢l marcador sri::Trd0. Los transductantes Tc* portadores del alelo

recAS8, futron identificados por su exirema sensibilidad a la radiacién ultravioleta (UV®).

3.5.3. Construccion de estirpes recA.

A las estirpes RecA™ (recA56) se les inrodujo el alelo recA mediante el fago
transductor Ap recd clind, portador del gen siivestre recd v de la mutacién clind. Este gen
clind codifica un represor insensible a los agentes que inducen A.

La estirpe receptora RecA” se cultivé ex LB suplementado con maltosa 0.4 % hasta fase
cxpanencial (ODgy= 0,5). Las células se recogieron por centrifugacidn vy se resuspendieron
en ei mismo volumen de una solucidn de MgSO, 10 mM. Se mezclaron 0.1 ml de bacterias
con 0.1 mi de fago Ap recd clind (10° ufp/mi) (multiplicidad de infeccibn: 10). Tras la
adsorcidn del fago duranie 20 min a 37°C, sc afiadi6 1 ml de LB a la mezcla de adsorcién
¥ s¢ incubd durante 4 horas a 37°C. Las celulas se centrifugaron, se¢ resuspendicron en 0.1
ml de MgSO, 10 mM. v se mezclaron con 0.1 ml de una suspensién del fago A I h80
Aing9 (410" ufp/mt), con et fin de seleccionar las células lisogenizadas por cf fago Ap rec4
clind. La mezcla se incubd a 37°C durapte 20 min para facilitar }a adsorcion del segundo
fago v se diluvé 100 veces. Se sembraron, en placas de LB, 0,1 mi de las células diinidas
mas 0.1 ml de la suspension del fago A cths0 Aime®. Las placas se incubaron durante la
noche & 37°C. Los clones lisogenizados por el fago Ap recd clind se identificaron por su

resisiencia a la radiacién ultravioleta (V') v su inmunidad al fago & ¢l h80 Ainrd,
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Por este método s¢ lisogeniz$ ef mutante D3 (gyrBI0I recAS6) con el fago Ap recd

clind, obteniendo 1a estitpe D31 (gyrB301 recA’).

1.6. TRANSFORMACION.

3.6.1. Preparacidn de céiulas competentes.

Las estirpes bacterianas sc hicieron competentes para transformacidn siguiendo cl
método descrito por Dagert y Ehelich, (1979).

Iz estirpe a transformar se cultivé en un volumen de LB hasta DOy,= 0,2 - 0,3, Las
céluias, recogidas por centrifugacion a 6.000 rpm duraate 13 min, s resuspendieron en 1/2
volurnen de CaCl, 100 mM frio v se mantuvicron en hiclo durante 20 min. Por iltimo, las
cflulas se recogieron nuevamente por cenmfugacion en [as mismas condiciones y s
resuspendicron en 0,01 volumenes de CaCl; 100 mM. La suspensién celular concentrada
se mannuv$ al menos upa hora en hiclo, antes de ser utilizada en la transformacién.

Conservada a 4°C pudo ser utitizada durante varios dias.

3.6.2. Transformaciin con DNA plaswmidico.

Las células competentes se transformaron con DNA plasmidico segun el procedimiento

descrito previamente por Maniatis er al., (1982).
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Los transformantes se plaquearon en el medio selectivo apropiado v se estriaron dos

veces ¢n ] mismo medio de seleccidne antes de ser caracterizados en detalie.

3.6.3. Transformacidn con DNA de vectores derivados de M13.

Se utilizé la estirpe de E.coii 71.18 como receptora. Las células se hicieron competentes
pot el métoda de Dagert v Ehrlich, (1979), 2 pantir de un cultiva en medio 2xTY, crecido
a 37°C hasta fase exponencial (DOy= 0.2 - 0.3). Se crecié otro cultive en paralelo cn las
mismas condiciones hasta DOy,= 0.8 que fue utilizado como cesped para la propagacion
de los fagos.

Se trapsformaron 300 pl de cflulas competentes con 1 — 5 i de DNA. Tras un chogue
térmice de 5 min a 42°C se¢ afadieron a la mezcia de transformacién 200 ul del cultivo de
la estirpe 71.18 en fase exponencial, 40 ul de TPTG v 40 pl de X-~Gal. Finalmente se
afiadieron 3 m} de agar blando LB v s¢ exiendid I mezcla sobre placas H que se incubaron

a 37°C toda la noche.

1.7. METODOS BE PURIFICACION DE DNA.

1,7.1. Preparacién de DNA, cromosémico.

La estirpe de E.cofi K12 popd351 se cultivo en LB durante la noche. Un mi del cultivo

sc centrifugd duranie 3 min en microcenmfuga. El precipitado celular sc resuspendit en

0.5 ml de tampén TES. se mezcld suavemente con 80w de una solucion de SDS 20 % v
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se incubd 10 min a temperatura ambiente. A continuacién, se afiadieron 75 pl de upa
solucién de acetato sédico 20 % v 0,32 mi de isopropanol. Se mezcid suavemente y s
cenrrifugd durante S min. El sobrenadapte se eliminé cuidadosamente con una pipeta
Pasteur, Tras secar el precipitado a vacio, se afiadieron 0,2 ml de tampdn SSC y 20 pl de
una solucidn de pronasa (S mg/ml), y se incubd & 37°C durante la noche. La solucién de
DNA s¢ exmraid varias veces con 0,2 ml de solucién Holmes—Bonner hasta que ¢n la
interfase no hubo precipitado. Recogida la fase acuosa, se afiadieron 23 pl de acetato
s6dico 20 % v 0,14 m! de isopropanol. El precipitade de DNA, recogide por centrifugacion
durante 1§ min, sc resuspendié en 0,2 ml de tampén TES v se volvié a precipitar con 25
ul de acerato sodico v 0,6 ml de etanol frio durante 10 min a -20°C. Tras centrifugacién
durante 15 min, el precipitado de DNA cromosémico se resuspendié en 50 pl de tampén

TES v st conservd a 4°C.

3.1.1. Preparacion de DNA plasmidico por lisis alcaiina.

Las preparaciones de DNA plasmidico se realizaron por el método de la lisis alcalina
descrite por Bimboim v Doly, (1979).

l.a estirpe portadora dei pldsmido se incubd duramte la noche en 10 mi de LB. Las
céiulas se recogieron por centrifugacitn a 6.000 rpm durante 10 min, se resuspendieron en
0.32 mi de tampdn GTE y se srataron con 80 ul de una solucién de lisozima (10 mg/mi)
de preparacidn reciente. Se¢ manwvicron en hielo durante 10 min. A continuacién se
mezclaron muy suavemente 0,8 ml de una solucién de NaOH 02N /SDS 1 % y st

incubaron durapie $ tnin ¢n hiclo. Posteriormente se afadieron 0,45 ml de acetato sddico



st

3 M pH= 4.8. Al cabo de una hora en hiclo se centrifugaron a 12.000 rpm durante 20 min
a 4°C. Se recogié ¢l sobrenadante que se precipitd con 0,6 valimenes de isopropanol a
mperaira ambiente durante 10 ~ 15 min. Se contrifugd 10 min 2 10.000 rpm y el DNA
precipitado sz resuspendid en 200 ul de agua. Se apadieron 100 ul de acetato amdnico
7.5 M, st mezci6 bien v s centrifugd para precipitar las proteimas. Se recuperd ¢l
sobrenadante v ¢l DNA se precipitd afiadiendo 2 volimenes de etanol frio. S¢ mantuvo 30
min a -20°C o bien hasta congelacién en hielo seco. S¢ centrfugd 10 min a 10.000 rpm
v el DNA lavado con etanoi al 70 % v secado al vacio, se resuspendié en 100 pl de

tampén TE o de agua.

3.7.3. Purificacion del DNA: extraccién con fenol.

En ciertos casos las preparaciones de DNA plasmidica requirieron una purificacion
posterior y climinacidn de proteimas contaminamtes por extraccidn con fenol segin <l

método descrito por Maniatis ef af., (1982).

3.7.4. Purificacion de DNA: ultracentrifugacidn a equilibrio d¢ densidad en gradiente

de CsCl.

Lias preparaciones de DNA obtenidas de unz lisis alcalina e¢scalada para un volumen
de 500 mi de cultivo se resuspendieron en 5.6 ml de tampon TE junto con 4,55 g de C1Cs

v 0,35 ml de bromuro de etidio (10 mg/mi). La solucién resuitante se transfinié a tubos de



poiialémero de 3 mt de capacidad. Estos, tras ser sellados termicamente. se centrifugaron
a 90.000 rpm durante 17 horas a 20°C en un rotor de dngulo fijo de una ultracentrifuga
Beckman TL.100.

1a banda comespondiente al DNA plasmidico se visualizé con luz ultravioleta y s¢
extrajo segin ¢l procedimiento descrito por Maniatis et al_, (1982). El DNA plasmidico se
precipité con etanol frio a -20°C durante la noche. El precipitado de DNA se recogid por
centrifugacién a 10.000 rpm durante 20 min. se resuspendid en 1 mi de TE y se dializé con
2 litros de TE durante la noche a 4°C, segun cl procedimiento descrito por Maniatis er af.
(1982). Por ultimo, 2 la solucion de DNA diaiizada se je afiadio 0,1 volumenes de acetato
sodico 0,3 M pH= 4.8 v dos volumenes de ¢tanol frio ¥ se la incub6 durante 5 min en hiclo
seco. El precipitado de DNA plasmidico se resuspendié en 0,5 ml de TE. La concentracién

de DNA se determind por medida de la absorbancia 2 260 om de una dilucién 1:1.000.

3.7.5. Preparacién de DNA de cadena sencilla de derivados del fago M13.

Se inocularon 100 mi de medio 2xTY con 1 ml de un cultivo de 12 noche de Ia estirpe
de E.coli 71-18 v se repartieron en alicuotas de 1,5 ml. En cada tubo se inocul6 una placa
de {isis del derivado de M13 cuyo DNA se queria purificar. Los cultivos. tras su incubacifn
durante 5 horas a 37°C, se cemtrifugaron en microcentrifuga 5 min. Ei sobrenadante se
volvid a centnfugar en las mismas condiciones para eliminar restos celulates y se je
afadieron 200 ul de una solucidén de PEG 20 % - NaCl 2,5 M. Sc agité la mezcla y se
mantuvo a temperatura ambiente durante 15 min. Se centrifugd durante 5 min v se eliminé

¢l sobrenadante. Los restos de sobrenadante que habian quedado adheridos a las paredes



v
t

del tubo se efiminaron centrifugando los twbos de nuevo durante 2 min v retirandolos con
una pipeta Pasteur. El precipitado de particulas virales se resuspendié en 100 w! de tampén
TE v se afadicron 50 pi de fenol saturado con TE. Se agitd v se dejé 15 min a temperatura
ambiente. Se mezclaron de nuevo las fases antes de centrifugar los tubos durante 3 min.
Se recogi6 la fase acuosa v se tratd con 50 pi de clorofermo. S¢ mezclaron las dos fases
v s¢ centrifugaron durante 3 min. La fase acuosa se transfirié a un nuevo tubo v el DNA
s¢ precipité afiadiendo 10 wl de acetato sodico 3M pH= 4,5 v 250 ul de ctanol, y sc
mantuvo toda la noche a =20°C. El DNA se centrifugé durante 20 min, se lavé con 1 ml
de etanol frio v se dejé secar. Finaimente se resuspendié en 50 ul de TE y se conservd a

-20°C hasta su utilizacién en las reacciones de secuenciacidn.

3.7.6. Preparacion de formas replicativas de DNA de M13.

Para la preparacién de las forma replicativa de derivados del fago M13 se transformé
la estirpe 71.18 con DNA de cadena sencilla del correspondiente derivado de MI3. Las
placas de lisis obtenidas se inocularon en 1 ml de un cultivo de 71.18 en medio 2xTY
preparado por dilucién 1/100 de un cultivo de Ia noche. Los cultivos se incubaron durante
S horas a 37°C v las células se recogieron por centrifugacion. El DNA en forma replicativa

se obtuvo por método de lisis alcalina descrito por Bimboim y Doly, (1979).

1.8. MANTPULACION ENZIMATICA DEL DNA.



3.4.1. Digestién del DNA con endonucleasas de restriccién.

Las reacciones se llevaron a cabo en voldmenes finales de 10 a 20 wl utilizando de 0,5

a1 pg de DNA scgin ¢} procedimicnto recomendado por Maniatis er al., (1982).

3.8.2. Ligacion de¢ extremos de DNA.

Se Hevo a cabo por incubacitn durante la noche a 10°C n un velumen final de 20 a 3¢
i, utilizando de 0.5 a 10 ug de DNA, segin ¢l procedimpiento recomendado por Mamiaris

er al. (1982).

39, ELECTROFORESIS DE DNA.

3.9.1. Electroforesis de DNA en geles de agarosa.

El DNA se analizé en geles horizontales de agarosa de (0.8 a 1,5 %, en tampdn
Tris—-borato (TBE), segun ¢l procedimiento descrito por Maniatis er al., (1982).

Los wamafios de los fragmentos de DNA lincarizado se estimaron utilizando como
patrones de peso molecular e} DNA del fago b digerido con la enzima HindIIl (Sanger er
al., 1982) v ¢l DNA de la forma replicativa del fago ¢X174 digerido con Haelll (Sanger

et al.. 1978).



3.9.2. Electroforesis de DNA en geles de poliacrilamida.

El DNA sc analizé cn geles verticales de acrilamida 2l 5% y 6 % on tampbn
Tris-borato {TBE} para ia determinacién de! ramafio de fragmentos de restriccidn
inferiores a 500 pb, segin ¢l métoda recomendado por Maniatis er af ., (1982).

Los geles se prepararon a partir de una solucidn ab 30 % de  acrilamida
{acrilamnida:bisacrilamida 29:1). El tamafio utilizado fue de 15 x 18 mm o 25 x 18 mm.

con espaciadores de 1 - 2 mm,

3.9.3. Purificacion de fragmentos DNA a partir de geles de agarosa.

La purificacién de fragmentos lineales de DNA se reatizé por ¢l métode descrito por
Dretzen er al. (1981} vy por Winberg y Hammarskjold, (1980).

La electroforesis del DNA se llevé a cabo ¢n geles horizontales de agarosa al 0,8 % que
contenian 1 pg/ml de bromuro de etidio. los fragmemtos de DNA se purificaron con
membrapas de DEAE ~celulosa tipo Schieicher & Schuell NA4S5, previamente preparadas
como se deseribe en el apantado 2.4.6. En freme de i3 banda de DNA que se queria
purificar, visualizada con luz UV, se efecrud un corte en el gel de agarosa con una cuchilla,
en el que s¢ insend un trozo de membrana de la misma longitud. La clectroforesis se
prosiguié de nuevo durante 2 min 2 130 V hasta que ¢l fragmento descado quedd adsorbido
a la membrana de DEAE—celulosa. Entonces. la membrana se recuperd con unas pinzas,

se enjuagd en TE v se introdujo en un tube de microcentrifuga que contenia 0,4 mi de
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sclucién Arginina / NaCl. E} tubo se incubd a 70°C durante 1 - 2 horas dependiendo del
tamadio de ia banda de DNA a purificar. Posteriormente s¢ retirb la membrana de
DEAE-celulosa y ¢l DNA se precipiné con etanol durante la noche. Se centrifugé durante
15 min v el fragmenio de DNA purificado se resuspendid en el volumen final de TE

deseado (20 - 30 ). Se conservé a -20°C.

3.9.4. Purificacién de fragmentos DNA a partir de geles de acrilamida.

La preparacién de ios geles de acrilamida v la electroforesis del DNA se Uevaron a cabo
como se ha descrite previamente (Maniatis et al., 1982).

La ecxtraccién de la banda de DNA del gel de acrilumida se realizd segim el
procedimienio descrito por Maxam y Gilbest, (3980).

Fl fragmento de actilamida conteniendo ia banda de DNA se contd del gel y se triturd
¢n un tuba de microcentrifuga ¢ en un tubo Corex siliconizado, dependicnde del tamado
del ¢trozo. S¢ afadieron 3 ml de una solucidn de acetato amdntico 8,5 M/ EDTA 1 mM ¢
se megelaron bien con (a actilamida. Se mantuvo durante {a noche a 37°C en un bafio con
agitacién. Al cabo de este tiempo se centrifugé 20 min a 9.000 rpm. El sobrenadante se
filtré a (ravés de lana de vidrdo siliconizada ¢n una punta de micropipeta P.1000. Se
shadieron dos volimenes de etanol v ci DNA se precipité durante la noche a -20°C. Se
centrifugd otros 20 min ¥ ¢l DNA se secod a vacio y se resuspendid en 20 - 30 ul de TE

finales. Se conservéd a -20°C.
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3.10. METODOS DE CLONADO ir vive DE SECUENCIAS DE DNA
CROMOSOMICO.

1.10.1. Método basado en la utiiizacién de derivados del baeteriéfago mini-Mu.

Este método para clonar ia vive secuencias de DNA  bacteriano, es el descrito por
Groisman er al. (1984). Consiste bisicamente en la utilizacién del plismido-transposon
mini-MudlI4042 (Figura 2A). Esta ¢s una estrucnura quimérica que contiene ¢l origen de
replicacidn v el gen car de resistencia a cloranfenicol del plésmido pACYC184, ademds
de jos genes de transposicién A v B, el represor termosensible c£562 v los  extremos
derecho e izquierdo del bacteniofage Mu. Los genes de transposicion A y B de Mu,
contenidos en la estructura mini-Mud[I4042, estan reprimidos en bacterias liségenas Mucrs,
crecidas a 30°C, es decir, en condiciones en ias que ¢l represor termosensible crs es activo.
En estas condiciones el transposén mini-Mudil4042 se replica como un plésmido auténomo
a partir del origen de replicacién de pACYC184 que contiene. Cuando dichos genes A v
B s¢ desreprimen a la temperatura de 42°C (represor crs inactivo), mini-MudII4042 se
transpone con una alta frecuencia a numerosos sitios del genoma bacteriano, pudiendo ser
complementado por el profago Muers para crecimicnto en ciclo litico (Figura 2B).
Secuencias de DNA cromosémico, flanqueadas por dos copias de mini-Mudl4042, o bien
por una del Mu-replicén v otra de Mu. ¢n la misma oricntaciGa, pueden ser empaquetadas
cn la cabeza dei fago, hasta un totat de 39 kb. Infectando con esta cosecha viral una célula
kuésped Mucts rec4”, pueden obtenerse pidsmidos por recombinacion entre las secuencias
homologas de Mu, portadores de fragmentos de DNA cromosémico clonados (Figura 2B).

Por este método clonamos el gen mutado gyrB301 del minuto 83 del mapa genético de

E.coli. En concreto, procedimos del siguiente modo. Sobre fa estirpe RYC1030 pontadora
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FIGURA ZA.

ESTRUCTURA DEL FAGO mini-Mudil4042
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FIGURA 2B.

CLONADOQ in vivo DE MUTACIONES CROMOSOMICAS
Método de Groisman et al {1984)
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de las mutaciones sbmBI y gyrB326(Cou"), y de! tramsposén zid:Tnld (Te"} (su
aislamiento se detalla en el apartado 4.3.4 de Resultados), se prepar6 un lisado del fago P1
con el que se transdujo |a estirpe pop3001.6 (malT::Muess), scleccionando a 30°C los
transductantes resistentes a tetraciclina (Tc*) y entre éstos se identificaron los resistentes
a microcina B17 v a coumermicina A,. Cor uno de cstos transductantes Tc® Cou® Mec® se
prepararon células competentes que se transformaron con ¢l plismido—transposén mini-Mu
pEG109. pEG109 es vn plésmide que conticne el mini-MudF4042 y la regitn phod proC
del cromosoma de E.coll. Los clones transformantes se seleccioparon por resistencia a
cloranfenicol (Cma") a la temperatura de 30°C. En uno de estos transformantes se indujo
¢l fago a 42°C, obneniendose asi un lisado del fage Mu que se utilizé pars transducir la
estirpe pop3001.6. Los clones muductantes s seleccionaron a 30°C cn placas de M63
supiementadas con coumermicina A, (16 pg/ml) v cloranfenicat (30 pg/mi). Los clones
aislados se reestriaron dos veces en las mismas condiciones en las que fuerom

seieccionados.

3.10.2. Método basado en la recombinacién homdéloga entre alelos de un mismo locus.

Este método, descrito por Saarilahti y Palva, (1985) facilita ia (ransfercncia in vive de
mutaciones cromosémicas a plasmidos multicopia en E.coli K12 (ver Figura 3). En sintesis,
consiste en la transformacion de una estirpe PolA® (pold5) portadora de la mutacién
deseada, con uc plésmide multicopia derivado de ColE1 que conticne ¢l alelo silvestre del

gen afecrado por la mutacion. Como es sabido, {a replicacion de los pidsmidos derivados



de ColEl depende de DNA polimerasa I, enzima codificada por pold. Por consiguiente,
estos plasmidos se mantienen de manera estable en estirpes PolA”, solo si pueden integrase,
por recombinacién homdloga, ¢n el cromesoma bacieriano. A continuacitn, el plismido
cointegrado se transfiere, mediante un fago P! rransductor, a una estirpe PolA® RecA™. En
este coniexto genético, ¢l plismido puede segregarse del cromosoma bacteriano por un
nuevo proceso de recombinacion homdloga. Por iltimo, s¢ seleccioman entre los
transductantes aislados, aqu‘cllos que contienen cl alelo mutame clonade en el plismido
multicopia. El mismo método puede aplicarse para intercambiar un alelo por otro sobre el
plasmido.

En concreto, ¢l clonado def alelo silvestre shmB* y mutante sbmB2 responsables de los
fenotipos Mec® y Mce™, respectivamente, v de los alclos gyrB® v gyrBI20(Cou®) del gen
gyrB se realiz6, por este método de Saarilahti v Palva, (1985), empleando, ¢n cada caso
concreto, ¢l plasmido derivado de pBR322 mds apropiado. Los plasmidos utilizados en ¢i
clonado de estos alelos se describen ¢n los aparados correspondientes de a seccién de
Resultados. Como ejemplo, describiremos aqui el procedimiento seguido para clonar el
alclo sbmB°.

Con un P1 crecido sobre la estirpe AB1157 (pol45 Tnl6) sc transdujo la cepa RYCL010
seleccionando los clones Tc?, que fueron probados a continuacién para la presencia de la
mutacion poldS (sensibilidad a UVY (Tni@ v pold5 estdn ligadas al 90%). Uso de los
clones resultantes RYC1010 Te* UVF gyr8° se transformé con et plismido pCIDS00,
derivado de pBR322 (ver apartado 4.4.3 de Resultados), seleccionando los transformantes
Ap", lo que conduce a la imtegracién del plasmido pCIDS00 en el cromosoma bacteriana.
Sobre uno de estos clones se prepard un lisado P1 com el que se trandujo la estirpe

RYC1010 (poid"). Entre los transductantes Ap® aislados. seleccionamos los clones Mec.
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FIGURA 3.
CLONADQC in vivo DE MUTAGCIONES CAOMOSOMICAS
Método de Saarilahti et al (1985)
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Pe este modo obhivimos ¢ plasmido pCIDS10 (Figura 6A), andlogo a pCID500, que pona

el alelo silvestre shbmB".

3.11. SECUENCIACION DEL DNA.

El método empleado para determinar [a secuencia del DNA es ¢l descrito por Sanger
ef al. (1977) de secuenciacién con dideoxinucledtidos. Sc ha llevado a cabo utilizando dos
tipos de DNA poiimerasas: DNA polimerasa I (fragmento Klenow) y DNA polimerasa de
T7.

3,11.1. Hibridacion del oligonucledtido iniciador al DNA molde.

_ El método de hibridacién def oligonuciedtido at DNA molde de cadena seneillz tiens
ligeras diferencias dependiendo de la DNA polimerasa utilizada para la secuenciacion.
Cuando st emples ¢l frapmento Klenow, 1a hibridacién se Hevé a cabo mezclando en
un teba de microcentrifuga 3 ul de DNA molde. 1 wl de oligonucledride (0,5 pmol/ud} v
1.5 ul de tampdn de reaccién Klenow concentrado diez veces (TrisHCL 100 mM pH= 8.5
v MgCl2 100 mM), completando hasta 10 ul con agua destilada, [a meacla se calentt a
65°C durante dos min en un bafio seco y se dejé enfriar lentamente hasta alcanzar los 35°C.
Cuando s¢ cmpled la DNA polimerasa de T7, Ja hibridacién se lleve acabo mezelando

7 ut de DNA molde, 1 pl de oligonucicotido (0.5 pmaliul) y 2 ul del tampén de reaccidn
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de la DNA polimerasa de T7 concentrado cinco veces (TrisHCl 40 mM pH= 7.5, MgCl2

20 mM vy NaCl 50 mM).

3.11.2. Reacciones con DNA potimerasz I {fragmento Klegow).

Las condiciones utilizadas son las recomendadas por la firma Amersham, (1984).

A} Preparacidn de las mezclas: A°, C°, G* y T".

A* c G° ™
dCTP (0,5 mM} 20 1 20 ul 20u
AGTP (0,5 mM) 0 20 ul 1w 20
dTTP (0,5 mM) 20w 20 ul 0 1wl
tampéa TE 20w 20 pd 20 ul 20 ul

B) Preparacidn de las mezclas ANTPs / ddNTP.

A°fAdATP: 25 ul A® + 25 ul ddATP 0,15 mM
C°/ddCTP: 25 wl C° + 25 ul ddCTP 0,02 mM
GoAAGTP: 25 pl G° + 25 pd ddGTP 0,05 mM
THddTTE: 25 i T° + 25 ul ddTTP 0,50 mM
Una vez realizada la hibridacién con el DNA molde se llevaron a cabo las reacciones,

Se afadieron a los 10wt de mezcla de hibridacién 2 i de [a~P]dATP {10 mCi/mi; 800



Ci/mmol} v 1 wl de Klenow (1 unidad/ul). Posteriormente 2.5 ul de ¢sta mezcla se
transfirieron 2 cuatro pocillos marcados A, C, G y T en una placa multipocillo que contenia
2wl de las preparaciones A°/ddATP, C°/ddCTP, G*/AAGTP v T°/ddTTP respectivamente.
Se incubaron las reacciones a temperatura ambiente 15 min, y s¢ ahadieron a cada pocille
2l de mezcta de caza que comenient los cuatro ANTPs a concentracion 0,5 mM cada uno.
Al cabo de 15 min las reacciones se detuvieron afadiendo 4 ut de tampdn de depésito con
formamida. Las muestras se calentaron durante 2 min 2 95°C aptes de ser cargadas ¢n un

gel de secuencia desnaturalizante al 7 % en acrilamida.

3.11.3. Reacciones con DNA polimerasa de T7.

La secuenciacién de DNA con DNA polimerasa de T7 s¢ realizd en dos etapas: en
primer fugar el oligopucledtido se extendid en condiciones limitantes de dNTPs v en
presencia de [a-"*S]dATP. En este paso ¢l matcaje s¢ incotpora a cadenas de DNA cuva
longinud se distribuve aleatoriamente desde vanos nucledtidos a cientos de cllos. En el
segundd pasd se aumentd ta contentracién de los dNTPs v se afadieron tos ddNTPs. En
cste paso, 1as cadenas de DNA se clongan vanias decenas de nucleltidos basta que ia
incorporacion de un ddNTP detiene el proceso de elongacidn. Las reacciones se lievaron

a cabo siguiendo las indicaciones de la firma comercial USB (Upited States Biochemical).

1. Composicion de las mezclas de reaccidn.



a) Mezxcla de dNTPs:

dGTP 1.5 uM
dCTP 1.5 uM
4TTP 1.5 uM

by Mezcles de terminacion.

dGTP dATP dCTP  dTTP
ddATP: 8uM ddATP  B0pM  B80pM  80uM 80 uM
ddCTP: 6uM 6ICTP  BOpM  S0uM 8O pM 80 uM
dAGTP: BuM ddGTF  80uM  S0uM 80 pM 80 uM
ddTTP: 8uM 0dTTP  80uM  S0uM  S0pM 80 uM

1. Reacciopes de marcaje,

Se afladieion a tos |0 wl de 1a mezcla de hibridacién ipl de DTT 0.1 M, 2 pl de mexcla
de dNTPs v (1.5 pl de [a~"SIAATP {10 Ci/ul: 1000 Ci/mmol). Finalmente se afadieron 2ul
de IONA potimerasa de T7 (1-2 untdades/pl} v 5¢ mantuvo la reaccién 7 min a temperatura

ambiente,



i hewevis &= R

Fx una: placa soudiipociile: @ siadieren o pociilies mascados (A, C, G ¥ TH 2.5 ul &t
cadh wcacis de wrrngaciye EEATP. dCTE, dAGTF v FFTE respectivoowente. L2 placa
s poecaieet 2 7' v so afadieron: pesteriorments 3.5 1l de cada mezcia de reaccidn de
mercHE &y Sk paciile:. L macrionsy 5¢ cubrrot durane § min 2 3TC v st detavicros
gor adhicifie: e 4 wi de remypdx dit cargs con. formamida

1A Electralismis de DNA ex gries desaaturalicastes de peRacridammids.

Se atilfizame grics drsnatualizzans de poltaorieuds 2 7% o preccs de vees 8 M.
Paz [ porperaciée de geies dre 20 x 48 cm « de (3 mon de cxpesos, se mtilizamn 40 mi
dir wgs Solinciin de scnfznds 7 % one uez SM. qoe s meactaoos coe M ul de PSA al
2N % v 8 il dic TEMED. EF gell s dirjd polimernzic demaer we oz ¢ s¢ precornd 30
mi & 21 mA L2 elecwoiomrss de ba meesmas Ssocias «3 tampin de deposiss oo
feyeaazida, se Jevd 2 cabg 2 I3 - 25 mA.

Los gries comrmicads zooesras aur P v S s secaoow  direcrancase ¥ 3¢ expusicron
durastr }a mocine 2 teRmperanss aatioms frenee 2 pelicubas Kodak X Oma v X AR.
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312.1. Preparacidn de ias mexicélulas v marcajc radiactive de las proteinas

Los polipéprides codificados por plismidos fueron determinados i wive empleando cl
sestemma de maxicélulas descrito por Sancar ef al, (1979). El método estd basado en ia
desiruccidm select:va del aomosteen: bacteriano de cfiulas portadoras de Jos plasmidos en
estudio. Esu destroocicn poede generarse con juz UV o con microcina Bi7 (Mayo er af.,
1988). titilizando ia dosis adecuada de luz UV o de microcina B17 sc logra la destruccion
tokal del cromosoma, conservandose copias plasmidicas que podrin dirigir la sintesis de
proteipas. El método requicre la otilizacidn de una estifpe RecA™ de mapcrz que oo sc
reparen log dafos producidos por la imadiaciés. En concreto procedimos del modo
Siguiense.

La cstirpe RYCI000 {rec456) se transformd con los plismidos cuvas proteinas se
quenian apatizar. Se inocularon 0.3 ml de un cultive de la noche de los transformantes
comespondicntes en 15 mi de medio M63. supicmentado con casaminodcidos (0,2 %), v
s¢ incubavon hasta alcanzar una DOy, de alrededor de 0,7. Se irradiaron, con luz UV, 10
mi de cultive en una placa Petri eseéril  durante wn periodo de 60 segundos y 2 una
distanciz de 50 cm. Sc plaquearon 50 pl del cultive inradiado sobre LB para determinar ¢l
nomese de viables tras el ratamiento. E1 resto del cultivo se transvasé a un matraz dmbar
para evitar 1a fororeparacioa y se incubd durante vna bomx 8 37°C. Al cabo de este tiempo
s¢ abadié cicloserina 2 una concentracion final de 200 pg/ml v se incubd duragte la noche
cn las misytas condicioncs.

Se plaquearon de suevo 50 i de la suspasion ceiular para determinar f mimero de
viables tras of tratamiento con cicloserina. Las céfulas s¢ recogicron por centrifugacion a
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3.000 rpm durante 10 min v s¢ lavaron dos veces con medic M63. Finaimente las céiulas
se resuspendieron ¢n 2 ml de medio M63 completo v se incubaron durante una hora a 37°C
con gran agitacion. Sec adadicron S0 pCi de "S-Met v se incubd con agitacién durante 3
min. Las maxicélulas marcadas s¢ recogieron por cenwifugacidn v el precipitado se
resuspendi¢ en 100 pl de tampédn de lisis. En los experimentos de pulso v caza, tras el
marcaje de las maxicélulas se anadid Met fria en cxceso v se reincubaron en tas mismas
condiciones durante 15 min adicionales. Las muestras se hirvieron duranic 5 min antes de

ser cargadas en ¢l gel de poliacrilamida.

3.12.2. Anilisis de proteinas en geles de poliacrilamida.

Se ha vtilizado un sistema de geles verticales desnaneralizantes de poliacrilamida / SDS
de 18 x 25 x (.1 cm de tamafio. Los geles constan de dos parres. un gel superior de
concentracién de acrilarmida constante v un gel inferior separador con concentraciones de
actilamida variables segin el tamaio de las proteinas 2 analizar.

El gel inferior se prepar6 en up voiumen totat de 25 m! mezclando:

6,25 ml de TnsHC! 1.2 M; pH= 8B
x ml de Acrilamida Bisacrilamida (30:0.8)
(.25 mi de SDS 10 %

{18.5 ~ x) mi de H2O
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La solucién se desgased a vacio v se afiadieron 105 pl de persulfato amdnico al 10 %
v 25 ul de TEMED. El gel sc dejé polimerizar durante una hora antes de afiadir el gel
SUpeTior.

El gel superior se preparé mezclando en un volumen final de 10 ml:

2,5 mt de TrisHC1 0,5 M; pH= 6,8

1,7 mi de Acrilamida Bisacrilamida (30:0,8)
0,1 mi de SDS 10 %

100 ul de persulfato aménico 10 %

10 pi de TEMED

1a eleciroforesis s¢ levd a cabo cn ampda Tris / glicina / SDS. El gel superior se
corri® a 70 V hasta que el frente de colorante rebasd la interfase entre ambos geles. A partir
de este punto e migré a 80 — 100 V duranic toda la noche hasta que ¢l frente alcanzé oi

borde inferior del gel.

3.12.3. Autorradiografia de geles de poliscrilamida.

Los geles de potiacrilamida con proteinas marcadas con 'S requiricron un @Zatamicato
previo. Los geles fueron fijados durante una hora en una mezcla de acido acéticn 10 % /
metanol 30 % / glicerol 3 %. El acético se climiné con dos lavados de 15 min con metanol
30 % / glicerol 3 %. Posteriormente ¢l gel s¢ manfuvo una hora en salicilato sodico 1 M

/ metanol 30 % / glicerol 3 %. Los geles se secaron de una a dos horas a 80°C cu un



secador de geies v se expusicron frente a una pelicula Kodak X.Omat XS5 durante 48 3 96

horas a -20°C.



4. RESULTADOS



A) ESTUDIO DE MUTANTES RESISTENTES A MICROCINA B17.

4.1. AISLAMIENTO DE MUTANTES RESISTENTES A MICROCINA B17 (Mcc®).

Con ¢l fin de investigar €l modo de accifn de la microcina B17, nos propusimos
seleccionar mytanies resisientes al anribidtico, Entre éstos los habria afectados en la diana
intracelular del antibidtico. Caracterizando éstos podriamos definir dicha diana. La seleccién
de esta clase de mutantes es dificil en ¢l caso de la microcina B17, debido 2 la elevada
frecuencia de aparicidn de mutantes sbmd (10™). Estos mutantes, resistentes a la microcina
exbgena, carecen del receptor de la microcina B17, situado ¢n la membrana inferna (Lavifia
er af., 1986), Sin embargo, hemos podido sosiavar este inconveniente y aisiar mutantes del
tipo descado mediante la aplicacién de dos procedimientos diferentes. El primero se
fundamenta en la capacidad tedrica que tendrian los mutantes de diana para neutralizar Ia
accidn bactericida del antibibtico end6geno. El segundo, en el cardcter recesivo de los
alelos sbmA con relacion al alelo silvestre shmd”

Como s¢ sehalé en la Inroduccidn, el plasmido pMM 102, productor de MccB17, carece
del gen de inmunidad mebG. Este plasmido inhibe ¢l crecimiento de células RecA” en
medio minimo glucosa, debido a la accién de ia microcina endbgena producida y no
neutralizads. 3 causa de ia inmunodeficiencia del sistema MccB17 clonado en pMM102
{(McbG"). Esta propiedad de las células RecA(pMM102) puede ser aprovechada para aislar
mutantes afectados en {a diana intraceluiar de la microcina B17. Los mutantes hipotéticos
deberian crecer en medio minime sin perder la capacidad de sintetizar el antibidtico,
mientras que {os mutanies sbm4 ao debenian crecer.

En la practica se procedid de la manera indicada en el apartado 3.2.1 de Métodos.

Concretamente. se trataron celulas RYCI000 con MceB17 (270 UA/mi) durante 40 min.
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Los clones aislados Mec® se transformaron con el plismido pMM102, v se sembraron en
medio M63 glucosa suplementado con ampicilina (20 pg/mt) y MccB17 (40 UA/mI). Los
clones que aparecieron se probaron para produccién de MccB17 v sensibilidad a radiacién
UV, con ¢l fin de verificar que el plismido pMM102 mantenia intacta su capacidad de
producir microcina y que ¢l contexto genético seguia siendo RecA™. La mayoria de las
colonias eran RecA™ Mcc™. Este resultado no nos sorprendié. En efecto, San Millan er al.
(1985(b}) habfan encontrade previamente que mutantes Mcc' en células RecA(pMM102)
aparecian con elevada frecuencia (10~ - 107). Las mutaciones responsables de este
fenotipo se debian a la inactivacién de aiguno de los genes de produccién del plésmido.
Esta inactivacién cra originada por la insercién de secuencias IS, tramspuestas del
cromosoma bacteriano al pigsmido.

Una minoria de las colonias eran RecA® Mec'; es decir, resultaban de la reversion de
la mutacitn recAS6. Solamente, se encontd una colonia con cl fenotipo buscado, RecA”
Mec', entre un total de 5107 células; es decir, la frecuencia de los mutantes espontineos
deseados fue extremadamente baja (210°).

El segundo método de seleccidn de mutanics afectados en ia diana de |a microcina B17
consistiéh en soslayar las eventuales mutaciones sbmA aumentando el mimero de copias del
gen sbmA silvesire, que como se dijo previamente es dominante sobre los alelos mutados
(Lavifia et al., 1986).

En la prictica se sembraron células RYC1000 sbmd’ (pMM73-4) en M83 glucosa
suplementado con tetraciclina (30 pg/ml) y MccB17 (50 UA/mi). El plésmido pMM73-4
es un derivado de pBR322 que contiene el gen silvestre sbm4 . En principio toda mutacién
sbmA deberia ser complementada por las copias de sbmA”, y las células tendrian que ser

sensibles al antibidtico. Solamente en el case de una mutacién sobre la copia sbmd



cromosdmica ¥ una mutacin sobre una copia plasmidica. seguida de segregacion de esta
Gitima, podrfa conducir a clones resistentes a MccB17, una posibilidad muy improbable.

En &l medio de scleccién podrian crecer sin embarga otras clases de mutantes resistentes
2 microcina, como son los mutantes ompR v ompF que confiercn tolerancia (resistencia
parcial) a microcina ex6gena, los cuales aparccen con una frecuencia elevada (107) (Lavida
et al., 1986). Por lo tanto, s¢ comprobd rutinariamente ta presencia de protefna OmpF
activa en los clones crecidos ¢n el medio de seleccifn (sensibilidad al bacteriéfago Tula).
Como se csperaba la mayoria de las coionias {unas 200) eran resistentes al bacteriéfago
(ompF).

S6lo una exhibia «i fenotipo Mcc* Tula’. Es decir también por este métado 1a frecuencia
de los mutantes deseados fue cxtremadamente baja (510°).

Al mutante obtenido por el primer método se te denominé D3.102 y al obtenido por el

segundo D4.73-4.

4.2. CARACTERIZACION DE LOS MUTANTES D3.102 Y D4.73-4.

El fenotipo del mutante D3.102 era ef esperado para un hipotético mutante de diana.
Crece perfectamente a cualguier temperarura en medio completo LB v en medio minimo
M63, produce normalmente microcina B17 (fenotipo Mcc') v es sensible a la luz
ultravioleta (fenotipo UV* asociado a las céluias RecA™).

D3.102 se diferencia basicamente de los mutantes ompR, ompF v sbmA productores
de microcina, en su capacidad para suprimir el fenotipo de inmunodeficiencia del plasmido

pMM 102, es decir. en su capacidad para resistir la accién de la microcina B17 intraceiular.
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No obstante, verificamas que D3.102 era sensible 2 los bacteriéfagos Tula y AVh434
(ompR* opmfF™) ¥ que conservaba [a capacidad de absorber ¢f antibidtico exterior (sdmd").
Este (ltimo caricter se comprobé curando ¢l mutante del plésmido pMM 102 y valorando
la sensibilidad a microcina de los clones curados. Estos cran tan sensibles como células
silvestres sbmA’ rec4’, pero mas resistentes que la estirpe RYC1000 recA” original de la
gue s¢ obtuvo ¢l mutante D3.102. Este resultado indicaba que la nueva mutacién suprimfa
ia hipersensibilidad a microcina tipica de los mutantes recA, los cuaies son de 8 a 10 veces
mas sensibles que la cstirpe isogénica silvestre (recA”).

Para excluir Ia intervencién de posibles mutaciones plasmidicas responsables por si
solas, o en colaboracidn con una mutacién cromosomica, del fenotipo de supresidn de
inmunodeficiencia se extrajo ¢l plfsmido pMM102 del mutante y con & se transformaron
fa estirpe RYC1000 original, los dobles mutamtes shmd recd v ompl¥ recd, v el mutase
D3, derivado curado de D3.102. Mientras que los transformantes del mutante D3 crecian
cn Mé3, los transformantes de [as otras tres estirpes 00 lo consegufan.

En conclusién todes estos datos indicaban que ef mutante original D3.102 contenia un
plismido pMM 102 no mutado y que su capacidad de crecer en medio minimo le venia dada
per una mutacién cromostmica y exclusivamente por esta mutacidn.

A continuacifm, valoramos la resistencia a microcina exégena del mutante curado D3
COM respecto a la cstirpe isogénica silvestre siguiendo dos métodos. Por unms parte se
determinaron, por ¢l métedo de la dilucién critica, las dosis minimas de MceB17 que
inhibian el crecimicnto de estas estirpes en placa de Petri M63; por la otra se compard ta
actividad bactericida de {2 microcina sobre ambas estirpes, cuantificando el mimero de
céluias viables después de ser tratadas con diferentes dosis de MecB17 (Figura 4). En



ambos casos se encontré que el mutante D3 cra entre 8 y 10 veces mas resistente a la
microcina B17 exdgena que la estirpe isogénica siivestre.

El mutante D4.73-4 se caracterizé de una manera similar al D3. En este caso se
constat6, en particular. lo siguiente:

a) El fenotipo del mutante no cambiaba al curarlo del plismido pMM73-4. La
sensibilidad al antibidtico no se modificaba v era comparable 3 la exhibida por mutantes
ompF. Sin embargo el mutante tra normalmente sensible 2 los bacteritfagos Tula y
AVh434 como las estirpes silvestres ompF”.

b) El derivado curado (D4) exhibia una sensibilidad al antibitico exégeno similar a la
del mutante D3.

¢) Al introducir en D4 el plismido pMM102, los clones transformantes crecian
normalmente en LB y M63 glucosa, y producian microcina B17, En realidad D4(pMM102)
era indistinguible de D3(pMMI102). Ello sz carrobord valorando cuantitativamente su
resistencia 2 MecB17 (CMI v actividad bactericida).

Por lo tanto concluimos que los mutantes D3 y D4 resultaban de mutaciones
cromosdmicas que protegen a las bacterias de la MccB17, tanto de la exdgena como de la
sintetizada pot {as mismas bacterias mutantes. En otras palabras, la carencia de inmunidad
debida a la ausencia del gen mebG podria ser suprirmida por esas mutaciones.

Hay que resaitar que la resistencia a MccB17 exdgena de los mutantes D3 v D4 no es
total, como lo es la de los mutantes shmed (Lavifia er af., 1986).

A la mutacidn responsable de la resistencia parcial a McecB17 del mutante D3, la
denominamos sbmB1 (semsitivity to B17 microcin, locus B). Por analogia, designamos

sbmB2 a la mutacién cromosdmica de D4.
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DOSLS DE MeeB1T (UA/mi}
18 12 24 4

UNIDAD FORMADORA
DE COLONIA 1%} 3

Figura 4. Sensibilidad a MccB17 de varias estirpes de E.coli.

Las células fucron tratadas con diferentes dosis de MccB17 (10" UA/mi) durante ! h.
Alicuotas de 0.1 ml de cada cultivo se plaquearon en medio LB y se incubaron a 37°C
dutante fa noche para determinar {a viabilidod. {(0) RYCIO00 {rec4356 sbmB*); (0) D3
(recA56 sbmB1); (W) RYCI010 (recd’ sbmB'); (@) D31 (recd” sbmB1).
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43. LOCALIZACION GENETICA DE LAS MUTACIONES sdmB1 Y sbmB2.

43.1. Insercion de un transposén Tn/@ proxime a sbmBE

Puesto que i fenotipo de resistencia parcial a2 MccB17 conferido por sbmB1 y sbmB2
no es ficilmente seleccionable, decidimos colocar ¢l marcador Te* (transpos6n Tnl0) cerca
de sbmB1 para facilitar la localizacion genética de la mutacién. Para eilo se construyd
previamente un banco de inserciones Tn/# en la estirpe MC4100 (sdmB") empleando et
fago A370 como se describe en el apartado 3.4.2 de Métodos. Sobre este banco se
prepararon lisados independientes del fago PIvir con los que se transdujo la estirpe D31
[D3(Ap(recA’ clind)} sbmBI] construida comc sc describe en el apartado 3.5.3. de
Métodos.

Sc scleccionaron los transductantes resistentes a tetraciclina (Tc®) y entre ésios sc
identificaron, por replica en medio minimo M63 suplementado con MccB17 (40 UA/ml),
seis clones que habian perdido ia resistencia a microcina, Al probar estos clones Te* Mec®
para los otros marcadores de la estirpe D31 se encontré que dos de elflos crecian en medio
M63 ribosa (sin glucosa). Este resultado indicaba que habjamos colocado un Tnd0 cerca
del locus sbmB* y que con ese Tnl@ habiamos cotransducido no s6lo cl alelo sbmB” sino
también ¢l alelo rbs* (recuerdese que fa estirpe D31, como la D3, ¢s rdsA7 (Rbs7)). El locus
rbs esta situado en el minuto 84 del mapa de E.coli (Bachmann, 1990). Este resultado
sorprendente, pere afortunado, facilité los experimentos destinados a iocalizar de forma
precisa la mutacidn. En efecto va sabiamos que {a mutacién sbmB1 estaba en la proximidad

del minuta 84.



43.2. Localizacién genética de la mutacién sbmBI.

Para precisar la localizacién genética de la mutacion sbmBI, realizamos varios
experimentos de transduccién con P1, que implicaron a dos, a tres y a cuatro marcadores
genéticos del minuto 84 del cromosoma o proximos a esta regién. Ademds de shmB1, rbs
¥ Tnl0, se emplearon marcadores: iy, dnad y recF (Bachmann, 1990).

Con el fin de establecer et grado de ligamiento entre los marcadores sbmB1, rbs y Tnl6
v su orden relativo, s¢ infectd inicialmente la estirpe D31 (Rbs™ Tc* sbmB1(Moc™)) con un
lisado de fago Pl crecido sobre la estirppe VM215 (Rbs* Tt shmB'(Mcch). Se
seleccionaron los transductantes Tc® y Rbs’, que fueron analizados para los marcadores no
scleccionados. Los resultados, mostrados cn [ Tabla 2A, indican que ¢l ransposon Tol@
se ha insertado muy proximo a shmBI, puesto que el 95% de jos transductantes Te* son
Mecc® (sbmB*), v sugieren que el transposon estd situado eatre los marcadores rbs y
sbmBl.

Para determinar ia localizacion de sbmBl con relacién al locus rbs, s¢ empied el
marcador ilv situado a la derecha de este ditimo. Para ¢llo se infect la estu-pc TP2100 (dIv-
Rbs' Tc® shmB‘(Mecc®)) con un lisado de fago P1 crecido sobre la estirpe VM11 (Tlv* Rbs”
Tc* shmBI(Mcc") ¥ se scleccionaron los transductantes Te* e [Iv*, que fireron apalizados
para los marcadores no seleccionados, De los resuitados obtenidos (ver Tabla 2B) se deduce
que {2 mutacién sbmB1 y cl transpostn Tnd0 estin situados a la izquierda de rbs, ya que
¢l 29% de los rransductanies Tc* son Rbs” y solamente | 16% son [lv’. Esta conclusién
sc confirmé con el andlisis de los transductantes Iiv* de los cuales et 88% son Rbs', el

13% Tc” v ¢l 8% Mcch,
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A la izquicrda de rbs en ¢l minuto 83 del cromosoma de E.coli, sc encuentran los genes
dnaAd y recF con respecto a ios cuales se locaiizd a contipuacion sbmB1. Para cllo, se
nfeatd la estirpe CI1 {DoaA® Tc® sbmB"(Mee™) con un lisado de fago P1 crecido sobre la
estirpe VM11 (DnaA’ Tc* sbmBI(Mcch)). Se seieccioparon los transductantes Te® a 30°C,
qu¢ fueron anaiizados para los marcadores no seleccionados. Ademis, s¢ infecté la estirpe
D31 {DnaA’ Tc* shmBI(Mcc™)) con un lisado de fago P1 crecido sobre la estispe CI6 (C11
zid::Tnl0) (DpaA* Tc* sbmB'(Mcc®), obienida en el cruzamiento anterior. Los
transductantes Tc* seleccionados a 30°C se analizaron para los marcadores no
scleccionades. Los resuitados obtenidos e ambos cruzamientos (ver Tabla 2C) indican que
¢! transposon Tnl@ estd insertado a la derecha de dnaA (en el primer cruzamiento el 97%
de los transductantes Tc"* son DoaA® y ¢l 95% Mec® (sbmBI); en el segundo, el 87% son
DnaA” y el 86% Mcc® (sbmB*)). Ademas de estos cruzamientos se deduce que sdbmB1 esté
a la izquierda de dnaA (los transductantes minoritarios son Mcc® DnaA* y Mcc® DnaA”
respectivamente).

Después se infect la estirpe V5702 (RecF Te sbmB*(Mcc®)) con un lisado de fago P1
crecido sobre la estiipe VM1l (RecF Tc' sbmBI(Mcc")). Se seleccionaron los
transductantes Tc*, que fueron analizados para los marcadores no seleccionados. De los
resultados obtenides (ver Tabla 2D) concluimos que 1a mutacién sbmBJ estd a la izquierda
del locus recF (¢l fenotipo minotitario es RecF™ Mcc®). Esta conclusion fue confirmada con
el cruzamiento reciproco: La estirpe D31 (RecF Tc' sbmiB1(Mcc*)) transducida con un P1

crecido sobre la estirppe VS702 zid:Tnd@ (RecF™ Tc® sbmB(Mec).
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TABLA 2A.
LOCALIZACION DE sbmB CON RESPECTO A rbs
WARCADOR HARCADONES NUMRRO

DOKADOH RECEPTOR TRANBDULCTANTEZY
SELECLIONADG | WO SELICCIONADOS FRESUEwEA)

YmztR nst Te Mcc Rbs 100 100)
A + LY

] - 1 8]

3 + 16 (1)

S - 85 (88)

V215 03t Rbs Mee T 100 (100}

R R 8 (8}

| s ar {87}

L] A 5 (5}

] 8 Q i)

VYMZ15 | " p reca* clungd rig:TnI0 rog*

B3 (v p reea* clingl semar
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TABLA 2B.
LOCALIZACION DE sbmé&i CON RESPECTO A ilv
MARCADOR MARCADORES HUNERD

DONADOR RECEPTCR L EETIONABE NO  SELECCIONADOS TRANSDUCTANTES
(FARCURNCIA)

YMN TP2t0D Tc Mee Rbs fv 182 {wo)
L - - 2 (12}

] - * [] [£.9]

A + - 8 (e0)

] + -+ 1 (1)

s - - 2 (2}

3 - + ] L))

s Y - e 10}

s + + -] -}

. [
wankcaoow MARCADORES KuuEho

DONADOR RECEPTGR TAAMBDUGTANTES
SELECCIONADD NO  SELECCIONADOS ——

VM TP2100 HIY Mee b Te og {0l
8 _ g 0 -}

R - A L] {8)

R + 3 1 [§H

] + R 3 44

S - S 78 {78)

S - A L] (8}

s + S 10 (10)

s - R a (-}

FMIT (o oraeaAr cuadl 20 TR0 pam Bt

TPZ1Q0
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TABLA 2C.
LOCALIZACION DE sbmBt CON RESPECTO A drnaAd
MaRCADOR #ARCADORES NUMERD
DONADOR RECEPTOR TRANSDUCTANTES
BELECCIONADD | NC  BELECZIONADOS [T ——
VIH it T Moo | Dnatsl | 513 {100)
ob
0 [ - 488 {951)
] - o =)
) + 9 (18}
3 - 18 [ER]
=1 D3t Te Mcc | Dnaitsi | 835 {100}
a -
We R + 86 (12.3)
R - ] 11.8)
S + 3 (0.8)
§ - } 458 (ass)

VMIY (g recat eling) oot TG somit

CI6 (" p recas dlingl L1d:Th10 ondAel

CH [ e reca

Hing) anaseg roa’

DAY (29 recA” ciindl  ramly

TABLA 2D.
LOCALIZACION DE sbmB1 CON RESPECTO A recF
DONADGR | RECEPTOR | » N
A
MELECCIONADG [MO  ABLECCIDNApos | T TAMSRUCTANTEY
(FRECUEWSIAY
VM vSTO2 Tc Mee AecF <64 (00}
R + 438 (94.8)
R - -] (-}
g + 3 an
S - 17 (3,7}
) m—
vE702.1 a31 Te Mce RecF 182 {100
R + 2 {14
A - 3 (1.9}
5 + aQ -}
] - 147 (30.7)

VML [ ' p oreca* aling) 1t Tnid gomst

VETOZ1 reocTRTQ seckiad

VETD2 recrids

O3 (2p recA” clingl vomdt
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4.3.3. Localizacién genética de ia mutacion sbmB2.

Puesto que la mutacién sdmB2 producia idéntico fenotipo que la mutacién sbmBl
asumimos que debia afectar al mismo gen v por io tanto debia estar muy proxima a sbmB1.
Por esta razén comprobamos directamente si la mutacién sbmB2 estaba a {a izquierda de
recFi43. Los resultados de fa Tabla 2E muestran que efectivamente este es ¢l caso.

Con el fin de establecer cual de tas dos rautaciones aisladas, sbmBI o sbmB2, estaba
mas proxima a recF se realizaron los siguientes cruzamientos. Las estirpe D31 (sbmB1)
fue transducida con un lisado de fago Pl crecido sobre VM4l (sdbmB2 =id::Trlf) y la
estirpe D41 (sbmB2) lo fue con un lisado P1 crecido sobre VM11 (sbmBI zd:Tnif). Se
seleccionaron, en ambos ¢asos, los transductantes T¢ que fueron apalizados para el
marcador MccB17, Los resultades de 1a Tabla 2F muestran que todos los transductantes Tc!
eran Mcc®, Hay que resaltar que no se obtuve ni un solo recombinante v, por consiguicate,
00 sc pudo establecer ¢l orden de stmBl v sbmB2 con respecto a recF. Este resultado
indicaba claramente que ambas mutaciones estaban muy proximas, y afectaban quiza al
mismo triplete.

Todos os resultados obtenidos cn estos estudios genéticos estdn representados de forma
esquemadtica en la Figura 5. De estos resuitados concluimos que las mutaciones sbmB1 y

sbmB2 estan situadas a la izquierda dei locus recF v muy prdximas entre si.
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TABLA 2E.
LOCALIZACION DE sbmB2 CON RESPECTO A recF
uAREADE WARCATONES HULERG
DONADOR RECEPTOR TRAMBDULTANTES
SULECCIONALO NG ELICOIONADOS

IFREEUENGIA)

V87021 Dt T Mcc | Recf | 208 (100}
R + 11 {82)
Ro- T 05

8 + o (-}
8 i - 194 {94,3)

VETQ2.1 nia:Taro reckray

B4l [~ p reca” cng) somaz

TABLA 2F.
LOCALIZACION RELATIVA DE sbmB1 Y sbmB2
MARCADOR MARCADORER NUMERS
DONADOR | RECEPTOR
INLECC.IONADD ud sELECCIGNADODR TRANBDUCTANTES
VMY D41 Te Mece sza
R 528
& o
VM o Te Mcc 480
] 479
s [

VYMES ( 2 p recat ciindl 51g:TRIO somEt

Vit

1o recA- clindl 210:TnI0 sbhwE2

D41 1 “ g reca* cingl 1omé2

fric)]

(p reca” clindl sbmE1
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Figura 5. Disposicién de los marcadores cmpleados en la localizacién genética de

shmB1 y sbmB2. Los nimeros representan los tantos por ciento de cotransducci6n entre

los respectivos marcadores,
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43.4. Locaiizacion de ia mutacién sdmB1 con relacidon al gen gyr8.

Las datos genéiicos cxpuesios hasiz ¢l momenio, sugerian que 12 mutacién sbmB1 esté
muy préxima a gyrB v, probablemente, denro de este gen. El locus gyrB codifica la
subunidad B de la DNA girasa {(DNA Topoisomera II de E.coli) (Gellert, er al. 1976(a)),
gue ¢s una de las enzimas que controlan y modifican ¢l estado topoldgico del DNA.
Mutaciones de cste gen confieren resistencia a cumarinas (novobiocina ¥ coumermicina A,)
(Gellert, et ai. 1976(b); Ryan, 1976; Om, et al. 1979), una familia de antibidticos que
inhiben competitivamente la unmdn del ATP a la subunidad B de la DNA girasa (Suginc
et ai., 1978: Staudenbauer y O, 1981).

Con el fin de establecer {a localizaci6n de sémBI con respecio a gyrB aisiamos
mutantes 2Spontineos resistentes a coumermicina A, {Cou®) de la estirpe RYC1010. Et
grado de ligamiento entre la mutacién gyr832(Cou®) de une de estos mutantes (RYC1020)
v la mutacién sbmBI se determind mediante experimentos de transduccidn. Para elio se
infect6 1a estirpe RYC1020 (Tc® Cou® sbmB'(Mcc®™) con un lisado de fago P1 crecide
sobre la estirpe VM11 (T¢* Cou® sbmBI(Mcc?)). Se seleccionaron los transductantes Tce",
ios cuales se analizaron para los marcadores no seleccionados. Posteriormente, s¢ infectd
1a estirpe D31 (Tc® Cou® shmB1(Mcch)) con un lisado crecido sobre la estirpe RYC1020.1
(Te* Cou* sbmB*(Mcc®), obtenida en el cruzamienio apterior. Como antes los
transductantes Tc® se anatizaron para los marcadores no seleccionados.

Los resultados obtenidos, mostrades en la Tabla 2G, indican de forma inequivoca que
ambas mutaciones ¢stin estrechamente asociadas. Ademas. el andlisis de los transductantes
obtenidos en el segundo cruzamiento, sugiere que sbmBJ esti a la izquierda de la mutacion

#yrB320{Cou"). En efecto, la clase minoritaria en ¢l segundo cruzamiento, la que exige un
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TABLA 2G.
LOCALIZACION DE sbm&t CON RESPECTO A gyrB(Coul
WARCADEN MARCADONES HUMERD
DONADOR RECEPTQOR TRANSDUCTANTER
SELECCiONARD NGO SELECCIONADDS
(FRECUENCIA}
TR RYC1020 To Mcc Ceu 377 (w0}
R R 3 (0.8}
R s 343 (91)
s R 28 (7.4)
) s 3 0.8
RYCi0ZO.3 | D3t Te Moo Cou 382 {100}
R R r (2}
R s 40 (1)
i [ R 115 an)
; 5 ] 0 i-)
- o
VM1 { ~p racar fungl Fer:Targ gemBr RYCIEZ0 (1 p reca” cirndl gyr8380Coust

RYCICZOD.1 t° o reca’ clast pig. TAld gyr83701Cou® | D31 ([ p reca® ciindt sdmlt
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doble entrecruzamiento, la constituven los transductantes Mcc® Cou®. Los resuitados del
cruzamiento reciproco no confinman esta conclusién de forma concluyente, pero tampoco
la contradicen. Uno de los transductantes minoritarios Tc* Cou® Mec®, denominado
RYC1030, portador de las mutaciones sbmBl1 v gyrB320, se empleé en el clonado de las
mismas, como se describe a continuacion.

En resumen, estos resultados confirmaron un ligamiento estrecho entre la mutacién

sbmB1 v ¢l gen gyrB, situado en ¢l minuto 83 del mapa genético de E.coll.

4.4. CLONADO DE LAS MUTACIONES sbmB1 Y gyrB320.

4.4.1. Analisis de dominancia/recesividad de !as mutaciones sbmBl vy gyrB320.

Los resultados de los cruzamientos anteriores indicaban que las mutaciones sbmBI y
sbmB2 estaban a la izquierda de recF143, muy proximas a la mutacién gyrB320(Cou®),
probablemente a su izquierda. Por consiguiente, sbmBI y sbmB2 podrian afectar al locus
gyrB o a otro situado inmediatamente a su izquierda.

Pariendo de la hipétesis de que las mutaciones sbmBl y gyrB320(Cou") afectaban al
gen gyr8, transformamos las estirpes D31 y RYC1020 con e} piasmido pMK47 (Km*} y
¢xaminamos los fenotipos de los trapsformantes para ver si esas mutaciones cran
dominantes o recesivas sobre el tipo silvestre. E! plésmido pMKA47 es un derivado del
plasmido multicopia pKC16 en el que s¢ ha clonado ef gen gyr8 (Mizuuchi, er al. 1984).
Los transformantes Km" de 1a estirpe D31 (Mcc*) recuperaron la sensibilidad a microcina
B17, micntras que los ransformantes Km"® de la estitpe RYC1020 (Cou®) permanecieron

Cou®. En otros términos, la mutacién sbmBI sc comportaba como recesiva y fa mutacion



gyrB320 como dominante. Sorprendentemente. al transformar estirpes silvestres con el
mismo plismido encontramos que [os transformantes Km*, aungue comservaban la
sensibilidad a microcina B17, eran resistemies 2 a coumermicina A,. En otras paiabras.
gyrB en alto mimero de copras confiers resisiencia a coumenmicina A,

Estos resultados sugerian gue sbmB1 sfectaba verdaderamente a2 gyrB. Por otra pane.
dado su caracter aparentemente recesivo, era clare que no podia ser cionada por seleccién
directa. Sin embargo, la mutacién sbmB1 podria cionarse dentro de un fragmento que

contuviese ¢l gen gyrB. seleccionando para resistencia a coumermicing A..

4.4.2. Clonado in vive de las mutaciones sbmBJ v gyrB320.

Teniendo en cuenta los resultados v zonsideraciones anteriores. decidimos clonar
grB8301 v la regién cromesdmica advacente en un vector multicopia, seleccionando ctones
resisientes a coumermicina A,. Pama ello se unlizé el plasmido pGEI09 que conriens el
mini-MudII4042. Las bases téonica v practica de este método se describen en detalle en
et zpartado 3.10.1 de Métodos. Concreramente. sz orocedid como sigue. Células pop3001.6
Mucts shmB1 gyrB320 (Mcc® Cou™ se transformaron con pEG109. seleccinando los clones
Cm*. Después de incubar 2 42°C la repiicacion v ia transposicién de Mu se recuperaron las
particulas virales con las que se infecio pop300L 6 Muers seleccionando los clones Cm*
Cou®, o 20°C. Estos ciones debenan albergar plasmidos coastituidos por el mimi-Mu
replicén MudlI4042 v fragmenios de DNA cromosdmico de la region gyrB de RYC1030

(sbmBI gyrB320.
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En efecto. cuando se aislaron los piasmidos de varios de estos clones y se digirieron con
diferentes enzimas de restriccién, encontramos que todos ¢llos contenian un fragmento
cromosémico de 12 - 14 kb cuyo mapa fisico coincide con ci de [a regién gendmica que
contiene ¢l gen gyr8 (Hansen y Meyenburg, 1979; Kohara er al., 1987). Al introducir estos
plasmidos en otras estirpes s¢ enconird que, como se esperaba, no modificaban el fenotipo
Mcc* de la cstirpe D3 (Muczs). En cambio alteraban el fenotipo Mcc® de RYCI000
{Mucts), ia cual adguirio una débil resistencia a microcina B17 (fenotipo Mcc™). De hecho
esta resisiencia era dos veces superior a fa exhibida por los controles isogénicos silvestres.
Volveremos sobre este fenotipo peculiar Mee™ mas adelante.

De estos resuitados, concluimos que los plasmidos aislados portaban realmente el gen
gyrB de la estirpe RYC1030 (sbmBl gyrB320) y secuencias adyacentes de DNA

Cromosémico.

+.4.3. Subclonado de las mutaciones shmB1 y gyrB320: Construccién de los plismidos
pCID500 y pCID509

A pantir de uno de los derivados mini-Mu Cou® analizados clonamos un fragmento
BamHI de 85 kilobases en la diana BamH] del pBR322. Los plismidos pCID500 v
pCID509 (Figura 6A v 6) resultantes de clonar este fragmento en [as dos orientaciones
posibles, complementaban la mutacién gyrB(rs) para crecimiento a 42°C, y la mutacién
recf 143 para resistencia a radiacién UV, y ademds conferian resistencia a coumermicina
A, 2 cstirpes Cou®. Estos plasmidos no madificaban la resistencia a MccB17 de estifpes

sbmB1, y conferian ¢l fenotipo Mec” de tolerancia a MccB17 a estirpes silvestres.
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Figura 6. Mapa fisico y caracierissicas retevantes de ios plasmidos empleados en este rabajo. La columna

Cot indica el fenotipo coumermicina A, que cada plismide conficre a células gyrB* (Cou®) en presencia de
16 ng/ml de coumermicina A, Las lineas groesas representan sccuencias de pBR322, v las finds secuencias
de DNA cromosdmice. Las fechas indican {a localizacion de transposones TnS insertos en ¢l plésmido
pCIDS00. Los simbolos significan: B: BamHL; Bg: Bglll; E: EcoRI; N: Nrwl; P: Pvall; S: Sail; Sa: Sacil;
Sm: Smal; St: Stul. El asterisco indica dianas de restriccion que 5c picrden en ¢ commspondicate plismido

de delecion.
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Estos resultados indicaban que ¢l fragmento de 8,5 kb contenia los genes recF y gyrB,
¥ muy probablemente {a mutacién sémBI.

La confirmacién de las conciusiones anteriores se obmvoe como sigue. El nivel de
resistencia a MccB17 expresado por la estirpe LE316 (gyrB(es)) (Otr y Staudenbauer, 1981)
portadora de estos piasmidos (pCIDS00 v pCID509) dependia de la temperatura a la que
las células eran crecidas. En concreto, los transformantes Ap* presentaban el fenotipo
Mcc! (olerancia a MccB17) a 30°C, mientras que a 42°C eran tan resistentes al antibi6tico

como las estirpes sbmB1 (fenotipo Mcc®).

4.4.4. Las mutaciones sbmB1l y Cou® afectan al gen gyrB verdaderamente.

Con el fin de confirmar la localizacion de shmB81 en gyr8, mutagenizamos ¢! plismido
pCID300 con ei transposon Tad tal v como se describe en Métodos (apartado 3.4.1). Asi
obtuvimos pidsmidos derivados de pCIDS500 con inserciones Tn§ dentro y fuera del gen
gyr (Figura 6A).

Con estos derivados transformamos varias estirpes isogénicas (Cou® Mcc®, Cou* Mec?,
Cou® Mcc? v Cou™ Mee™) v analizamos los fenotipos de los transformantes. Los resultados
se presentan en ia Tabla 3.

Los plasmidos com el transposén TnS fuera de gyrB no modificaban ¢l fenotipo
microcina de las estirpes Mcc®, pero si ei de las estirpes Mec®. Estas iiltimas adquirian e
fenotipo Mec” de tolerancia al antibidtico. Los transformnantes Mcc” eran aproximadamente
dos veces mas rolerantes @ MccB17 que una estirpe Mec®. Como sc esperaba todos las

transformantes eran Cou®.
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Los pidsmidos con ¢l transposén Tid dentro de gyrf no cambiaban el fenotipo MecB17
de la estirpe receptora. ya fuese £sta Mcc® o Moc®, y tampoco su fenotipe Cou, ya fuese
Cou® o Cou®. Es decir, ¢! fenotipo Cou* conferido por el plasmido pCID500 a una estirpe
Cou®, desaparece <n aqueHos detivados pCIDS00:: TnS que tienen ¢l transposén dentro del
gen gyri3.

A continuaci6n. analizamos el fenotipe conferido por ios plasmidos pCID50(::Tn¥ a la
estirpe LE316 (gyrB(1s)). Como se esperaba, los plasmidos con el transposdn Tnd fuera de
gyrB complementan a la mutacin gyrB(ts). Es decir, las células transformadas crecian a
!a emperarura restrictiva de 42°C. Ademas. 2 esta temperatura, manifiestan un fenotipo
de tesistencia a MceB17 (Mcch), idénrico al cxhibido por la estirpe control sbmBJ
(pCID500). Cuando las condiciones de crecimiento eran las permisivas (30°C), entonces los
transformantes LE316 {pCID500:: Tn5) presentaban el fenotipo Mce” previamente definido.
En cambio, los plismidos pCID300::Tn3 con el transposdn dentro de gyrB no modificaban,
1 30°C, el fenotipo Mee® de la estirpe LE316,

Estos resultados demostraron claramente que fas mutaciones sémB1I v gyrB320 estin
ambas dentro del gen gyrB. Por ello, a panir de ahora nos referiremos a la mutacion sbmBI
con la denominacién de gyrB301. Analogamente, la mutacién sdmB2 se denominard
gr8i02.

El fenotipo Mcc”, mds proximo al Mec® que al Mech, puede ser reinterpretado a la luz
dei comjunto de resuitados obrenidos hasta aqui. Ese fenotipo se manificsta siempre cn
ceiulas que contienen ambos alelos, ei silvesue gyrB* v ¢l mutado gyrB301. De hecho cl
mive! de resisiencia a 1a microcina depende del cociente entre el mamero de alelos mutados
v de atelos silvestres en la célula. Cuanto mavor s ¢sa relacion, mavor es el nivel de

tolerancia. v cuanio mds pequefio es ¢l cociente, mas se aproxima el fenotipo Mec™ at
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FENOTIPO FENQTIPO DEL TRANSFORMANTE
HUESPED DEL PLABTEO CON T
FLASMIDG CON Tné# | N Tns
HUESPED grLasmioo st | eaa or gye# | DENTRO DE grr8t
» 1 cRECE & «2'c | GRECE A 42’ N
LE3G FnocRecE As2c¢] . T . . INO CRECE A 42 ¢C
cou” Moc” & 20°CCor® MecT A an®c
gyra(ts) | cou® mec®a 20%c] o a Cou® Meed A 30°c
K Moe A 42°C | Cot® Mec" A 2%
avcwow | cou® Mee® ] cou” Mes' | Cou” Mec' | Cou® mec'
AvG1020 | cou” Mec® § cou” Mee” | Cou” Mee” | Cou® Meet
uki! Cou® Mec” Cou” Mec" Cou” Mee” Cou‘ Mcc"l
A A L] L] R L] n l—1
RYC103G ] Cou Mcc Cou Mce Cou Mcc Cou Mece

Tabla 3 Fenotipes conferidos por plasmidos pCID500::TnS3, con el transposdn inscrto dentro

o fuera de gerB. a las estipes RYCLO0 (gyrB7), RYC1020 (gyrB320(Cou™), D31

(gyrB301(Mcch)y, RYCI030 (gvrB320(Cou™) gyrB301(Mcc®) v LE316 (gyrB(ts)). Los

simboios stgnifican: Cou®. sensibilidad a coumermicina A,; Cou®. resistencia a coumermicina

A, Mec®, sensibilidad 2 MceB17: Mee”. tolerancia a MccB17; Mec®, resistencia a MccB17.

La wierancia relativa a MccB17 establecida por ¢l método de la dilucién critica cs: Mec®: 1:

Mecc™: I Mec®: 10,



exhibido por cétulas silvestres. Ello indica. en contra de lo sugerido previamente, que cl

alelo mutado no es recesivo respecto al silvesire, Mis bien estos alelos son codominantes.

4.5, CLONADC DEL ALELO gyrB SILVESTRE.

Para clonar ¢l gen silvesire isogénico de las mutaciones gyrB que hemos seleccionado,
seguimos el método de Saarilahti v Palva, (1985) descrito previamente cr el apartado
3.10.2. Este método permite la transferencia in vivo de genes cromos6micos a un pldsmido.
siempre que éste perte un gen homélogo al que se quiere clonar. Ademas se requiere que
el alelo presente en el plasmide sea distinguible del cromosdmico, es decir, que confieran
fenotipos distintos.

{.a tecnica aprovecha el hecho siguiente bien conocido: el replicon ColEl necesita la
actividad DNA polimerasa { de E.coli para repiicarse. El pldsmido ColE1 y sus derivados
{como pBR322) no pueden mantenerse como replicones autdnomos en los mutantes PolA",
a no sef que se integren en el cromosoma. Esta integracién es posible si <l plasmido porta
una $eCuencia clomostmica ¥ la bacieria posee las funciones necesarias a la recombinacion
homologa. En este caso. la imegracién plasmidica se produce por un sucese de
recambinacion entre la secuencia comun del plasmide v det cromosoma. Estos integrados
pueden identificarse si el plasmido posee un marcador sclective especifico.

A continuacion, el cointegrade plasmidico mas las secucncias cromosdmicas advacentes
se iransfieren medianie un fago transductor a una estirpe RecA® PolA®, en donde el
cointegrado plasmidico se resuelve por recombinacion homologa, gencrando asi plasmidos

autonomos, unos pontando el aleio onginal. otros el alelo cromosdroico. Se trata ahora de
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distinguir entre las dos clases de pldsmidos aprovechando el conocimiento previo sobre fas
propiedades fisicas o {enotipicas de los aleios en causa.

Concretamente procedimos del modo siguicate: El alela polds (PolA") se transdujo a
la estitpe RYCL1010 gyrB*, como se indica en Métodos. Un transductante PolA™ se
transforme con ¢l plasmido pCIDS00 (grrBI20{Cou®y gyrB30I(Mcc™)) seleccionando los
clones Ap®. Sobre uno de estos ransformantes se hizo un lisado P1 con el que se transdujo
RYC1010 seleccionando los clones Ap'. Unas decenas de estos clones se reaisiaron y
probaron para los fenotipos Cou v Mce. Como se esperaba todos eran Cou™. Algunos crap
Mee, como pCIDS500. v otros claramente Mce®. S¢ guardé cl plasmido de uno de éstos af
que se depominé pCIDS10 (Figura 6A). Este pldsmido tenia la misma estructura fisica que
pCID500. Al reintroducirlo en una estirpe Mcc® no modificaba este fenotipo. En cambio
rendia sensibles a las estirpes Mec®, Concluimos que pCIDS510 portaba el alelo silvestre
gyr8" de RYC1010.

4.6. CLONADO DE LA MUTACION gyrB302.

Para clonar {a mutacidn shmB2 seguimos el mismo procedimicnto de Saarilahti y Palva,
(1985), pero utilizando en este caso el plismido pCID510 como sonda y vector. Con este
pldsmide se transformé un derivade poldS de D41 (RYC1010 sbmB2), seleccionandc los
transformantes Ap". Sobre une de ¢llos se hizo el lisado P1 correspondiente con &l gue se
transdujo ¢ mutante D41. Los transductantes Ap* se examinaron para ¢l fenotipo MccB17.
Como antes. los habia Mcc* v Mcc®, Uno de los transductantes Mcc* se purificé y se

extrajo el pldsmido que contenia. Este plasmido, denominado pCID520 (Figura 6A), teaia
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la misma estrucrura fisica que pCIDSG0 v pCIDS510. Como pCIDSN), sélo conferia una
débil tolerancia 2 MccB17 cuando se introducia en estirpes Mec® y, como ya hemos dicho.
no modificaba en absoluto el nivel de resistencia de las estirpes Mcc®. Concluimos que el

plasmide pCID520 contenia la mutacidn gyrB302.

1.7. LOCALIZACION FISICA DE LAS MUTACIONES gyrB36] ¥y gyrB302 DENTRO
DE gyrB.

Para determinar la region de gyrB afeciada por las mutaciones gyrB30F v gyrB102
decidimos, construir genes hibridos que ilevasen diferentes fragmentos del alelo gyr8* v
de cada uno de fos alelos mutados, v examinar los fenotipos que conferian a estirpes Mec®
v Mcc®. Sobre la base de los conocimientos previamente adquiridos deberia asi poderse
identificar el fragmenio fisico gue contenia a ¢cada una de esas mutaciones.

Dado ¢l gran tamano de los denvados pCID500, pCID510 v pCIDS20, v ef elevado
nimero de dianas de restriccion existentes en estos plasmidos se imponia preparar

derivados mds adecuados a nuestro fin. lo que se hizo del modo sigutente.

4.7.1. Aislamiento de derivados delecionados de pCID560, pCIDS10 v pCIDS20.

Construimos, en primer lugar, los plasmidos pCIDS01, pCID511 y pCID521 (Figura

5B), climinando ¢l fragmento Nrui de 3.8 kb de pCID500 (gyrB301 gyrB320(Cou™)),

pCID310 (gyrB*") v pCIDS20 (gyrB302) respectivamente. Esta deleci6n no afecta ni a gyrB



ni a recF. Por consiguiente, estos plismidos derivados confieren ¢/ mismo fenotipo
MccB17 que el descrito previamente parz los plismidos originales.

Los plasmidos pCID501.2, pCIDS511.2 v pCIN521.2 (Figura 6C) se construyeron a partir
de pCIDS01, pCIDS11 y pCIDS21, respectivamente, climinando ¢l fragmento Sacll de 340
pb situado dentro de recF que contiene una diana Pvuil. Esta manipulacién no afecta al gen
gyr v, por lo tanto, los nuevos derivados conficren el fenotipo MccB17 propio del alelo

gyr8 que portan.

4.7.2. Los genes hibridos y sus fenotipos.

Con ¢l fin de iocalizar fisicamente la mutacién gyrB301, construimos genes hibridos
gyrB, in vitre, intercambiando los fragmentos Bgill y Stul de los plasmidos pCIDS0T v
pID511, v los fragmentos Sacll v Pruil de pCIDS501.2 y pCIDS511.2. A continuacion,
ransformamos células ispgénicas gyrB* (RYCI000) v gyrB301 (D3) con los pldsmidos
hibridos construidos y analizamos la sensibilidad 2 MccB17 de los transformantes. Los
resultados obtenidos (ver Figura 7) indican que los genes hibridos portadores del extremo
3' del alelo mutante gyrB301, concretamente del segmento Pvadl (posicion 2247) - Stul
(posicién 2460) de 213 pb (Adachi er ol., 1987), no modifican ¢l fenotipo Mcc® de la
estirpe gyrB30], pero confieren resistencia parcial 2 MceB17 (fenotipo Mcee™) en la estirpe
gyrB*. En cambio, los genes hibridos porntadores del correspondiente segmento Prall — Stul
del alelo silvestre, confieren el fenotipo Mcc® a la estirpe portadora, ya sea ésta gyrB301
0 gyrB'. El segmento considerado, Pvull - Stul de 213 pb, contiene la secuencia que
codifica los 33 aminodcidos del extremo carboxilo de la proteina GyrB (Yamagishi er al.,

1986: Adachi er al. 1987).
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Figura 7. Plismidos hibridos construidos por intercambio de fragmentos de reswiccion Bgill,

Sacil. Srul v Prull de los plasmidos pCIDSOY (gyrB3I0IY v pCIDSIY (gyr87), o de sus
dentvados de delecidn. El fenotipo transformante indica la resistencia relauva a MocB17 de as
células transformantes. establecida por el método de la dilucidn critica (MceS: 1; Mec™: 2; Mcc®:
101, Las bamas npegras representan secuencias de pCiIDS01 o pCIDS01.2, y las blancas
secuencias de pCIDS1I o pCIDS511.2. Los simboios significan: B: BamHI: Bg: 8glll; E: EcoRL

N: Nrul: P: Pvull; 5: Sall: Sa: Sacil: Sm; Smal: St Stul.
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De es10s resultados concluimos que {2 mutacién gyrB307 se localiza en ¢ extremo 3
de gyrB, a la derecha de la diana Pvall (posicién 2247). Ademds, estos resultados excluyen
la existencia de una scgunda mutacitn a la izquierda de la diana Pvull (posicifn 2247),
hacia el extremo 5™ del gen.

Basados en estos resultados v 1os datos genéticos que revelaban un ligamiento estrecho
entre ia mutaciones gyrB301 v gyrB302, decidimos construir genes hibridos intercambiando
los fragmentos Pvull de jos plasmidos pCID511.2 (gyrB™) y pCID521.2 (gyrB302). El
andlisis det fenotipo MccB17 conferido por estos plasmidos hibridos a estirpes isogénicas
gyrB* (RYC1000) v gyrB302 (D4) indicé que la mutacién gyrB302 se localiza, como

gyrB301, en ¢l extremo 3' de gyr8, a la derecha de la diana Pyull (posicién 2247).

4.8. SECUENCIACION DE LAS MUTACIONES gyr8301 Y gyrB302.

Los fragmentos Prull - Stul (213 pb) del extremo 3' de los alelos mutantes v del alelo
silvestre de gyrB se purificaron en geles de poiiacrilamida como se describe en Métodos
v se clonaron en la diapa unica EcoRV de la forma replicativa del fago M13gt130 en las
dos orientaciones posibles (los cortes producidos por Prull, Stul y EcoRYV tienen extremos
romos). La seleccién de tos clones recombinantes se hizo de la manera convencional,
:dentificando piacas de iisis blancas en presencia del indicador de f-galactosidasa, X—Gal.
Las moiéculas de DNA de cadena dnica se prepararon por ¢l método habitual y se
utlizaron los cebadores universales para iniciar la reaccidn de polimerizacién (ver
Métodos). Las condiciones de la reaccién de secuenciaciom de las dos cadenas de DNA de

cada fragmento v de su detencion por dideoxinucledtidos fueron las descritas por Sanger
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er al. (1977). La secuencia encontrada en ¢l fragmento Peall - Stul del alelo silvestre era
idéntica a Ja encontrada por Yamagishi er af. {1986) v Adachi er a/. (1987). En carnbio
<omo pucde constatarse en la Figura 8, las secuencias de los alelos mutantes gyrB301 v
gyrB302 diferian en el mismo nucledtido respecto de la secuencia silvestre. En ambos casos
el par de bases AT en posicién 2251 dei gen silvestre estd sustituido por el par GC. Esta
transicidn afecta al primer nucledtido del codén 751 del gen y genera el cambio TGG 2
CGG. Es decir, ¢l residuo Trp., es sustituide por un residuo Arg (Figura 8).

Hay que resaltar que |as mutaciones gyrB301 y gyrB302 fueron aisladas en condiciones

diferentes.
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Secuencia: gyrB30I(Mcc’)

ACCCGGAACAGTTGTGGGAAACCACTATGGACCCG
ProGluGlnLeuTrpGiluthrThrMetAspPro

2240 2250 2260 2270
ACCCGGAACAGCTGCGGGAARCCACTATGGACCCS
ProGluGlnLenhrgGluThrThrMetAspPro

Figura & Comparacion de los secuencias del gen gyr8 v del muante gyrB361. A): £ lado derecho de la

igura muesita parie de la secuencia de la cadena oodificanie del fragmento Pyall (posicion 2247 - Stul

(posicon 23601 v el izawerdo. {a secuencia e [a cadena compiementana. Los simbolos representan: A, C,

Gy T vamies de Jas seacciones de secienciacon von ddATP, ddCTP. ddGTP y ddTTP, respeciivamente;

1 wemiies comespondientes J L secuencia del alelo mutante gyrB301: 2: camriies cortespondiemes a la

secuencia de alefo sivesire gyrB®. Lus ilechas senalan l1 posicion del nucleotide 2251 cambiada. B):

Seeuencia de la tegion 3 Je los alelos gyrB30T v gyelt’. mostiando e cambio Trp., — Atg.
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B) EL GEN gyrB Y LA RESISTENCIA A COUMERMICINA A,

Coma va hemos indicada la subunidad B de ta DNA girasa ¢s ¢l blanco de accidn de
las cumarinas. De hecho el gen gyrB se idemifictd gracias a las mutaciones de resistencia
a estos aatibidticos. También hemos descrita el aislamiento de mutantes Cou*. La mutacién
gyrB320{Cou™) de uno de ellos (RYC1020), se utilizé como marcador selectivo en el
experimeanto de clonado del aleio gyrBI0N(Mec*), en base a la hipdtesis falsa por la cual
asurniamos implicitamente la dominancia de las mutaciones Cou®. No obstante, clonamos
con exito |a mutacién gyrB301 a partir de la estirpe RYC1030 (gyrBI0] gyrBi20(Cou™).
utilizando el mini-Mudl14042 v seleccionando transductantes Cou* de una estirpe Cou®
(pop3001.6) (ver apartado 4.4.2).

Los resultados del primer experimenmto de sustitucion al€lica mediada por P1, cuvo
objetivo era clonar ¢l alelo gyrB silvestre de la estitpe RYC1010, obligaron a replantearnos
ia cuestion de la dominancia de los alelos Cou®. De hecho este replanteamiento nos ha
conducido al descubrimiento de un nuevo mecanismo de resistencia a cumarinas.
Recordemos ese experimento ¥ sus resultados.

El plismido pCIDS00 (Ap", gyrB30I, 5yrB320(Cou™)) se inmodujo en la estirpe
RYC1010 polds gyrB°. Sobre un clén Ap® se preparo un lisado de fago P1 con el que se
infectd RYC1010 pold” gyrB’ stleccionando los transductantes Ap". En esios clomes
{PolA™}) se reconstituveron plasmidos por mcombinacién homdloga. Unas centenas de esos
clones se resuspendicron juntos ¥ se extrajeron sus plasmidos, con 10s gue se retransformo
la estirpe RYC1010), seleccionando como antes [os clones Ap®. Cuando estos rransformantes
Ap" se probaron para resistencia a MccB17 v coumermiicina A, ¢ncontramos que unos cran

Mcc* v otros Mce® como esperabamos. En cambio 1odos ellos eran Cou®, un resultado
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realmente inesperade. La existencia de plasmidos Mcc® indicaba que la mutacién gyrB301
no estaba en estos plismmdos, es decir que ia sustitucidn génica de gyrB habia sido un
éxito. Normaimente estos plasmidos, o al menos ia mayoria de ellos, no deberian contener
la mutacion gyrB320, v sin embargo todos ¢llos conferian ¢l fenotipo Cou®.

Dos hipttesis podrian ser avanzadas para explicar estos resultados:

a) La estirpe RYC10%0 contienc una mutacién Cou® que sélo se manifestaria en alto
mimero de copias.

b El gen gyrB* en alto mimero de copias confiere resistencia a coumermicina A,

Estas hipgtesis se pusicron a prueba como se describe a continuacién.

49. CLONADO DEL GEN gyrB DE LA ESTIRPE pop3351 (Cou’).

A partir del plasmide pCIDS10 (Mcc®), generado en el experimento anterior de
sustitucidon alélica, s¢ construvd ei derivado delecionado pCIDS510.1, que comserva el
exiremo 3 de gyrB, hasta [a diana Smal, ¢s decir, los 69 nuciedtidos iniciales del gen
{Figura 6I). Este plismido conticne ademas fas secuencias 5' y 3" advacentes a gyrB, que
permiten su utilizacién en experimentos de reemplazamiento alélico. Con pCID510.1 se
clong el gen gyrB de la estirpe pop3351 por cl procedimicnto de Saarilhati y Palva, como
s¢ hizo previamenie para obtener ¢l plasmida pCINS10. Una vez mas todos los clones Ap*
que se obtuvieron, eran Cou®.

Este resultado podria ser explicado s1 la hiporética mutacién Cou® de RYC1010 clonada
e pCIDS10 estuviese en el pequeno fragmento no delecionado ¢n pCIDS510.1, en concreto

el segmento de 69 nucledtidos. Por ello decidimos clonar el gen gyrB de pop3351 in vitro.
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Con este fin construimos un derivado de pCID509 eliminande dos de sus fragmentos
EcoRI como muestra la Figura 6K. El pldsmido resuitante, pCTD509.8, conserva solamente
los 6 primeros nucietidos del extremo 5' de gyrB. A este plasmido abierto por la diana
EcoRl ligamos in vitro fragmentos E¢oRl de 6 a B kb de tamafio, generados por una
digestion total del cromosoma de pop33Sl v purificados por ciectroforesis en gel de
agarosa, como sc¢ describe en Metodos (apartado 3.9.3.)). Con los pidsmidos obtenidos
transformamos la estirpe LE316 recA56 gyrB(ts}, seleccionando ios clones Ap® que crecian
a la temperatura restrictiva {(42°C). El andlisis de restriccién de los plasmidos portados por
estos clones demostrd que iHevaban clonado ¢l gen gyrB de pop335l, dentro de un
fragmento EcoRI de 7.5 kb. Esie plasmido. denominado pCID549 (Figura 6L) también
confiere yesistencia a coumermicina A,  una estirpe sensible. EI mismo resultado se pbtuvo
con pMK47, un pliasmido que comiene ol gen gyrB siivesire de un origen diferente
(Mizuuchi er al., 1984).

De estos resultados concluimos que la hipotesis de una segunda mutacion en gyrB es
muv improbable. puesto que alelos silvestres gyrB pertenecientes a estirpes Cou® de
origenes diferentes confieren ¢l mismo fenotipo Cou™. Por consiguiente, la resistencia a

cournermicina A, se¢ deberfa a la presencia de numerosos alelos gyrB sivestres.

4.10. EFECTO DE LAS DELECIONES DEL EXTREMO 3' DE gyrB EN LA
RESISTENCIA A COUMERMICINA A,

Durante los experimentos dirigidos a localizar fisicamente [a mutacién gyrB301 dentro

de gyr8. consirsimos genes hibridos mercambiando fragmento Prull de pCID501.2 v
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pCID511.2 (Figura 6C). En este experimento obtuvimos plismidos constituidos dnicamente
por ¢l fragmento mavor Pyvull que contiene el origen de replicacién v ¢l marcador bla
(Figura 6D). Estos plasmidos, denominados pCID501.25 y pCIDS511.25, tienen delecionado
¢l extremo 3' del gen gyrB desde la diana Pyvull, es decir, carecen de los 168 nucledtidos
finates de este gen. Como cabia csperar, ninguno de estos plismidos delecionados
compiementaba la mutacién gyrB(ts) de la estirpe LE316, para crecimiento a 42°C. Sin
embargo, constatamos ¢! siguiente hecho sorprendente: los clones portadores de la delecitn
3'-Pyull del alelo gyr8320(Cou®) (plésmido pCIDS01.25) eran Cou®, mientras que los
portadores de la misma delecidn 3'-Pvull del alelo siivestre gyrB* (plasmido pCID511.25)
eran Cou®. cuando se crecicron a 30°C. Ea otras palabras, la eliminacién de los 168
auciestidos finales del extremo 3 de gyrB8” no afecta a la capacidad del gen de conferir
resistencia a coumermicina A, cuando esta presente en alto nimero de copias. Sin embargo,
ia delecién del mismo fragmenio del alelo gprB320(Cou®) provoca la pérdida de esta
resisiencia.

Un resultado similar obtuvimos con ¢i plismido pCIDS540.25 de estructura andloga
gyrB(3'~APvull}, construido a partir de pCID540 (gyrB® de pop3351). Este pldsmido
confiere ef mismo fenotipo de resistencia a coumermicina A, que pCID511.25.

Estos resuitados sugieren que la resistencia conferida por el gen gyr8°, en alto mimero
de copias. es debida a la sobreproduccion de proteipa GyrB, que titularia la coumermicina
A, imtraceiular. Esta hipotesis estd apovada muy fueniemente por ¢l hecho de que el gen
delecionago (3'~APvull) vy clopado del aielo silvestre protege como el gen silvestre
compicto, mientras que ¢l derivado APvuil del gen mutado no confiere resistencia en

absoluto,



Nos preguntamos si fragmentos mas pequenios del extrerno 5' de gyrB* conservarian la
capacidad de proteger a las células de la coumennicina A,. Con c¢ste proposito,
delecionamos los fragmentos Sall v Stul del extremo 3, asi como ¢l fragmento interno
Bzl del gen silvesre gyrB (Figura 6F. G. H respectivamente). Los derivados de delfecién
gyrB(3'-ASail) (plasmido pCID312.3) ambién conferian resistencia al amibiftico. Sin
embargo ios derivados gyrB(3-ASrul) v gyrB(3-ABglll) (plismidos pCIDSi4 v
pCID511 .26, respectivamente) habian perdido esta propiedad.

En paralelo, construimos los derivados de delecién homdlogos 3'-ASadl, 3'-AStul y 3~
ABglll en el alelo mutado gyrB320 {plismidos pCID502.3. pCID504 y pCID501.26).
Ninguno de estos plésmidos conferia resistencia al antibi6tico a células Cou®.

Para determinar si la pérdida de resistencia de los truncados gyrB3260 cro debida a fa
degradacion de los polipéptidos que sintetizan. examinamos su estabilidad en maxicélulas.
Los productos plasmidicos fueron marcados con {*$]-mertionina en experimentos de pulso,
y de puiso y caza, v analizados en genes de poliacrilamida~SDS como sc describe en
Métodos. La Figura 9 muestra las proteinas generadas por estos plasmidos portadores de
genes truncados gyrB, tanto del alelo silveste como del mutado. Todos los plésmidos
analizados sintetizan polipéptidos estables del tamafio esperado: 84 kDa para los derivados
Pvull. 55 kDa para tos Sall, 43 kDa para los Bgfll v 36.5 kDa para los Srul (Figura 9). El
producto de 36,5 kDa, sintetizado por los derivados de delecidn 3'~-AStul, es un polipéptido
hibrido constituido por los 318 aminoacidos del extremo NH,-terminal de la proteina GyeB
mas 11 residuos adicionales codificados por una sccuencia extragénica situada a la derecha
del extremo 5' de gyrB. Esto se deduce de la secuencia de gyrB y regiones advacentes

publicada por Yamagishi ef al., 1986 v Adacht er al.. 1987.
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Figura 9. ldenuficacién de la proteina GviB y de sus derivados por delecion del camemo carboxile. Las maxicélulas
{ueron preparndas, marcadas y sometidas a elecroforesis en geles de SDS-paliacrilamida {10%} como 3¢ deseribe tn
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representan experimenios dc pulso v caza Los nimeros cel lado derecho de ia cada figura indican ef iamafic (en

kilodalions} de los diferenies polipeptides y 103 de} lado izquierdo, el tamafic de los patrones de peso moiccular.
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Estos resultados indican que la secyencia de gyrB desde su extremo $' hasta la diana
Salt (posicion 1501) es suficiente para proteger de la coumermicina A, a las células Cou®,
v que la secuencia comprendida entre ¢l nucieotido 953 (diana Stul) v ¢i 1501 ¢s necesaria
para que esta proteccidn sea eficaz. Adernas, sugieren que la mutacién gyrB32¢ debe estar

siruada a la izquierda de 1a diana 3ail. hacia ¢l extremo 3' del gen.

4.11. EFECTO DE LA DOSIS GENICA DE gyrB EN LA RESISTENCIA A
COUMERMICINA A,.

En base a los resultados anteriores, decidimos valorar et efecto de la dosis génica sobre
el mivel de resistencia a coumermicina A, conferido a células Cou®. Con esie fin
construimos inicialmente los pidsmidos oligocopia pCIDS507 v pCIDS517, clonando el
fragmento BamHI de 8.5 kb de pCIDS00 v pCIDS10 ez o mplicén pSCL01 gque produce
de 6 a 8 copias por genoma bacteriano.

Transformamos ia estirpe RYC1010 (Cou®) con la coleccién de plasmidos multicopia
(derivados de pBR322) pontadores de secuencias de tos alelos gyrB320 v gyrB’ v con los
plismidos oligocopia pCIDS07 v pCID517. Para valorar el grado de resistencia a
coumermicina A, conferido por estos plasmidos, determinamos la concentracién minima
de antibidtico que inhibia ¢l crecimiento de las estirpes transformantes v del mutante
cromosdmico RYC1020. Los resuitados obtenidos, mostrados en la Tabla 4, indican que
la resistencia al antibiético es 32 veces mavor en el mutante cromosémico (RYC1020) que
en la estirpe silvestre (RYC1010), y 8 veces mayor en células portadoras de los genes gyr8

en multicopia (plasmidos pCID300 v pCIDSI(). Este mismo nivel de resistencia es
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ESTIAPE COUMERMICINA & |
{uasmt)
AYC1000 {oyr8® racABB) L., 5
{ A1) {oprl® reeA) e 5
RYCY020 {gyr8s2oiCou™)) ... 180
[mw:l tgyr@z2ncou®)
RYC1022 (prrE32ACou" 1}

AYC1010 (pCID®1Y) (gprd”. otigocaopial

....................... 1]
RYC1210 {pCIDBOT) (gy * 3, olig I, 40
{RYme (pCIDE10) {gyrB”. muiticopia) ... ... __. 40
RYCI010 (pCIDSUOY {gy *), wut ) 40
{mmo (pCIDSILZE) {gyr8® APVWA, multicopia} .. .......__. +0
RYC101) {(pCIDBO1.28) (gyrB820 A Pewll, muliicopin) . 3
AYC10MW {pCIDE1L.2) i'yrl* A Se/l multicopia) .. ... .. 20
{RVCSOIO {pCIDS0T.3) (gy adaA, ink 5
AYCI010 (pGIONI4) {gprl® Aftul multicopind 5
{nvcwm (pCIDBOA) (gyri 320 4 %1A, mullicopin} [
[mrc-ow tpCIDE1L20) (gyr8*® & B, multicopia) ... [3
RYCI010 (pCIDE01.28) {gysB 220 A Bghi, multicopin) _.___.__ _. [

Tabla 4. Concentracién minima inhibitoria (CMI) de coumermicina A, para las estirpes
isogénicas silvestre y mutantes y para bacterias transformantes sobreproductores de
diferentes polipéptidos GyrB. La CMI fue determinada en medio minimo como se describe
en ¢l apartado 3.1.4. de métodes. Las MICs de novobiocina para las estirpes RYC1010 (wr

gyrB) y RYC1020 (gyrB320) fueron de 0.5 y >4 mg/mi, respectivamente.
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conferido por ¢l derivado de delecion 3'-APvuil v la mitad por ¢l derjivado 3'-ASail del
gen silvestre (pidsmidos pCIDS11.25 y pCIDS12.3). Los derivados de delecion homdlogos
construtdos en i alelo mutado no confieren tesistencia 2 coumermicina A, (plismidos
pCIDS501.25 v pCIDS02.3Y. Por dltimo, las células ponadoras def gen silvestre gyrB
clonado en un vector oligocopia (pldsmido pClD517) son dos veces mds resistentes al
coumermicing A, que las células silvestre. Fste resultado sugiere que la resisiencia ai

antibidtico es dependiente de la dosis génica de gyrB.

4.12. LOCALIZACION FISICA DE LA MUTACION gyrB320.

En base a los resultados anteriores. es posibie distinguir el alelo mutado gyrB(Cou®) det
alelo gyrB. analizando {a resistencia a coumermicina A, que confieren sus denvados
delecionados 3'-Prull en piasmidos multicopia. Por otra parte, estos resultados abren la
posibilidad de cartografiar mutacioncs de resistencia a coumernmicina A, en fragmentos
especificos de gyrB.

Para localizar fisicamente !a mutacion gyrB320 intercambiamos inicialmente los
fragmentos de restriccin homdlogos Belll v Stul entre los plismidos pCIDS501.2 v
pCID511.2 (Figura 6). A continuacion. eliminamos el extremo 3' de los genes hibridos gyrg
mediante la delecion del fragmento Pvull cormespondiente. Por Gltimo, analizamos la
capacidad de estos derivados delecionados de conferir resistencia a coumermicina A, a
estirpes Cou®. Los resultados obtenidos. representados en la Figura 10, indican claramente
que la mutacién gyrB8320 estd en ef extremo 3 de gyrB, a la izquicrda de 1a diana Bgill

situada en la posicion 428
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Figura 10. Localizacién fisica de la mutacién gyrB320(Cou™) mediante ¢! anflisis de

los fenotipos Cou conferides por derivados APvull de genes hibridos gyrB, construides
intercambiando fragmentos homdlogos Bglil, Sacll y Sl de los plésmidos
pCID501/pCID501.2 (gyrBI26) y pCID511/pCID511.2 (gyrB°). El fenotipo transformante
indica resistenciz a 16 ug/ml de coumermicina A, de los transformantes de la estirpe
RYC1000. Las barras ncgras representan secuencias de pCIDS01 o pCIDS01.2, ¥ las
blancas secuencias de pCID511 o pCID511.2. Los simbolos significan: B: BamHI; Bg:

Bgill, E: EcoRl; P: Prull, S: Sall; Sa: Sacll;, Sm: Smal; St: Stul.



4.13. SECUENCIACION DE LA MUTACION gyr8320.

Basados en ¢l resultado anterior, purificamos los fragmentos EcoRI (posicién 6) - Bgfil
{posicidn 428) de 422 pb del extremo 5' del alelo mutante gyrB320 v del alelo silvestre de
gyrB en geles de poliacrilamida v se digirieron con la enzima Sau3A que los corta en un
iinico punto. De esta forma obruvimos dos fragmentos de cada uno de ellos, uno EceR1 -

Sau3A de 272 pb v owo Sau3A - Bglll de 150 pb. Los primezos se subclomaron entre
fas dianas EcoR1 v BamH] de la forma replicativa de los fagos M13mpl8 v M13mpi9,
v los segundos en la diana BemH! de MI3mpl8 en las dos orientaciones posibles. La
secuencia de las dos cadenas de DNA de cada fragmento fue determinada por ¢l método
de terminacién de {a cadena por dideoxinucledtidos (Samger er al., 1977). La secuencia
procedente del alelo silvestre era idéntica a la publicada anteriormente para el gen gyrB
{Yamagishi et al., 1986; Adachi er 2/.. 1967). Unicamente apreciamos un cambio en la
secuencia del fragmento Sau3A - Bgfll del aielo gyrB320. Esie cambio consistia en una
transversion GC - TA en la posicion 407 {Figura 11), que produce la sustitucién del
residuo Arg,y por Leu en la secuencia de aminodcidos de la proteina GyrB (Figura 11).

Posieriormente s¢ hap clonado dos nuevas mutaciones independientes gyrB(Cou®)
(gyrB321 v gyrB322) por el método del reemplazamiento génico via P1 de Saarlhati v
Palva, empieando como vector de clonade e piasmido pCID510.1. La secuenciacién de los
fragmentos comrespondientes EeoRI ~ Bgill del cxtremo 5° de estos nuevos alelos ha
revelado que ambas mutaciones afectan wambidn al coddm 136. La mutacion gyrB322 es
idéntica a gyrB320 (transversién GC — TA en la pesicién 407) v |la mutacidn gyrB32]
es una transicién CG — TA en la posicidn 406 gue provoca fa sustitucion del mismo

residuo de Are,,, por uno de Cys.
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Secuencia: gyrB’
400 41Q 420

GGTTATCCAGCGCGAGGGTAAAATTC
vallleGlnArgGluGlyLyslle

Secuencia: gyr8320 (Cou')
400 410 420

GGTTATCCAGCTCGAGGGTAAAATTC
VallleGlnLeuGluGlyLysIle

Figura 11 Comparacien de las secucncias del gen gyrB v del mmanie gyrB320. A): £l lado derecho de
2 LIgUTa mmUesra nurie ue ol secuenena de o vadena caditicante Gel fragmento EcoRI (posicion by - Bgill
(posiciom 4281 del wiclo gyrB™ v el zguietdo, la secuencia comrespondiente del alelo gyrR320. Los simbeios
signatican: & OG0y T vammiies correspondientes @ las sedeciones de scevenciacikda con ddATP, ddCTP,
GdGTP v Gd TP, cespevivamenie. Las leckas sefalan 12 posieion Gel nucicundo 407 cambiado. BY: Secuencia

de b tegion 37 0c los alelos orB320 v gyrBY. mosirande ol cambio Arg,, — beu



5. DISCUSION



{. La microcina B17 ¥ 1a DNA girasa.

El efecto fisiolégico primario de la MccB17 es la inhibicién de la sintesis de DNA
(Herrero v Moreno, 1986). Este cfecto ¢s seguido por la induccitn del sistema SOS de
reparacién celular y, mas tarde por Iz degradacion del DNA. Puesto que en ausencia de
replicacion semiconservativa 1o se observé induccién del sistema SOS, los anteriores
autores concluyeron que la MccB17 bloqueaba el complejo de replicaciGn, mas
concretamente el progreso de la horquilla. Ello sugeriz que alguna de las proteinas
impiicadas en la replicacién podia ser inhibida por la mictocina B17.

Con ¢l objetivo de profundizar en el modo de accién de 12 MccB17 a nivel molecular
s¢ ha efectuado ¢i trabajo aqui presentado. Sc han utilizado dos aproximaciones distintas,
una de namraleza genfrica que aquf se ha descrito en detalle, y otra de naturaleza
bioquimica. Brevemente, la aproximacidn genética ha conducido al aislamiento v
caracterizacién de los mutantes parcialmente resistentes al antibidtico. Las mutaciones han
sido cartografiadas, clonadas y secuenciadas. Ambas mutaciones aisiadas por métodos
distintos, ban resultado ser la misma. Se trata de una transicién AT -+ GC en ¢ par de
aucleétidos 2251 del gen gyrB, lo que genera <i cambio del codén TGG por el codén CGG
de la posicidn 751, En otras palabras, ¢l residuo Trpy, de la subunidad B de la DNA girasa
s cambiado a Arg. Este resultado sugicre que la microcina B17 inhibe la replicacién del
DNA, mediante ¢l bloqueo de ia actividad DNA girasa.

Como va hemos schalado anteriormente. la DNA girasa ¢s un tetramero, compuesio
de 2 subunidades A v 2 subunidades B, que cataliza una variedad de interconversiones
topol6gicas de las moleculas de DNA (superenrollamiento negativo de DNA de doble

cadena covalentemente cerzado en un proceso dependiente de la hidrélisis de ATP,



relajacién de DNA superenrollado negativamente en ausencia de ATP, v de DNA
superenrollado positivamente en presencia del nucledtido segin una reaceidn andloga a la
de introduccién de supervueitas negarivas, formacién v resolucién de estructuras anudadas
y de moléculas engarzadas de DNA de doble cadena). En concreto, la DNA girasa
bacteriana ¢s la unica topoisomerasa con capacidad para superenrollar negativamente un
sustrato de DNA, en una reaccién que implica los siguientes pasos: unidn de la holoenzima
al DNA, ruptura especifica de sitio de ambas cadenas de DNA, formacion de cnlaces
covalentes transitorios entre tos grupos 5'-P del DNA v las Tyr,,, de las subunidades A de
la holoenzima, paso de un segmento de DNA de doble cadena a través de la ruptura
generada v resellado del come transitorio de las dos cadenas de DNA. Esta reaccion estd
acopiada a ia hidrdlisis de ATP (Gellert, 1981, Wang, 1985).

La reaceidn de topoisomerizacin catalizadz por DNA girasa ¢s congelada en la etapa
de ruptura det DNA por las guinolonas. cuva accion se revela en presencia de agentes
desnaturalizantes de proteinas (SDS o dlcali}. En esas condiciones, ei DNA cromosémico
aparece fragmentado ¢n 1rozos de tamafo variable y discreto (Gellert er al.. 1977, Snyder
v Drlica, 1979; Franco v Drlica. 1988).

Los otros inhibidores conocidos de la DNA girasa son las cumarinas. Estos antibidticos,
a diferencia de las quinolonas, inhiben el superenroilamiento del DNA impidiendo
competitivamente la fijacién del ATP a la DNA girasa (Sugino er af..1978; Staudenbauer
v O, 1981)

Puesto que las dos mutaciones parcialmente resistentes a MccB17 afectaban a la
subunidad GvrB, s¢ planted en ¢l laboratono la caracterizacion in vifro ¢ in vive del efecto
de la microcina B17 sobre las reacciones catalizadas por la DNA girasa. El estudio,

realizado por ia Dra €. Hemandez- Chico. consisud ¢n o siguiente:



a) Andlisis del efecto de la MccB17 sobre la replicacidn del plismido ColEl en
extractos acelulares que contienen ia maquinaria de replicacién celular v preparados segin
Diaz y Staudenbaucr, (1982). Estos extractos han sido utilizados previamente para estudiaz
la replicacién de diferentes plasmidos. En particular, 1a replicacitn de ColEl gue depende
absolutamente de la maguinaria del fhuésped, requiere especificamente la actividad DNA
girasa en Jas etapas de iniciacién v clongacién. Por clio, este sistema in vifro es Gtil para
caractenizar la accion de antibidticos que inhiben presumiblemente la DNA girasa, tales
¢omo la MceB17.

Ese experimento demostré que ta MccB17 inhibe la replicacién de ColE1 superenrollado
en los extractos de célutas sensibles. Al separar en geles de agarosa los productos de Jos
ensayos de replicacién, pudo observarse que la MccB17 ro produce ningtin cambio en el
superenrollamiento del DNA, a diferencia de la novobiocina que provoca una relajacion del
sustrato. Sin embargo, ¢n los ensavos con McecB17, se constaté que buena parte del DNA
slasmidico incluido en el ensayo habia desaparecido, es decir, habia sido degradado. Puesto
que el antibidtico, por si solo, no provocaba dicha degradacidn, se postuld que la MceBi7
inducia la ruptura del DNA, el cual era 2 continuacién degradado por nucleasas preseotes
en los extractos celulares. La ruptura putativa del DNA debia ser mediada por la DNA
girasa.

b) Con el fin de detectar {a presunta ruptura del DNA inducida por MecB17, se
efectuaron experimentos con este antibiético analogos a los efectuados previamente con el
icido oxolinico. Como se indico antes. en ¢sos experimentos s¢ habia demostrado gue el
dcido oxolinico bloqueaba el compiejc DNA-DNA girasa produciendo la ruptura
ureversibie de la doble cadena de DNA (Gellert er al., 1977).

Come con el acido oxolinico, la incubacién con MccB17 de ColEl en extractos de



cétulas sensibles, seguida de ia adicién de SDS v proteinasa K. produjo la incarizacién de
ColE1. Esta ruptura de la doble cadena de DNA. como la inducida por ¢i dcido oxolinico.
no es inhibida por novobiocina (Sugino er /.. 1978). Cuando sc realizaron experimenios
similares con extractos de células resistentes {gerB301) no se observd ninguna banda de
ColE1 lineal. Este resultado sugiere claramente que la ruptura del DNA inducida por
MecB17 estd mediada por la DNA girasa.

¢) Por uitimo se estudid ¢t efecto de la MccB17 in vive sobre ¢l DNA cromosSmico,

Cultives exponenciaies de una estirpe sensible (gyrB”) fucron tratados con MceB17
durante 7 minutos. El DNA cromosémico de las céluias rratadas fue purificado y digerido
con las enzimas EcoRl v Aval. [os fragmentos. separados por clectroforesis v
desnamralizados, fueron wransfendos por capilandad a un filtvo de nitrocelulosa. Tras su
fijaci6n al filrro, jos fragmentos se hibridaron con sondas radiactivas especificas de dos
regiones diferentes del cromosoma de E.cofi, ¢t gen gyrB v el locus prol/. Previamente se
habia descrito e patron de fragmentos de DNA generado por acido oxolinico en 1a region
de gyrB (Franco v Drlica. 1988). £n la proximidad det locus prolV s& han enconrado dos
secyencias palindrémicas repetidas extragénicas {secuencias REP) a las cuales s¢ une
especificamente la DNA girasa. habiendose propuesto que cstas secuencias REP son el sitio
fisiotdeico de accién de 1a girasa en ¢l cromosoma (Yang v Ferro-Luzzi Ames, 1988:
Gowrishankar, 1989

Estos experimentos in vivo revelaron que la MceB17 ¢jerce, en células sensibles. un
cfecto similar al del acido oxolinico. Ambos antitiéticos indujeron la ruprura del
cromosoma de células sensibles, produciendo un patron discreto de bandas. Al estudiar ek
efecto de [a MccB17 en otros comextos genéticos, se observé que el patrén de come

inducido por MccB17 ¢n células recd era idéntico al obtenido en celufas recd’. El patrén
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de fragmentos producido por la MccB17 era similar, pero no idéntico, al producido por ¢l
acido oxoiinico en ¢l experimento que se efectud en paraleio como control. Sin embargo,
al estudiar el efecto del antibidtico sobre células isogénicas resistentes gyrB8301 se observé
qu¢ la MeeB17 no produeia fragmentacidn significativa del DNA en las mismas
condiciones.

En conclusidn, tantg los resultados genéticos come las bioquinticos indican claramente
que¢ la miczocina B17 inhibe la replicacion del DNA bloqueando la reaccién de
topoisomerizacion catalizada por la DNA girasa. La microcina B17 al interactuar in vivo
con su diana intracelular, va sea ésta, DNA girzsa o ¢f complejo girasa-DNA no inhibiria
¢l cone de la doble cadena de DNA de la reaccifn de 1opoisomerizacién, pero bloguearia
las etapas siguientes. De ahi que ¢l DNA aparezca extensamente fragmentado en bandas
discretas. Que dicha fragmentacién requiere la DNA girasa fo indican claramente los
experimemos descritos. En realidad, la microcina B17 no produjo ningin efecto sobre el
DNA in vitro coando se incubarop juntos, £n ausencia de extractos de replicacién.

Con ¢l fin de analizar los posibles cambios estructurales introducidos por Ia mutacién,
comparamos la estructura secundaria de la regién carboxilo-terminal de las proteinas GyrB,
silvestre y mutante, que pueden predecirse aplicando los algoritmos de Gamier et al. (1978)
v de Chou v Fasman. (1978). Ambos algoritmos predicen umpa alta probabilidad de
estructura a~hélice en ¢} extrerno carboxilo de |a subunidad B (Figura 12). Concretamente,
el algoritme de Garnier er al. predice la existencia de estructuras a~hélice, alternadas con
giros 3, delante de a posicién 751 y dos estructuras a-hélice consecutivas detras de ella.
Ei algoritmo de ©armer et ai. revela un cambio sigoificativo en la estructura secundaria de
la proteina mutada (Figura 12). La sustitucién del Trp,, por Arg provocaria un cambio

conformacional en los aminaicidos adyacentes a la posicion 751 de GyrB que pasarian de
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Figura 12. Estructura secundaria de jos 160 residuos finales del extremo carboxilo d la proteina

GyrB de E.coli determinada segin ¢ algoritma de Chou ¥ Fasman, (1978) (CF) v ¢i de Gamnier
ef af., {1978) (GOR). A) Estructura secundania deducida de la secuencia de aminodcidos de la
pioteina sintetizada por e alelo gyrB*, B) Estrucrura serundaria deducida de la secwencia de
aminoacidos de la proteina sintetizada por e} aielo grrB30]. Las flechas indican ia posicién det

residug 751 de GyrB.
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una estructura giro 8, en la proteina silvestre, a una a-hélice, ¢n la proteina mutante. Es
posible que la desaparicién del giro 8, motivada por el cambio Ttpy,, — Arg, provoque una
distorsién en la disposicién topoldgica de este conjunto de a-hélices, de manera que podria
afectarse [a interaccifin putativa de la microcina B17 con la DNA girasa. Sin embargo, hay
que tener en cuenta que al aplicar ei algoritmo de Chou y Fasmar a esta region de GyrB,
no se predice ninguna diferencia entre las estructuras secundarias de la proteina mutante
v silvestre (Figura 12).

Una alternativa a la interpretacién anterior s la siguiente. Ei cambio Trp,, — Arg
provoca un cambio de la carga local de 1a regi6n que podra afectar a la interaccién
MceB17 - DNA girasa. La introduccion del residuo basico Arg (cargado positivamente a
pH 7} podria repeler a {a microcina, cuyo umiod residuo cargado lo estd positivamente, la
His,; (Figura 1B).

El bacteridfago T4 de E.coli codifica su propia topoisomerasa 1. Esta estd constituida
de tres subunidades p39, pS2 y p60. La proteina p52 es homéloga a GyrA de E.coli y la
£39 a GyrB (Huang, 1986(a): Huang, 1986(b)). Sin embargo la proteina p39 carece de la
regidn carboxilo-terminal de Gy1B de E.coli. El hecho de que la replicacién de T4 no sea
inhibida por la MccB17 (resultados no mostrados) apunta a la importancia de la region

carboxilo de GyrB en la interaccion con la MccB17.

{I. El extremo carboxilo-terminal de GyrB es esencial para la actividad DNA girasa.

Diferentes datos indican que la regién del extremo carboxile de GyrB, constituida por

los 50 - 60 aminodcidos finales de la proteina, ¢s esencial para la actividad topoisomerasa
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En primer lugar, nosotros hemos demostrado aqui que la eliminacién de esa regidn
(delecién APvill) se traduce en la pérdida de la capacidad que riene GyrB de complementar
una mutacién girasa termosensible (gyrB(is)). En segundo lugar, la regién presenta una
clevada homoiogia en todas las topoisomerasas secuenciadas, excepto en la de T4, la cual,
como ya hemaos dicho, carece de una secuencia homologa a dicha region. Especificamente,
una secuencia de cuarro residuos (K G LK), situada hacia el Jado amino del Wy, 2 una
distancia de 7 aminoécidos, estd conservada en iodas eilas, y otra de 9 aminodcidos (Q L
WETTMDP), en donde W ocupa la posicion 751 de GyiB de E.coli, se conserva
integramente en Escherichia coli. Bacillus subtilis, Pseudomonas putida (Figura 13). La
proximidad entre si de ¢sas secuencias tan altamente conservadas sugiere que esa region
de la proteina es esencial para su funcionalidad. Es posible que la regidn interactue
directamente con el DNA, con la subunidad A o con ambos.

El residuo Trpy, cstd presente en todas las topoisomerasas [ bactertanas, excepto cn
ParE. El hecho de que las dos mutaciones espontancas de resistencia a microcina B17,
aisladas independicntemente, consisian ¢n ¢l mismo cambio Trp,y, — Arg apova también
la importancia de esta regién para la funcionalidad bioidgica de GyrB. En efecto, de las 9
posibles mutaciones puntuaies del coddén 751 (TGG) dos conducen a us codén de parada
de la traduecién (TAG, TGA), una genera Leu (TTG). etra Ser (TCG), oira Gly (GGG,
dos Cys (TGC, TGT) v, finalmenie. otras dos Arg (AGG, CGG). Entre los sicte posibies
camnbios "missense”, se han seleccionada. en {as dos mutaciones aisladas gyrB307 v
gyrB392, uno de os dos que se traduce en Arg. y no otros. Justamente son residuos de Arg
los que ocupan la misma posicién en ParE y en la topoisomerasa [T de Saccharomyces

cerevisize. En [as otras topoisomeras eucaridticas secuenciadas, cl residuo que ocupa esa
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Figura 13. Afineamicnuo de la secuencis de sminoscidos de DNA Topol 11 de 4t origenes en iz region en donde las mulsciones de resisieacia & microcina

BL7 estdn localizadas en GyrB de Escherichia coli (Yamngishi ef al., 1986; Tsai-Pllugfelder es al., 1988; Wyckoll o ai., 198%; Kato es af,, 1990; Parales y Harwood, 1990;
Holmes ¥ Dyali-Smilh, 1991). L85 secuenciss 306 designadas de la siguicmte forma: (Eco-B), Gyrl) do Escherichie coli; (Bsu=B), GyiB de Bacilluy subtilis; (Ppu-B), GyrB
de Premdomonas putide; (Ha-B), GyiB do Haloferax; (Rce-F), PurE do Escherichia coli; (Spse). ScAizossccharomyces pombe; (Sce), Saccharomycss cerevisiae, (Dmt),

Drosopkita melanopaster) y (Hum), Homo stypie¢ns. | a inea grucss marcs lot residucs idénticos en los dif polipéptides Gyl de procark parsdod. | o8
esthn simados debajo de los residuos conservados en todas ias iopoisomerssss comparadas. s flechs lndica Ia tocalizacion de Ia mutscitn gyrB30NMoc™).
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posicion, es también un aminoacido basico. en concreto la Lys (Figura 13). Es posibie que
cualquicra de los otros cambios generados por la substitucién de un par de bases conduzea
a la pérdida de funtionalidad de la proteina GyrB. La mutagénesis dirigida a fa regitn
carboxilo-terminal de la subunidad B de la DNA girasa proporcionard mas informacion
sobre el papel de esta region de la proteina en la actividad biol6gica de la holoenzima DNA
girasa v sobre su interaccién putativa con la MccB17.

Es curjoso que justo antes de estas secuencias tan aitamente conservadas del extremo
carboxilo-terminal, las subunidades B de E.colf v P.putida conticnen una larga secuencia
de¢ aproximadamente 179 aminodcidos ausentes ¢n todas ias otras girasas y topoisomerasas
1 conocidas. Ademds. resulta también curiosd Gue esas secuencias "suplementarias”
presenten homogia entre ellas. Puesto que la subunidad B de B.subtilis pucde combinarse
in vitro con la subunidad A de E.coli v reconstituir todas [as actividades de la girasa de
E.coli (Lother ¢t al.. 1984), la cuestion del crigen y papet funcionai de tal secuencia €s un
misterio.

A contjruacién discutiremos los resuitados de este trabajo que ban permitido descubrir
un nuevo mecanismo de resistencia a cumarinas, ¥ que han proporcionando informacién

adicionat sabre {a relacién estructura- funcidn en la DNA girasa,

IT1. Un nuevo mecanismo de resistencia a cumarinas: La titulacién del antibidtico.

Esta aceptado de modo generai que ia inhibicion competitiva de DNA girasa por

cumarinas s¢ SUprime mediante mutaciones en ¢l gen gyr8. La subunidad mutante GyrB

perderia afinidad por el antibidtico. pero conservana su capacidad de unir de modo eficiente
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ATP v, por consiguiente. gencraria una molécula de DNA girasa fisiolGgicamente activa.
Apova esta hipdtesis el trabajo siguicnte. El gen gyrB de Streptomyces sphaeroides, un
organismo productor de novobiocina, clonado ¢ introducido en una estirpe seasible de
Streptomyces lividans, confiere a esta iltima resistencia al antibiético. Por cromatografia
de afinidad ¢n columna de novobiocina-sepharosa, s¢ har purificado dos formas
enzimaticas A,B, de la actividad DNA girasa en extractos celulares de transformantes de
S.lividans sobreproductores de la subunidad B de S.sphaeroides. Una de ellas que se fija
fuertemente a las ¢olumnas de novobiocina, cluye con tampones de elevada fuerza idnica
v $¢ caracteriza porque es inhibida por concentraciones bajas de novobiocina (1.6 ug/ml)
{enzima sensible). La inhibici6én de la orra actividad, que se fija débilmente a la columna
{¢luve con tampones de baja fuerza idaica). requiere una concentracitn de antibiético 100
veces superiores a la anterior (enzima resistente} {Thiara y Cundliffe, 1988). Estos
resultados sugicren que el mecanismo de resistencia a novobiocina de S.sphaeroides
consiste en una pérdida de afinidad de la ¢nzima por el antibidtico.

Nuestros resultados, mostrados en la Tabla 4, revelan que el aumento de la dosis génica
del alelo silvestre gyrB(Cou®} de E.coli confierc resistencia 3 coumermicina A, 4 estirpes
sensibles Cou®. Esta resistencia se conserva en diferentes derivados de delecion de gyrB®
que carecen del extremo 3' (derivados gyrB(APvull) v gyrB{ASaiD)). Estos derivados
sintetizan polipéptidos csiables GyrB de 749 aminodcidos v 3500 aminodcidos,
respectivamente, constituidos por los residuos del extremo amino-terminat de la proteina
GvyrB (804 aminoacidos). Sin embargo, el derivado gyrB(ASfut) que sintetiza también un
polipéptido estable pomador de los 318 primeros aminodcidos de GyrB, no confiere
resistencia al antibidtico {Tabla 4). Por otro jado, ninguno de los derivados de delecion

homologos 3'-APvull, 3'-ASall y 3-AStul, construidos a partir del alelo mutante
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gyrB8(Cou®) (gyrB328Y, confiere resisiencia a coumermicina A,. Estos resultados sugieren
que la resistencia conferida por el gen gyrB°, en zlto mimero de copias, es debida ata
sobreproduccion de proteina GvrB. que titularia [a coumermicina A, intracelular.

Atendiendo a los resultados mostrados ¢n i Tabia 4, podemos apreciar que las células
mutantes ¢xhiben una resistencia ajta a coumenmicina A,. Sin embargo, células silvestres,
sobreproducteras del polipéptido GvrB mutado. son ocho veces menos resisteates, un valor
similar al obtentdo con celulas sobreproductoras de GyrB silvestre. Este resultado,
aparentemente paraddijico, puede ser explicado del siguiente modo. En células de E.coli
sobreproductoras de GvrB murado. la mavoria de los tetrimeros de DNA girasa deberdn
contener dos subunidades B mutadas y por consiguiente, no deberian unir coumermicina
A.. Los otros wrdmeros (10-20%), coctendrin al menos uta subunidad sifvestre v por
consiguiente. deberfan ser susceptibles al antibiético. Los teirdmeros no funcionales
{bloqueados por el antibidtico) competirian con ios funcionales (resistentes al antibi6tico)
para ocupar los sitios de unidn de la DNA girasa al DNA cromosémico. De este modo {a
canridad relativa de terrdameros no funcionales, sensibies al antibiético, en la célula debe ser
¢l factor determinante en la susceptibilidad celuiar a coumermicina A,. Si uno, varios o
todos estos sitios deben ser inactivados para [a inhibicidn del crecimiento celular requiere
otros estudios.

Apovados en ios resullados descritos. proponemas un nuevo mecanismo de resistencia
a cumarinas basado en la capacidad que tienc la subunidad GvrB de unir estos antibidticos.
L3 sobreproduccién de polipéptidos que contienen el sitio silvestre de unidn causaria la
titulacion dek antibiético intraceiular. En estas condiciones habria moléculas de DNA girasa.
no inhibidas por e! antibidlico. que podrian unir ATP v, por consiguiente, desarrollar su

actividad fisioldgica. Por el contrario. Ja sobreproduccion de polipéptidos truncados de la
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proteina mulante, al unir coumeruicina A, con menor afinidad que les polipéptidos
silvestres, no producirian una disminucién en la concentracién intracelslar del antibiGtico
v, por lo tanto, no modificarian la susceptibilidad de las células al antibiético.

Esta hipétesis estd substanciada ademds por los dos hechos siguientes: a) El nivel de
resistencia al antibiético depende de la dosis génica (Tabla 4). b} las mutaciones que
confieren resistencia a coumermicina A, estan situadas en la mitad amino—terminal de
GviB, ¢s decir. en la regidn de la proteina implicada en el secuestro de la coumermicina
Ay

Las mutaciones Cou' gyr8320 v gyrB322 son debidas a una transversién GC — TA
en la posicién 407 del gen gyr8 que provocz la sustitucién del codén CGC de la posicién
136 por ei codén CTC, es decir. el residuo Arg,, de la proteina GyiB silvestre cambia a
ieu en la mutante. La mutacidn gyrB3271 ¢s una transicién CG — TA en ia posicién 406
que afecta ai mismo coddn 136 dei gen gyrB. Esta muracidn se traduce en i cambio del

residuo Arg,,, por uno de Cys.

[V. La mitad amino de GyrB se requiere ¥ es suficiente para unir coumermicina A,

¥y ATP.

El polipéptido que contiene los 500 residuos amino-terminales de GyrB (derivado
ASall} es aparemtemnente tan eficaz para secuestrar el antibiético como la proteipa completa
yrB. Sin embargo, el polipéptido constituido por los 318 primeros residuos (derivado
AStul) no conficre ninguna resistencia a coumermicina A,. Este resultado sugiere que ef

segmento polipeptidico comprendido entre ¢l residuo 319 y et 500 (diana Sall), o al menos



parte de €él, es necesario para la titulacion de la cumanna.

A este proposito, seria interesante conocer si [a insercion del dipéptido Ala-Arg entre
los residuos 382 y 383 de GvrB afecta a la titulacion de cumannas (Figura 15). Esta
mutacion que se aislé por su efecto compensatorio de la falta de actividad topoisomerasa
I, in vitro (McEachemn y Fisher, 1989). En su dia ¢ste efecto se atribuyé a la alteracion
espacial entre los dos dominios presumidos de GyrB. Aqui se propone una interpretacion
alternativa, a saber que la mutacion puede afectar a la unién del ATP.

Por otra parte, ci hecho de que ei residuo afectado (Arg,,) por Jas mutaciones Cou® esté
situado 180 aminodcidos a la izquierda de la diana Stul, sugiere que una gran parte de la
mitad amino de GytB, sino toda eila, s necesaria para la correcta conformacién estructural
del sitio de unidn de cumarinas.

Junto cen la purificacion de la DNA girasa. se ba aislado otra topoisomerasa II (Topo
II'Yen E.coli (Brown et al.. 1979; Geilert er ai.. 1979)). Esta topoisomerasa st constituida
de dos subunidades GyrA v dos copias de un polipeptido de 50,000 Da. denominado v. Este
polipéptido es el fragmento carboxilo—terminal de Gv1B que comienza en la posicién 394
{Adachi ez al.. 1987) (Figura 15). La Topoisomerasa ' que carece de la actividad ATPasa,
puede relajar DNA superenroilado tanto negativa como positivamente en un proceso
independiente de la hidrélisis de ATP, pero es incapaz de superenroiiar un sustrato relajado.
Er rase a cstos hechos, s¢ ha posmiade la existencia de dos dominmios funcionaies
independientes en 1a subunidad GyvrB (Brown er al., 1979: Adachi er al., 1987). El dominio
carboxilo-terminal ({ragmento v, presemie en Topo 119, con la capacidad de unirse a GyiA
v de estimular Ja reaccion de corte v rescllade del DNA; y el dominio amino-terminai
(ausenre cn Topo ) capaz de unir v posiblemente hidrolizar ATP. A partir de ¢sta

hipoiesis podian cstablecerse dos predieciones. 1.1 pnimera es que las muraciones gyrB que



conficren resistencia a agentes que atrapan la reaccion de uptura y resellado de la actividad
DNA girasa, deberian localizarse dentro del dominio carboxilo-terminal. De hecho esic es
¢l caso de dos mutaciones de resisiencia a quinoionas localizadas en gyr® (Yamagishi e
ai., 1986) y de las dos mutaciones gyrB301 v gyrB302 estudiadas en este trabajo. La
segunda prediccidn es que las mutaciones que confieren resisiencia a compuestos que
inhiben Iz unién del ATP a la subunidad B, tales como las mutaciones Cou®, deberian
localizarse dentro del dominio amino—terminal, o que ha sido demostrado en este trabajo.
Puesto que jas cumarinas bloquean competitivamense ¢l acceso del ATP a su sitio de unién
en ia subunidad B (Sugino er al., 1978, Staudenbauer y Orr, 1981), todos nuestwos
resultados sugieren fuertemente que ei dominio amine de GyrB realmente contiene el sitio
de unibn al aucledtido.

E] hecho de que 1res mutaciones Cou® (gpr#i320, gyrB321 v gyrB322) que afectan al
aminoacido Arg,, producen una alta resistencia a coumermicina A,. es decir una reduccién
importante de la afinidad por el amtibidtico. indica que este residuo ¢s esencial para la
union de i3 coumermicina. Sin embargo. ¢l residuo Arg,, no parece estar implicado
directamente en la unién del ATP ya que las células mutantes crecen normaimente, es decir
contienen una DNA girasa activa.

Recientemente se han clopado y secuenciado el gen gyrB de Haloferax y el de un
muianie resistente 3 sovobiocina. En la proteina mutante los residuos Aspy, Sery, ¥ AT,
de la proteina silvestre son sustituidos por Gly. Thr e His, respectivamente. Las secuencias
de la mitad amino de las subunidades B de procariotas (E.coli, B.subtilis, P.putida v
Haloferax) presentan un 65% de homologia (Figura 14) (Yamagishi et al.,1986; Parales
ot ol., 1990; Holmes v Dvall-Smith, 1991). Los tres residuos mutados en GyrB de

Haloferax (Asp.., Ser. y Arg,,.) son idénticos en GyrB de P.putida (posiciones 83, 123
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v 138 en dicha proteina). Los residuos Serp., v Arg,y s¢ conservan en GviB de E.coli
{posicicnes 121 v 136 de esta proteina} vy de B.subtilis (posiciones 123 v 138) (Figura 14),
Presumibiemente, el cambio Asp,. — Gly cn Haloferax no cs esencial en la atnibuci6n det
fenotipe de resistencia a novobiocing, puesto qus las proteinas GviB silvestres de E.coil
v B.subtilis ticnen justamente el residuo de Gly en ias posiciones correspondicntes
(posicicnes 81 y 83, respectivamente}. Puesto que €l cambio Ser,y, — Thr es conservativo,
permanece como unico cambig significativo el de Arg,;, por His, El Arg,y, esta conservado
en todas las proteinas GviB de procariotas conocidas. El hecho de que nuesmos tes
mutantes Cou® resulten de la simple sustitucion del residuo Arg,,, apunta 2 la importancia
de esa Arg en la interaccion de la subunidad B con el antibidtico.

{ndependientemente otros acaban de demosirar que <l polipéprido amino GvrB truncado
de 393 aminodcidos posce actividad ATPasa sensible a novobiocing (Jackson et al,, 1991),

Todas estos resultados indican que el extremo amino de GyrB constituye un dominio

tuncional independiente del resio de la proteina.

V. Sobre i sitio de unién det ATY a la DNA girasa.

Las topoisomerasas [1 de eucaniotas estan constiuidas por homodimeros de una dnica
proteina  {Saccharomveces  cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Drosophila
melanogaster v Homao sapiens) (Figura 14} (Tsai-Pflugfelder er al., 1988; Wyckoff et ai.,
1989}, Las regiones amino de éstas son homologas a las subunidades B bacterianas y las
regiones carboxilo son homologas a las subunidades GyrA. A pesar de estas homologias

cnire eucarioNds v procariotas no se ha logrado identificar de forma clara una secuencia de
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‘npoisomerasas analoga a las consensuadas para los sitios de upién a ATP (Walker er al..
1982; Chin er ul.. 1988). Entre ta gran listz de enzimas que requieren ATP, solamente las
DNA topossomerasas [ de cucariotas v procariotas, v ia DNA topoisomerasa [ del vinus
vaceinia son inhibidas por cumannas a baja concemracion (Dilica v Franco, 1988}, Puesto
gue ias cumarinas inhiben competivamente {a fijacidn de ATP, este hecho sugiere que estas
enzimas pueden tener un sitio de unién de ATP atipico. Por otra parte, dehido a la parca
homologia entre 1a molécula de ATP v las cumarinas es posible que ATP ¥ cumarinas se
unan a sitios diferentes de la subunidad B (Sugino er af., 1978). En cualquier caso, hay que
sotar gue la regidn advacente del lado amine s Arg.,, ¢s posiblemente el mejor candidato
para ¢! sitio de fijacion def ATP (Figura 14). En efecto, esta region. zltamente conservada
en todas las iopoisomerasas, es rca en Glv, una caracteristica comun de los sitios de
Siacion de ATP de muchas proteinas (Walker er al., 1982; Chin er al.. 1988). Se ha
postulada que estas secuencias ricas en Glv funciouan como lazos flexibles con capacidad
de promover cambios conformacionales gue dirigen las interacciones de los residuos
cataliticos Je la proteina con Ios gupes fosforilo del ATP. De hecho, $¢ ha demostrado
muy recientementie que los residuos Lys., v Lys., de GyrB de E.coli (Figura i4}
locaiizados dentro de esta secuencia altamente conservada, son modificados especificamente
par andlogos de ATP, tales como ¢l PLP-AMP (piridoxsl 5 -difosfato-3"-adenosina}

(Tamura v Gellert. 1990} (ver Figura 14}

V1. Estructura-funcion de ia DNA girasa de E.coli.

Nuestros resuitados, junto con los de otros. demuestran que la subunidad Gy1B de E.coli
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esta organizada en dos dominios esttucturaies independientes con entidad funcional (Figura
13). La regién amino (hasta el aminodcido 393) contiene ¢f sitio(s) de fijacién de ATP v
cumarinas y $¢ requiere para introducir ¥ mantener ¢l superenrollamienio negativo del
DNA. La mitad carboxilo de GviB, desde ¢l residuo 394 hasta el residuo C-terminal,
contiene el sitio de unién a GyvrA. Este dominio se requicre y s suficiente para la reaccidn
de ruptura v resellado del DNA, acoplada con GyrA.

Otros investigadores han demostrado recientemente que la mitad amino de GyrA
(exactamente ¢ fragmento amino de 64 kDa) es suficiente para catalizar la raccién anterior
de ruptura v resellado, en presencia de la subunidad GyrB (Reece y Maxwell, 1989). Segun
estos aytores &l fragmento restamie ¢staria impiicado en la estabilidad def complejo DNA-
DNA girasa.

Por consiguiente hasta tres dominjos funcionales independientes han sido defiridos cn
la ONA girasa de E.coli hasta la fecha. Muv probablemente todas las topoisomerasas [1
hacierianas respondan al mismo modelo, dada ia alta homologia existente entre ellas a nivel

de secuencia.
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Figura 15. Estructura det polipéptide GvrB E.coli y algunos de sus derivados truncados. Los atimeros

indican reswdoos de ammodcidos. La locaiizacién de las diferentes mutaciones caracterizadas basta abora se
muestran en {8 parte superior de la figura. Estas incluven: gyrB30, conficre resistencia & microcinma B17
(Mce”, W, _ RY, mal-24 y nal=31, confieren resistencia a dcido nalidixico (Nx®, Dy —= Ny K, —~E.
respectivamente) (Yamagishi ef al., 1986); C,,, mulacion compensatoria de deteciones topd (duplicacion de
upa secuencia de § pb que codifican el dipéptido Ala-Arg en ia posicion 382) (McEachern v Fisher, 198%);
y las muraciones Cou” descritas en cste trabajo (gyrB320 y gyrB322, R, L; gr8321, Ry C). Se¢
muestra fa secuencia de aminodcidos de las regiones o donge s+ localizan as mueciones Cou® y pyrrB30r.
Las fechas sefimlan ia Arg de [a posicidn 136 v el Trp de ia posicidn 751. Los ssweriscos indican residoos

conservados en jas DNA Topoisomerasas [ cuyas secuencia se conoce.



6. CONCLUSIONES



La microcina B17 es un péptido antibidtico cuyo efecto fisiol6gico primario es la
inhibicion de la sintesis de DNA. Esta inhibicién conduce a la induccidn del sistema SOS
de reparacion de DNA, seguido de la degradacidn del DNA y muerte celular. Con et
objetivo  de profundizar en el conocimiento del modo de accion de la microcina B17 s¢
pianteé inicialmente el trabaje que aqui se presenta. El desarrollo del trabajo nos llevé a
interesamos en ofras cuestiones relacionadas con la diana de la microcina B17, es decir, la
subunidad B de ia DNA girasa de E.coli.

Los hechos v conclusiones mis imponantes de este trabajo se resumen a continuacién:

L. Dos rmutantes resistentes a MccB17 cndégena v cxdgena han sido aislados por dos

procedimientos diferentes.

2. Experimenios de¢ transduccion con P1 {impiicando hasta cuatro marcadores genéticos)
neos permitieron localizar ambas mutaciones en el minuto 84 del mapa genético de E.coii.

a la 1zquierda dei locus recF.

3. Clonada la regidn cromosémica del minuto 84 de las estirpes silvestre y mutantes se
determind mediante analisis genético {muranres de insercidn v delecitn v experimentos de

complementacion) que las mutaciones de resistencia afectaban al gen gyr,

4. Las mutaciones de resistencia a microcina B17 gyrB301 v gyrB302 se localizaron
fistcamente en el extremo 3 de gyrB. construvende genes hibridos v esmudiando sus
propiedades. La secuenciacidn de esta region de los genes gyr8 sevelé que gyrB301 v

g¥rB302 consisten ¢a el mismo cambio. una transicion AT — GC  en la posicidén 2251



del gen, lo que provoca la sustitucibn del residuo Trpsy, por Arg en ta proteina.

5. Se demostré In vivo e in vitro quec la microcina B17 ¢n presencia de DNA girasa
sensible induce el corte de la doble cadena de DNA, micntras que ¢n presencia de DNA
girasa resisiente ¢l DNA permanecia intacto.

El conjunio de ios resuitados ameriores indica que la microcina B17 interacrua con la
DNA girasa bloqueando el religamiento de los extremos del DNA previamente cortados en

la reaccitn de topoisomerizacion.

#. Se aisiaron tres mutaciones resistentes a la coumermicina A,. Las res afectaban a gyr8
v las tres provocaron la sustitucion del aminoacido Arg,s por otros. en dos casos por Leu

v en ¢l otro por Cys,

7. Se ha idensificado un nuevo mecanismo de resistencia 2 cumarinas. Consiste €ste en ¢l
secuestro del antibidtico mediado por la sobreproduccién de subunidades GyvrB. El nivel

de resistencia depende de ia dosis del gea gyr.

8. Este nuevo ¢ inusual mecanismo de resistencia es asegurado con eficacia normal por ia
mitad amine de GyrB, en ausencia del resto de ia proteina, como lo confirma los resuitados
descritos con genes truncados.

Nuestros resultados, junto con los de otros. establecen que la subunidad GviB de E.coli
csta constifuida por dos dominios funcionales independicntes: |a mitad amino fija ATP v
cumarinas, siendo esencial para el superenroilamiento negativo del DNA que cataljza la
DNA girasa: {a mitad carboxilo es necesaria en et cornte y resellado del DNA, duranie la

reaccion de topotsomerizacion.
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