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A

Ap

Apt

C

CAT

Cm

Cmt

cois

cpm

Da

DNA

downstream

dsDNA

EDTA

Em

Emt

G

h

IPTG

Kb

kDa

Km

Kmt

M

mm

mM

mRNA

nm

n0-mer

nt

adenosiria

ampicilina

resistenciaa Ap

citidina

cloramfenicol acetil transferasa

cloramfenicol

resistenciacloramfenicol

colaboradores

cuentaspor minuto

daltons

ácidodesoxirribonucleico

cadenaabajo

DNA dedoblecadena

N,N,N- ,N -etilendiaminotetraacetatodisódico

ertromicina

resistenciaa Em

guanosina

hora

isopropil-fl-D-galactopiranosido

kilobases

kilodaltons

kanamicin a

resistenciaa kanamicina

molar

minuto

milimolar

RNA mensajero

nanometros

oligonucleótidode longitud n

nucleótidos



Abreviaturas

ORF cuadrode lecturaabierto

NTP ribonucleósido5 -trifosfato

pb paresde bases

PEG polietilenglicol

PIPES ácido 1 ,4-piperazindietanosulfónico

pnmer cebador

Rif rifampicina

RNA ácidoribonucleico

rpm revolucionespor minuto

s segundo

SDS dodecil sulfato sódico

ssDNA DNA de cadenasencilla

T timidina

Tc tetraciclina

Tct resistenciaa tetraciclina

TE Tris 10 mM:EDTA 1 mM

TEMED N,N,N ,N -tetrametiletilen-diamina

Tris trihidroximetil-amino-metano

t-RNA RNA de tranferencia

U unidades

X-gal 5-bromo-4-cloro-3-indolil-fi-galactósido
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Introducción 1

IMPORTANCIA DELMETABOLISMO DEL CITRATO ENLA INDUSTRIA LACTEA

Las bacteriasácido-lácticasimplicadasen las fermentacionesalimentariastienenuna

capacidadlimitada para metabolizarsubstratoscontenidosen el alimento. La principal

actividadde las bacteriasácido-lácticasesmetabolizarlos azucarespresentesen los alimentos

paradar lugar al productofinal, el ácido láctico. Las bacteriaslácticastambiénson capaces

de fermentarmetabolitosqueno soncarbohidratos,talescomoel citrato. Estecompuestoestá

presenteen muchossubstratosutilizados en las fermentacionesalimentariastalescomo las

frutas, los vegetalesy la leche,y tambiénseusacomoaditivo alimentarioparala producción

de embutidos.El citrato sólo puedeser fermentadopor un númerolimitado de bacterias

lácticasdandolugara la formacióndeproductosinusualestalescomoel diacetilo, acetoina,

butanedioly acetaldehido.

La producción del compuestoaromáticodiacetilo por los microorganismosque

integran los cultivos iniciadores influye de una maneradeterminanteen las cualidades

organolepticasdel productofermentado.Dicho efecto es beneficiosoen la obtención de

productoslácteostales como la mantequilla,la nata, el requesóny varios tipos de quesos

frescos. Sin embargo,el diacetilo provoca un detrimento en la calidad de productos

fermentadostalescomo la cervezay el vino.

Además de la formación de compuestosaromáticoscomo el diacetilo, duranteel

metabolismodel citrato también se producedióxido de carbono. La liberación de este

compuestovolatil juegaun papelfundamentaldurantela produccióndedeterminadosquesos

semiduros,ya quees responsablede la formaciónde los “ojos” que dan lugar a la textura

típica de dichosquesos.

Por las razonesque se acaban de exponerexiste la necesidadde controlar la

producciónde diacetilo en la industriaalimentariaen general. Este objetivo se alcanzará

cuandose poseaun amplio conocimientode los mecanismosutilizados por las bacterias

lácticaspara fermentarel citrato y que conducena la formaciondediacetilo.
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ESTUDIOS SOBRE EL METABOLISMO DEL CITRATO EN LAS

FERMENTACIONESLACTICAS

La mayoríadel conocimientoexistentesobrelas rutas metabólicasimplicadasen la

utilización del citrato ha sido obtenidodel estudiode las bacteriaslácticas.Las productoras

de aroma,que pertenecenal géneroLeuconostoco al géneroStreptococcusy poseenla

capacidadde utilizar el citrato como fuentedecarbono(Mizuno y Jezeski,1959).

Las investigaciones sobre el metabolismo del citrato se iniciaron hace

aproximadamente50 años cuando Matuzewski y cols. (1936), describieron un

microorganismo,al quedenominaronS. diacetylactis.Estemicroorganismoproducíadioxido

decarbonoy diacetilo,característicaque lediferenciabadeStreptococcuslactis, previamente

descritoporOrla-Jensen(1926).Posteriormente,van Beynumy Pette(1939)describieronuna

estirpede estreptococoqueposeíala capacidadde fermentarel ácido cítrico, motivo porel

cuallo denominaronS. citrophllus. Swartling (1951)examinólas característicasbioquimicas

y decrecimientode estreptococos,con capacidadparafermentarel ácidocítrico, aisladosde

cultivos iniciadoreso “starters” en Suecia. Este autor comparéestasbacteriascon otros

estreptococospreviamentedenominadosS. di.acetylactis, S. diacetyl aromaticus, S.

aromaticus y S. ci.trophilus, llegando a la conclusiónde que se tratabade un mismo

microorganismo.

Desdeentoncesel microorganismoseclasificócomoS. diacetylactisy posteriormente

sereclasificócomouna subespeciede8. lactis denominandoseS. lactis np. diacetylactis.

En la actualidadestemicroorganismoha sido nuevamentereclasificadocomo partede la

especieLactococcusLactis, siendosu nombrecompleto Lactococcusladtis ssp.lactis Novar

diacetyl.actis.EstacepaseráreferidacomoL. lactis biovar di.acetylactisen el restode este

texto por simplicidad.

Harvey y Collins (1962)demostraronque L. lactis esincapazde transportarcitrato

por carecerde la capacidadparatransportardichocompuestoal citoplasmacelulary porno

poseer actividad citritasa (el primer enzima de la ruta metabólicadel citrato), ambas

actvidadesestánpresentesen L. laciA biovardiacetylactis.

La estabilidadde la capacidadpara fermentarcitrato que poseeL. ladis biovar

diacetylactisha sido objeto de varios estudios. Swartling (1950), observóque nuevede

perdían la capacidadde fermentar citrato por subcultivo en el transcursodel estudio.
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Asimismo,Zieiíuskay Hiscox (1954)describieronquela capacidadparafermentarcitratoen

estreptococosaisladosde quesostipo Cheddarpuedeadquirirseo perdersepor subcultivo

constante.Harvey y Collins (1962) estudiaron5 cepasde L. ladtis biovar diacetylactis

mutantesincapacesde formaracetoinay CO2apartirdecitrato. Estosautoresmostraronque

estascepasno son capacesde transportarcitrato al interior de la célulapero retienenla

actividadcitritasa.Posteriormente,Kemplery Mckay (1979)mostraronquelacapacidadpara

transportarcitrato en L. ladis estabaasociadaa la presenciade un plásmido Cit~. En

consecuenciasugirieron que la pérdidade esteplásmido por la bacteriaconduciríaa su

incapacidadparaincorporarcitrato, y por tantoseríala basemolecularde la inestabilidaddel

procesode utilización decitrato observadaporvariosautores.

Por otraparte, Starrenburgy cols. (1991)han propuestoque la pérdidaaparentede

la capacidadparautilizarcitrato esdebidaacondicionesambientalesdesfavorablesmasque

a alteracionesenelgenotipo. Sin embargo,Smith y cols. (1992)han señaladorecientemente,

y contrariamentea la opinión general,que la capacidadpara utilizar citratoes muy estable,

ya que el plásmidoque codificaparala citratopermeasaesestabledespuésde dos semanas

de cultivo continuo en ausenciade citrato, siendo capaz de conferir la capacidadpara

transportarcitrato despuésde dichotiempo.

Unagranpartedel conocimientoactualsobreel metabolismodel citratosedebea las

investigacionesrealizadaspor Collins y cols. (Kempler y Mckay, 1981)en el sistemade

Lactococcuslactis biovar diacetylactis.Actualmenteseaceptaquela conversióndecitrato

en las bacteriaslácticasqueutilizan estecompuestosiguela ruta metabólicarepresentadaen

laFig. 1.

La primeraproteínaimplicadaen la utilizacióndel citratoes la citratopermeasa.Esta

proteínatransportael citratodesdeelexterioral citoplasmacelulary supresenciaesesencial,

ya que su ausenciaimpide el metabolismodel citrato aunqueestenpresentesel resto de

proteínasimplicadasen estaruta metabólica.Los conocimientosactualessobreestetipo de

proteínatransportadoraaparecenrecogidosmasadelanteen otroapanadode la introducción.

Una vez dentrode la célula el citrato es convertido a oxalacetatoy acetatopor el

enzimacitrato liasa,previamentedenominadacitritasa(Fig. 1). Esteenzimasólo seencuentra

en estirpescapacesde utilizar el citrato comofuentedecarbono(Gassony cols., 1987). En

estirpesde Lactococcusy Leuconostocel oxalacetatoes decarboxiladoa piruvato. Esta

reacción es esencial para la adquisición de la textura característicaen algunos quesos
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semiduros,puestoque el dióxido de carbonoliberado en estareacciónesel responsablede

la formación de los “ojos” típicos de estos productoslácteos. Esta enzima también está

presenteen estirpesincapacesdeutilizar el citrato, peroa mucho menornivel queen estirpes

utilizadoras(Hugenholtz,1993). La oxalacetatodecarboxilasaha sido purificada a partir de

estirpesdeL. lactis queutilizan el citrato (Hugenholtz,1993)y poseeunaestructurasimilar

al enzimadetectadoen Salmonellatyphimurium (Rosenberger,R., 1966).

En elgéneroLaciobacillusexistenal menosdosmecanismosdeutilizacióndel citrato.

Lactobacilluspentosusutiliza partedel ciclo del ácidocítrico parareducirel oxalacetatoa

succinato, utilizando los enzimas malato deshidrogena,fumarato y fumarato reductasa

(Cselovszkyy cols. (1992),rutano mostrada).En Lactohacillusplantarum seha detectado

la conversióndecitrato a succinato,acetatoy formatovia piruvato(Kennes,y cols. (1991),

Lindgreny cols. (1990)).

El metabolismodel piruvatoen bacteriasácido-lácticasha sido clasicamenteasociado

a la producción de otros metabolitos, ademásdel ácido láctico. Adiccionalmentea la

formación de acetatoy dióxido de carbono en la descomposicióninicial del citrato, las

bacteriasácido-lácticasque utilizan este metabolito también producen los compuestos

acetoina,butanedioly diacetilo comoconsecuenciadedichaactividadmetabólicaapartir del

piruvato(Collins, 1972). Sin embargo,la secuenciaexactade reaccionesquedesembocanen

la producción de estos metabolitos a partir del piruvato ha sido materia de debate.

Recientementesehademostrado,medianteresonanciamagnéticanuclear,que laproducción

de estoscompuestosocurrea partirde un intermediario,el a-acetolactato,el cual se forma

teniendocomoprecursordos moléculasdepiruvato (Verhuey Tjan, 1991; Ramosy cois.,

1993). El enzimaque catalizaestareacción,la a-acetolactatosintetasa,ha sido identificada

en varias bacteriasácido-lácticas(Cogan y cols., 1984; Branen y Keenan, 1972; Cogan,

1981)y purificadaa partirdeL. lactis (Snoepy cols., 1992).En estasecuenciadereacciones

el a-acetolactatoes posteriormentedecarboxilado a acetoina por la a-acetolactato

decarboxilasa(Fig. 1), que ha sido purificadade Loctobacilluscasei(Rasmusseny cols.,

1985) y de L. ladis (Hugenholtz,J., 1993). Los enzimasen ambos sistemasbacterianos

muestraspropiedadessimilares como lo evidenciansus masasmoleculares(29kDa) y su

similar inestabilidad.La acetoínapuedeserexcretadacomoproductofinal o bienserreducida

a butanediolpor el enzimaacetoina-reductasa.El compuestoaromáticodiacetilo se forma

como un subproducto del metabolismo del citrato a partir del cv-acetolactato por
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decarboxilaciónaerobia y su formación ocurre unicamentea pH bajo y en condiciones

aerobias.

La cantidaddeacetoina,butanedioly diacetilo(componentesdecuatrocarbonos(C4))

que seproducea partir del citrato esa menudomucho menorque la que sepodríaesperar

de la conversión estequiométricadel piruvato a a-acetolactato.Ello significa que otros

productostalescomoel acetato,el formatoy el lactatoseforman a partirdel piruvato,hecho

que sehaconfirmadoen L. laciA (Verhuey Tjan, 1991; Ramosy cols., 1993). En cultivos

en seriey normalmenteen presenciade un azucarfermentable,el lactatoy el acetatofueron

los principalesproductos en la fermentaciónjunto con los compuestosC4. En cultivos

continuosy en condicioneslimitantesde lactosa,el citrato eraprimariamenteconvertidoen

formatoy acetato.Sin embargo,aun bajopH externoy en condicionesaerobiasseproducían

exclusivamentecompuestosC4 y/o acetatoextray dióxido decarbonodebidoa la actividad

piruvatodeshidrogenasa(Hugenholtz,1993). La variedaddeproductosformadosa partirdel

piruvato en los lactoccocosson el resultadode las reaccionesindicadasen la Fig. 1. La

producciónde L-lactato estácatalizadapor la lactatodeshidrogenasa.La reaccióncatalizada

porla piruvatoformatoliasa,tienecomoproductosformatoy acetatoo etanol. La producción

deacetatoy dióxido de carbonoestácatalizadapor la píruvatodeshidrogenasa.La cuartaestá

catalizadapor la a-acetolactatosintetasay generacr-acetolactatoy dióxido de carbono.

Uno de los productosde estas reacciones el a-acetolactato,es subsecuentemente

convertido en diacetilo o acetoina(Fig. 1). Las bacteriaslácticas que producenestos

compuetossontambiéncapacesdeconvertirlosen butanodiol.Estudiosrecientesen L. ladis

han demostradoque una proteína con dos actividadesenzimáticas(denominadaacetoina

reductasao butanodioldeshidrogenasa)catalizala reducciónireversibledediacetiloaacetoina

y la reducciónreversiblede acetoinaa butanodiol (Crow y cols. (1990) y Gibson y cols.

(1991)
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crnt&’ro

Exterior

membranacelular

Interior

CL

Acido oxalacético+ Acido acético

OXC Acetato
+

CO2 EtanolPH. Formato++ PIRUVATO
LI»! Acetato
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‘Aceraldehido
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F¡g. 1. Representaciónesquemáticadel metabolismodel citrato en Loctococcusladis biovardiacaylactis.

Abreviaturas:CF, citratopermeasaP; CL, citrato¡lasa;OXC, oxalacetatodecarboxilasa;PFL, piruvatoformato

¡lasa; LOH, lactato deshidrogenasa;ALS, acetolactato-sintetasa;ALO, acetolactatodeshidrogenasa;DR.

diacetilo reductasa;2, indica que se desconocela enzimaquecatalizaestareacción.

CITRATO
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PLASMIDOS IMPLICADOS EN LA UTILIZACION DE CITRATO EN Lactococcus

lactis biovardiacetylactis

La presenciade la citrato permeasaesesencialparael metabolismodel citrato en L.

lactis, ya que en ausenciadel plásmido que codifica para este enzimano se produceel

metabolismode dicho compuesto.

El plásmido natural de L. lactis biovar dlacetylactisha sido estudiadopor varios

autoresKempler y Mckay (1979) fueron los primeros en demostrarque la capacidadde

fermentarcitrato de distintasestirpesde L. lactis biovar diacetylactisestabaasociadaa la

presenciade un plasmidoCite. Dichosautoresobservaronqueesteplásmidoteníaun tamaño

diferente según la estirpe estudiada, oscilando entre 6,6 y 9,1 kb. El tamaño mas

frecuentementehalladoerade 8,3 kb. Posteriormente,dosgruposde investigación(Sesma

y cols. 1990; David y cols., 1990) obtuvieron independientementeen E. coIl plásmidos

hibridos que conteníanel plásmidolactocócicoCit~. La estrategiadedonacióny detección

de las estirpesde E. coli portadorasde estos plásmidoshíbridosfué la misma en ambos

casos. El plásmidolactocócico Cit~ se clonó utilizando los vectoresde E. coli pBR328

(David y cols., 1990) y pUC19 (Sesmay cols.), a partir de preparacionestotales de

plásmidosprocedentesde las estirpesindustrialesde L. ladis biovar d¡acetylactisCT176

(David y cols. 1990) y CRL264(Sesmay cols.,1990 (lasestirpesde estabacteriacontienen

al menosseis plásmidosdistintos). La mayoríade las estirpesde E. coIl son naturalmente

incapacesde utilizar citratodebidoa la carenciadela citrato permeasa.Así, la obtenciónde

las estirpes de E. coli portadorasde los plásmidosrecombinantes,que conteníanlos

plásmidoslactocócicosCite, se realizo en amboscasospor selecciónpara utilización de

citrato comofuentedecarbono.El análisismediantemapeoconenzimasderestricciónde los

plásmidoshíbridospermitió a los dos gruposde investigacióninferir el tamañoaproximado

de los plásmidoslactocócicosparentalesdonados.De estamanera,el plásmidonaturalCite

detectadopor David y cols. (1990),al quedenominaronpCTl76,poseeun tamañode 7,9

kb, mientrasqueel plásmidoestudiadopor Sesmay cols. (1990)denominadopCIT264,posee

un tamañode 8,3 kb, que coincideconel encontradocon mayor frecuenciapor Kempler y

Mckay entreestirpesde L. lactis biovar diacetylactis.El plásmidopCIT264es el plásmido

Cit~, que ha sido analizadoduranteel desarrollode esta tesis. Asimismo, David y cols.

(1990) identificaron y determinaronla secuenciade nucleótidosdel gen c¡tP, quecodifica
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para la citrato permeasaP, responsabledel transportede citrato.

Por otra parte, Jahnsy cols. (1991), han identificadoen L. lactis el plásmidoCit~,

procedentede la estirpede L. lactis biovar diacetylactisbu2. Esteplásmidodenominado

pSL2 tiene un tamañode 7,8 kb que es practicamenteidéntico en tamañoapCTl76. Estos

autoresdeleccionandoregionesdel plásmido fueroncapacesde delimitar su replicón en un

fragmentoClaI-PvuI de 1,4 kb, situadodetrasdel gen citP. La determinacióny análisisde

la secuenciadenucleótidosdeestefragmentode dna mostróla existenciaun marcodelectura

abierta con capacidadpara codificar un polipétido de 361 aminoácidos. Los autores

postularon,que la proteínade replicación del plásmido podríaser estepolipéptidode 361,

aunqueno mostrabahomologíacon ninguna de las proteínasde replicación plasmídicas

contenidasen aquel momentoen el banco de datosEMBL-SWISSPROT.Posteriormente,

Pederseny cols. (1994) han determinadola secuenciade nucleótidosde la región de

replicación del plásmidoCite (denominadopor ellos pCT1 138) procedentede la estirpe

DB113S de L. lactis biovar d¡acetylactis.El análisisde estasecuenciamostró la presencia

de una región altamentehomólogaal origen de replicaciónde una familia de plásmidosque

replica por un mecanismode tipo theta y cuyo prototipo es el plásmidopWVO2 ((Kiewiet y

cols., 1993).En estaregión estánincluidos 3 iteronesde 22 pb, quepodríanserel origen del

plásmido,ya que la alteraciónde la distanciaentreellos provocó la pérdidade la capacidad

de replicacióndel plásmido(Pederseny cols., 1994).Asimismo, los autoreshan observado

que las proteínasiniciadorasde la replicación de los plásmidosde la familia de pWVO2,

denominadasRepB, son homologasa un marco de lectura abierta compuestopor 385

aminoácidose incluido en el replicón mínimo de pCT1138. Finalmente,Pederseny cols.

(1994) medianteexperimentosde complementaciónen transhan demostradoquela proteína

RepB es la proteínade replicaciónde pCTl 138.

Aunquelos cuatroplásmidosCit~ analizadoshastaestemomento(pCIT264,pCT176,

pSL2, pCTl138)sonbasicamenteel mismoplásmido,no sonidénticos.Duranteel desarrollo

de estatesishemoscomprobadomediantesecuenciaciónde DNA de regionesdel plásmido

pCIT264,queel gen citP contenidoen él es igual al de pCTl76(David y cols., 1990) y que

al menospartede la región de replicaciónde pSL2 (Jahnsy cols., 1991)es identicaa la de

pCIT264 (esta tesis, datosno mostrados).Así, la diferenciade tamañoqueexiste entreel

plásmido pCIT264 (de 8,3 kb) y los plásmidospCTl76 Y pLS2 (de 7,9 kb) estribaen la

diferenciade tamañosque existeentreel fragmentoEcoRV-Bg(II localizadodelantedel gen
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citP de ambosplásmidos,siendode 0,915 kb en pCIT264 (estatesis)y de0,5 kb en pCTl76

y pSL2. Abundandoen las diferenciasexistentesentrelos plásmidosCite estudiadoshasta

el momento,la comparaciónde la secuenciade nucleótidosde la regiónde replicaciónde los

plásmidos pCT1138 Y pSL2 realizadaporPederseny cols., (1994)ha mostradodiferencias

significativascon la región de replicacióndel plásmidopSL2. Una de las diferenciasafecta

a la estructuradel origen putativo de replicacióny consisteen que de los tres iteronesque

poseepCTl 138 sólo dos de ellosestánpresentesen pSL2. La otra diferenciaestribaen el

tamañode laproteínapotencialcodificadaporrepB, que seríademayortamañoen pCTL 138,

que en pSL2.

LA CITRATO PERMIEASA P DE L. lactis biovar diacetylactis

La citrato permeasade L. lactis biovar diacetylactis, CitP, ha sido expresadaen

E.coli por dosgruposde investigación(David y cols., 1990; Sesmay cols., 1990). El gen

que codifica para CitP ha sido secuenciado(David y cols., 1990) a partir del plásmido

recombinantepNZ67AEquecontieneel plásmidonaturalpCT176 y que capacitaa L. lactis

biovar diacetylactispara el transportede citrato. Aunqueel peso molecularde la citrato

permeasaP putativa,calculadoa partir de la secuenciadenucleétidos,erade46,6 kDa, la

movilidad del producto del gen citP en geles de poliacrilamida-SDSera de sólo 32 kDa

(David y cols, 1990, Sesmay cols., 1990). Sin embargo,estamigraciónaberranteestábien

documentadaparacierta variedadde proteínashidrofóbicas(Buchel y cols., 1980).

Hastael momentoseha demostradoque la dependenciadel pH en la utilización de

citrato es debidaa la actividad de la citrato permeasaP (Starrenburgy Hugenholtz,1991),

enzimaque poseeun rango óptimo de funcionamientoentrevaloresde pH de 5,5 y 6,0

(Harvey y Collins, 1961; Starrenburgy Hugenholtz,1991). Sin embargo,se desconoceel

mecanismomedianteel cual seproduceun incrementoen la actividadde la citratopermeasa

cuandoel pH estácomprendidoentredichosvalores.

Existen datoscontradictoriosrespectoa la inducibilidad del transportedecitrato por

el propio metabolito. Harvey y Collins (1961) comunicaronque la inducción del citrato

añadiendoel metabolitoa bajasconcentracionesseguíauna relación lineal. Sin embargo,

Smith y cols. (1992) comunicaronque la utilización de citrato era independientede la

presenciade citrato puestoqueestacapacidadse manteníadespuésdedossemanasde cultivo



Introducción lo

continuo en ausenciadel metabolito. Starrenburgy Hugenholtz(1991)observaronque la

presenciadel citratoen el medioa bajasconcentracionesprovocabaun ligero estimuloen su

utilizaciónincrementandola produccióncelular.

SISTEMAS DE TRANSPORTEDE CITRATO DE LAS ENTEROBACTERLALS

Un amplioespectrode bacteriasde la familiaEnterobacteriaceaesontambiéncapaces

de fermentarel citrato. Sin embargo,estasbacteriasson capacesde utilizar estemetabolito

comoúnica fuentede carbonoy de energíamientrasque L. lactis normalmenterequierela

presenciade una fuente adicional de carbono, como la glucosa o la lactosa, para su

crecimiento.L. ladtis solamentepuedecreceren citrato como única fuentede energíaen

condicionesmuy estrictas(Starrenburgy Hugenholtz,1991). E. colí no crecenormalmente

en citrato debidoa quecarecede un sistemade transportede citrato. Sin embargo,aislados

infrecuentesde estemicroorganismoson capacesde utilizar el citrato debidoa queposeen

sistemasde transportede citrato codificadospor plásmidosde resistenciaa antibióticos

(Sasatsuy cols., 1985; Ishiguro y Sato, 1985) o transposones(Ishiguro y cols., 1982;

Ishiguro y cols., 1988). Asimismo, se han detectadogenesvirtualmenteidenticosa citA en

Citrobacteramalonaticus(Daimon y cols., 1989), en Salmonellatyphimurium(Shimamoto

y cols., 1991)el cual tambiénestápresenteen el cromosomade Salmonellaserovars(Hirato

y cols., 1986). Los sistemasde transportede citrato codificadospor E. coil (plásmidoy

transposón)han sido estudiadosdetalladamentey se ha encontradoque el gen citA, que

codificaparala proteínatransportadorade citrato, seencuentraintegrandoun operóncon el

gencitB. Las secuenciasde ambosgenesson practicamenteidénticas(98 96 de identidaden

pb) independientementede donde procedan(plásmido,o transposón).El gen c¡tB precedea

citA en dichooperónencontrandosecadagen bajoel controlde su propiopromotor(Ishiguro

y cols., 1988). Sin embargo,existenresultadoscontradictoriosrespectoa si citB es o no

esencialpara la utilización de citrato en E. coli (Ishiguro y cols., 1988; Sasatsuy cols.,

1985). Asimismo, en Salmonellatyphimurium se han descrito tres sistemasdiferentesde

transportedecitrato, TctI, TctII y TctIII, que sondependientesde sodio (Widenhorny cols.,

1988, 1989). Un nuevo gen que codifica para un transportadorde citrato en Salmonella

serovarsha sido secuenciado.Estegen denominadochCdifiere en su estructurade los otros

genesparatransponede citrato conocidos(Ishiguro y cols., 1992).
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En Klebsiellapneumoniaesehan encontradotres sistemasdiferentesde transportede

citrato (Schwarzy Oesterhelt,1985).Cadauno de estostressistemasha sidodonadoen su

huésped original dando lugar a tres plásmido recombínantesdiferentes llamados

respectivamentepES1, pES2y pES3. El plásmidopES1 codificaparaun sistemaconstitutivo

queha sido bienestudiado.El gencliii codifica para la citrato permeasaH en estesistema,

la cual pertenecea una clasede proteínas transportadorasque tienen doce segmentos

transmembranaresy unapartehidrofílica central.El plásmidopES2 codificapara un sistema

induciblede transportede citrato (van der Rest y cols., 1992). El plásmidopES3 codifica

para un sistema de transponede citrato que es probablementeinducido en condiciones

anaerobiasy con citrato como fuentede energía.Este sistemade transportede citrato es

dependientede sodio (Dimroth y Thomer, 1986, 1990). El gen que codifica para el

transportadordecitratodeestesistemaha sido donadoy secuenciado(van derResty cols.,

1992). Un estudioestructuraldeestaproteínamuestraqueCitS constade 12 a-hélicescon

unagran regiónhidrofílica queestáasimetricamentedistribuida(van derResty cols., 1992).

vander Resty cols. (1992)han comparadolas secuenciasde aminoácidosde cuatro

transportadoresdecitratodeorigenbacteriano(Fig. 2). CitH y CitS deK. pneumoniaeson

proteínasrelacionadascon un 57 96 de similaridad, mientrasque CitH de K. pneumonlaey

CitA tienen un 89 96 de similaridad.La similaridadde CitS de K. pneumoniaey CitP de L.

ladis biovar dlacetylactis es del 76 % . Todos estos datos indican que estasproteínas

transportadorasde citrato probablementehan evolucionadode un gen ancestralcomún. La

similaridadentreCitS de K. pneumoniaey CitPdeL. ladis biovardiacetylactissugiereque

CItP puedetener los mismosrequerimientoslónicos pan la transiocaciónde citrato. Sin

embargo,vander Rest y cols. (1992)han sugeridoqueCitP de L. ladis biovardlace*ylactis

no requiere sodio para la translocaciónde citrato. En cuanto a la estructurade estos

transportadoresde citrato el algoritmo de Eisenbergy cols. (1984) predijo docea-helices

hidrofóbicastransmembranaresseparadaspordominioshidrofflicos. Sin embargo,los perfiles

hidropáticosde CitS y CitP de L. lactis biovar diacetylactis(Fig. 3) son diferentesa los

esperadospara la familia propuestaporBaldwin y Henderson(1989), dentrode la cual se

puedenincluir CitA y CitH quetienenseis helicesen cadacarade un lazo hidrofílico central.

TantoCitS comoCitP son proteínasasimétricascon sietehélicesprecediendoy cincohélices

despuésdel lazohidrofílicocentral(van der Resty cols.,1992).CitC de Salmonellaserovars

contituyeunaexcepciónya queno muestraningunahomologíaa los demásgenesestudiados.
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El perfil hidropático de la proteínamuestrade 11 a 12 segmentos hidrofébicoscon dos

segmentoshidrofílicos centrales(Ishiguroy coJs., 1992).

cit& It .A. -GTF-CAILRV1SENrLEQfDfFUaTArY..-IPxW——-FPAESEFMULWAWCSQLwPIGAn 13

tUN p,ípac~ns¶TMwJnrAGC---4Rl-cAltRvTSQffLEQfDffLfGYAn---[M1T----PASSEFA5IJffiTAWCAaLwPIGAIVt 89

CUS Kr....IoqSQApAITitxGv~t1c..-—FxIrQvtptYA~~jALIrtLt&#vKAjJ’1nIvcaA1fE’I1GAInhIocR1PlrwtIcCAPv?(IFLv 89

CliP m--..NUPNSSUICTTWEEIQ(LMIRISCIaIATA---FMVVI.IIAISTXWPNT1IIGAIrAI.DUIQ4VVYTLCAJLPIflSYLGCGSVflIIL 93

CItA £ATlEW Ic.~pnQJilT1.MIccCTt1IptvpcyQTIaLAPvtvtv~LQaSAcvaCc.vsvTtsEIA1rQ,cayTsvQsAsoQyA1wM--1 168

CItH ~ 184

CItS MYfVyAGIflQ(EIDAlsImo(SfiFLj(1rIAut1TcMLSv,nLUx¶icY1PTILJIc1-vcAsIFG1A1avrclPvt~!P9tnh1,IMcca<cA 188

CliP TMLVATKVIP%ywrrAsgIMQcfLaY¡VSLIASSLFYJaXMiXMWFLPVAYI9W.TAWIGI-VGVI1GVaNYAILyIM9’IMGGVCA 192

CItA ¡cia, T1QCClSEVQdRlPFFlCOlI1PLIFflP.RSLQC1tM’L~XJ1—---—-RPOT1tEIflT1>UWIITA---CTkLVM(TTTTflfITWT 258

cita N7ALMaEpsA1m~aupfLFc~ttwfIF1LRRn1nQErrMm—.—---MLis~tTAnLAJI1¿Qw[A---QftrnnTTrMn.1rnA 274

CltS CAVPLStITIIS--VTQI2EflYSTAIAIITIAJIIFAIVFMVIDI lD2M1ws~~LwxA5nwmfxTc~IT1mnAvavtmcr1tA,wA 285

CliP ~ IAVYEFMICDt- 28?

CItA ----p1T~1NtNLSRDawntvcISNrIhtFIccA---i2FIQ,RpNucITuAtYn1.pvuMjMPw1miJLvflwSFrFQ(YftumA 351

CI tu ———PTFQCXV1JtSA2SLLYT1AVAISIIFF1&PVCC&-—4~WFWR5VLIMUUAATAMPAL1K>JUPSFLnLSV1.1I,tSFITQIYJCMIP 35?

CUS YJCIIFSICCVAIHnM<WUtIVAALKA-SadPrIKAuntmFFs(Q—tLn¶KJCVGVCYIDtQEIIMITFMWIMI---IVICAVtGMIG 380

tít? tVVPCIM YfihlltSIvtwA-FatP%YYmsYIIrQ~vIwi--KhitAJ1AcvaainEMIMLS1fQnNto.Y--—sIvAiSLISATI 376

CI U A-LTEVIPVWT-VgSLW2ATMF&O.TPMSTALVQLTQXSWQ6&JCMLC&MTDtFMISSCYQIWMa 431

ci tu A-U! IIPALNTIY-AflAY2.ATAW’carPv[STAJ. IEYT~AS’CTIMSSM1CaLATCYIURSAVALQ TUl— 444

CUS ~nJI~rP1cSAITAaOunGGs0f%tSAotflhlST———————-———-AQISshLcccIvIvIAS1vFofll——4-46

tít? OIFQIFVEMITAQMMSICCWIVAVIMSEPfltIAF —--—--A~CCl1GSAt!1WACItNTF)(---- 442

Hg. 2. Comparación de las proteínas transportadoras de citrato con el métododeHiggins y Sharp(1988).

CitA, transportadorde citrato de E. coti; CitH, transportadorde citrato dependientede protonesde 1<.

pneumoniae;Ch5, transportadorde citrato dependientede sodio de A’. pneumoniae;CitP, transportadorde

citrato de L. ¡acris (Reproducidode van der Resí y cols., 1992)
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Esteproyectodetesisdoctoralpretendíallevar acabola caracterizaciónmoleculardel

sistemade transportedecitrato de L. ladis biovar diacetylactis.

En el momentode la inciacion de estetrabajoexperimentalseconociaquela citrato

permeasaP, codificadaporel gen cirP del plasmidolactocócicopCIT264,estáimplicadaen

el transponede citrato. Sin embargo,sedesconocianlas característicasde la expresiondel

gencliP y si otrospolipeptidoscodificadosporpCIT264eranrequeridosparadichoproceso.

Por ello en unaprimerafase seabordaronlos siguientesobjetivos:

* Identificaciónde las regionesmínimasdepCIT264 requeridasparael transportede

citrato en L. lacUs
* Determinaciónde la secuenciade nucleótidosde la regiónqueprecedeal gen cliP

En una segundaetapaseplanteéla caracterizacionde la transcripcióndel gen citP

paralo cualsefijarph-los siguientesobjetivos:

* Identificaciónde los mRNAS transcritosespecificosde cliP en L. ladis y E. coli

* Determinaciónde los sitios deiniciación y terminaciónde los transcritosespecificos

decitP en L. ladis y E. colí

Finalmente,seplanteéel estudiode la regulaciónde la expresióndel gen chi’ a nivel

transcripcionaly post-transcripcionalen L. ladis con los siguientesobjetivos:

* Estimacióndela influenciadel pH, fasedecrecimientobacterianoo el citratosobre

la expresióndel gen cliP.
* Análisis del destino del mRNA específicodel gen cliP.

* Caracterizaciónde la regulaciónde la expresiónde cliP por cid?
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1. MATERIAL BIOLOGICO

1.1 Estirpes bacterianas

Las estirpesbacterianasdeE. coIl, 5. pneumoniae,8. subtilisy L. ladis empleadas

en esteestudio,asi comosuscaracteristicasmasrelevantes,sedescribenen la Tabla 1.

TABLA 1

Estirpe Caracteristicas Origen

L. lacris suhsp. ¡uds
biovar diacetylactis

CRL264

CRI3O

L. ¡uds subsp. lacris

MG 1363

E. mii

SM109

MC1OÓI

BMH 71-18 muiS

B. subtitis

MEtí

5. pnewnoniae

708

Lac~, Prat Cit~

Estirpederivada de CR.L264, CiÉ;
obtenidapor cundodel plásmido
pC1T264

EstirpederivadadeL. tocás712
Lac; Rec carentedeplasmidos

recAl, supE44,endAl, hsdRl7
gyrA9á, relAl
hsdR,mcrfl,A ¡acX74,gaiU, galK
rpsL, ¡hi, araD 139 A(araAflC-¡eu)

rhi, supE, (lac-proAili), (mutS::
Tn1O)(F\prokB~,IaqI ZMI5)

Lys3, metBlO, hisH2

tal, hex4, endl,exo2, ma¡594

15

u
u
u
¡
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
¡
u

F.Sesma

ESesma

M.Gasson

M.Espinosa

T.A. Kunkel

Promega

M.Espinosa

S.A.Lacks
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1.2. Bacteriófagos

Se utilizó la forma replicativadel DNA del bacteriofagoMl3mplS (Biolabs) como

vectorde donacióncomo seindica en el apanado9 del capítulode Métodos.

El bacteriofagoR408 (Promega) fué utilizado como fago “ayudador” en los

experimentosde mutagénesisdirigida tal y como seindica en el apartado14 del capítulo de

Métodos.

El bacteriófagoFMl esun derivadodeMl3mplS obtenidoen estetrabajo. Su DNA

contieneel fragmentoBamHl-BglII del plásmidopCIT264 donadoen el sitio BamUl. El

DNA monocatenariocircular de FM 1 se utilizó para la preparaciónde sonda para la

hibridacionespecíficaDNA-RNA (Northern blot).

1.3 Pltismidos

Los plásmidosutilizadosen esteestudio,asi como suscaracteristicasmasrelevantes,

se muestranen la TablaII.

TABLA II.

Plasmidos Caracteristicas Referencia

pCIT264 Plasmidonatural Cit~ de L. tacOsbiovar diacetylactis F. Sesma

pUCIS Vector de donacióndeE. coti Hiolabs

pFS2I Hibrido entrepCIT264 y pUCIS F.Seszna

pFU1 DerivadodepFS21 con citP bajo el control de P~ (*)

pFU4 FragmentoBamHI-EccRI de pFS2Idonado (*)

entrelos sitios BamHI-EcoRl de pUCiS

pFU5 FragmentoEcoRI-BgllI de pF521 donado (*)

entrelos sitiosEcoRl-Dg¡fl de pUCiS

pFU7 Deleccióndel fragmentoEcoRV-HindIIl en pFUS (*)

pFU8 FragmentoEcoRV-EcoRV de pFS2I donado (*)

en el sitio SmaI de pUCIS

pFU9 Deleccióndel fragmentoEcoRV-EcoRVen pFS2I (*)

pL5l Vector de amplio rangodehuésped MEspinosa
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FragmentoquecontienecliP bajo control de PpoL4

donadoen el sitio EcoR[ de pLSI

Deleccióndel fragmentoBglll-BglIl (caí) en pFLI

FragmentoEcoRI-Clalde pC1T264donadoen el sitio

EcoRl depLSl

pFL4 con una mutacióninsercionalen el sitio BglIT

Deteccióndel fragmentoBgtTl-BspEI (Pfl en pFL3

Deleccióndel fragmentoEcoRV-EcoRV(PI) en pFL4

Vector para fusionestraduccionalesa caí

Derivadode pFL1O, quecontieneca: bajo las señales

transcripcionalesy traducionalesde cliP

pFL12 conunamutacióninsercionalen el sitio DglII (cid?)

fusión cliP-cal bajo el control del promotorP~

fusión cliP-ca: bajo eí control del promotorP2

Vector de E. cotí paramutagénesisdirigida

FragmentoEcoRl-Clal depFS21 donadoen el

sitio Smal depALTER-1

pFALI con sitio EcoRIen el “star:” codonde cliP

Fragmento BglII-BglIl (ca:) de p5M29donado

en el sitio Ba,nHI de pALTER-1

pFL6 con fragmentoBgtII-BglII (cal) de pSM29reorientado

Contienecaí de pC194y P,,~de 5. pneumoniae

orientadosen sentidodivergente

ContieneP,,~ de5. pneunwniae

Contienecaí de pCI94bajo el control de P~

Vector deE.coli para hiperexpresión de proteinas

GenciíR, obtenidopor PCR, donadoen pETlld

bajo el control de P,10

FragmentoBgllI-NheI (P,»1J de pSM41

donadoen el sitio Xbat de pCM6

Vector dedonaciónde bacteriasgrampositivas

de alto n
0 decopias

FragmentoEcoRV-BgIllde pCIT2Ó4 donadoen el

de pIL253

FragmentoEcoRV-EcoRV depCM7 donadoen el

sitio BamHl de plL2S3

(*)

(*)

(49

(*)

(*)

(*)

(49

(*)

(49

(*)

(49

Promega
(‘4’)

(*)

(4<)

(4<)

5.Martinez

A.Diaz

AMS
(It)

(4<)

J.C.Alonso

sitio Sinaí (4<)

(4<)

(4<) Estosplásmidoshansido construidosen el transcursode estaTesis.pFU, pFL, pFl, pFAL sonplásmidos

recombinantesde los vectorespUCI8, pLSl, plL253 y pALTER-l, respectivamente.

pFL1

pFL3

pFL4

pFL5

pFLk

pFL7

pFL 10

pFL12

pFL13

pFL16

pFL17

pALTER-1

pFAL1

pFAL4

pEALÓ

pFAL7

pSM29

pSM4I

pJ53

pEllid

pCM6

pCM7

pIL253

pFI1

pFl2O
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2. MEDIOS DE CULTIVO

2.1. Medios de cultivo para E. coli

Parasoportar el crecimiento de E. cali se utilizó rutinariamenteel medio LB

(Sambrooky cols., 1989).

Paraponer células de E. cali en estadode competenciase utilizó el medio SOR

(Sambrooky cols., 1989).

Cuando se hizo necesariala selección de marcadoresplasmídcos se utilizaron

diferentesantibióticosa las siguientesconcentracionesfinales: Tc (10kg mV’), Cm (20kgmí-’)

y Ap (50kg mV’).

Enlos casosen los quesehizo necesariocomprobarsilosplásmidosobjetode estudio

conferíanla capacidadde utilización de citrato a E. cali seempleéel medio de Christensen

(Christensen,W., 1949). Paracomprobarsi las estirpesde E. cali portadorasde plasmidos

eran capacesde crecerusandoel citrato comoúnica fuentede carbono, se utilizó el medio

agarcitrato de Simmons(Simmons,J., 1926).

2.2 Medio de cultivo de 5. pneumoniae

Para el crecimiento rutinario de 5. pneumoniueseutilizó el mediodecultivo AGCH

(Lacks,5., 1966)suplementado,en el momentode inocular, con una concentraciónfinal de

sacarosade0.3%y con extractode levaduraa unaconcentraciónfinal del 0.296 (AGCHSE).

Parael crecimientoen placade 5. pneumoniae,semezclaronlas célulascon unacapa

basal de AGCHSE suplementadacon agar al 1 96. La capabasalse cubrió con una capa

superficialdel mismo medio con agaral 0.75%.

Cuarido se hizo necesariala selección de marcadoresplasmidicosse utilizaron

antibióticos a las siguientesconcentracionesfinales: Tc (1kg mV’), Cm (Spg mV’),

Em (%gml%.

2.3 Medio de cultivo de 8. subtiuis

El medio de cultivo quese utilizó parael crecimientorutinario de8. subtills fué el
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medio TY (Maniatisy cols., 1982).

En la preparación,y posteriortransformación,de célulasde B. subtilis en estadode

competencia,se utilizaron los mediosGMl y GM2 formuladospor Young y Wilson (1974).

Cuando se hizo necesaria la selección de marcadoresplasmídicos se utilizaron

antibióticosa las siguientesconcentracionesfinales: Cm (5~g mV’) y Em (Sjíg mt’).

2.4 Medio de cultivo de L. lactis

Parael crecimientorutinario deL. lactis se utilizó el medio M17 (Terzaghi, B. y

Sandine,W., 1975).

Parael crecimientodeL. lactis despuésde su electroporación,seutilizó el medioM17

suplementadocon sacarosaal 1%.AntesdeelectroporarcélulasdeL. lactis estassecrecieron

en medio M17 suplementadocon treonina40 mM.

Paracomprobarla capacidadde utilizacióndecitrato por L. lactis seutilizó el medio

formuladopor Kempler y McKay (1980).

Cuando se hizo necesariala selección de marcadoresplasmídicosse utlizaron

antibióticosa las siguientesconcentracionesfinales: Tc (lgg mV’), Cm (Sggmt’),

Em (Sggmt’).

3. PROTEINAS Y ENZIMAS

Sehan usado comoproteinaspolimerizantesy modificantesdelos ácidosnucleicoslas

que a continuaciónse relacionan:DNA polimerasadel fago T7 (Pharmacia),fragmento

Klenow de la DNA polimerasa1 de E. cali (Biolabs), fragmentocarboxylo-terminalde la

DNA polimerasa1 de5. pneumoniae(purificadaporA. Díaz), fosfatasaalcalinade intestino

de ternera (Bochringer), DNA ligasa del fago T4 (Boebringer), Taq DNA polimerasa

(Biolabs), transcriptasa reversa del virus de la mieloblastosis aviar (Promega),

polinucleótidoquinasadel fago T4 (Biolabs),enzimasde restricción(Biolabs, Pharmacia)y

nucleasaSí (Biolabs).

Otras proteinas utilizadas fueron: RNAsa A, inhibidor de RNAsas, lisozima,

seroalbuminabovina y proteinasaK (Sigma).
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4. KITS COMERCIALES

Se han utilizadovarios “kits” comercialesparallevar acabodiferentestécnicas.Para

la extraccióny purificaciónde DNA a partir de gelesde agarosase utilizó el “Gene Clean”

(BIO 101 Inc.); para la determinaciónde secuenciasde DNA se utilizó el “kit de

secuenciaciónde la polimerasadel bacteriófagoT7” (Pharmacia);para llevar a cabo la

mutagénesisdirigida de DNA se utilizó el “Sistemade mutagénesisin virro” (Promega);la

determinacióndela concentraciónde proteinasen extractoscrudosserealizócon el “Sistema

de ensayode proteinasBCA” (Pierce).

5. OTROS MATERIALES Y PRODUCTOS

Otrosmaterialesy productosutilizadosfueron:membranasdenitrocelulosa(Schleicher

& Schuell), papel 3MM (Whatman), material radiactivo (Amersham),materialfotográfico

(Kodak), antibióticos(Sigma), componentesde mediosde cultivo y de tampones(Probus,

Merck, Difco), agarosa(Pronadisa), acrilamida, bis-acrilamida (Biorad) membranasde

filtración y dialisis (Millipore), cloroformo, etanol, isopropanol,fenol (Merck).
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1. CRECIMIENTO Y METODOS DE TRANSFORMACION DE ESTIRPES

BACTERIANAS

Las estirpesde E. cali y 8. suhtilis fueron incubadas,tantoen medio sólidocomoen

medio líquido, a unatemperaturade 370C. Parasu crecimientoen mediolíquido, las células

sesometierona unaagitaciónvigorosaconel fin deconseguircondicionesaerobiasnecesarias

para su crecimiento.

Las estirpesde L. lactis y 5. pneumoniaefueron incubadas,tanto en medio sólido

como en medio liquido, a una temperaturade 300C y 370C respectivamente.Para el

crecimientoen medioliquido, tantoL. lactis como5. pneumonlae,seincubaronsin agitación

en bañostermostatizadoscon el fin de conseguirlas condicionesmicroaerófxlasnecesarias

parasu crecimiento.

Parael crecimientoen placa,las célulasde5. pneumoniaesemezclaroncon unacapa

basalde medio, sobrela cual se añadióposteriormenteuna sobrecapadel mismo medio con

el objeto de conseguirlas condicionesmicroacrófilasparasu crecimiento.

El crecimientoen medio liquido de las células sesiguió por turbidemetríautilizando

un espectrofotómetroBausch& Lomb, modelo Spectronic20. Las longitudesde ondaa las

quese midieron la absorbanciade los cultivos de B. subtilis, E. coli, 5. pneumoni.aey L.

Iadds fueron550, 600, 650 y 660, respectivamente.

Las estirpesbacterianasutilizadasen esteestudiofueronconservadascongeladasa -

700C. Antesdeprocedera su congelación,los cultivosbacterianosfueronsuplementadoscon

glicerol a una concentraciónfinal del 10% e incubados10 minutos a 370C, exceptolas

estirpesde L. lactis que fueron incubadasa 300C.

Para la preparación y posterior transformación de células competentesde 5.

pneumoniaese siguió el métododescrito por Lacks (1966).En el casode la preparacióny

posteriortransformacióndecélulascompetentesde E. subtilis MEhl sesiguióel métodode

Young y Wilson (1974). Las células competentesde E. coli fueron preparadasy

transformadaspor el método descrito por Sambrooky cols. (1989). La selección de

marcadoresplasmídicosseefectuóutilizando las concentracionesde antibióticosindicadasen

el apartado2 del capítulode Materiales.En los casosen que se seleccionóla Cmtcodificada

por el gen cat silvestre de pCl94, los últimos 20 minutos de expresión fenotipica

transcurrieronen presenciade unaconcentraciónsubinhibitoriadel antibióticode 0,5 gg mV’,
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la cual permitió la inducciónde la expresiónde estegen cat.

Lascélulasde L. ladtis fuerontransformadasporelectroporaciónsiguiendoel método

descritopor Domany Collins (1987). La seleccióndemarcadoresplasmídicossellevo acabo

utilizando las concentracionesindicadas en el apartado2.4. del capitulo de Materiales.

Cuandosehizo necesariala induccióndel gen cat DE PC194silvestreparaseleccionarCmt

en L. lacds, se utilizaron concentracionessubinhibitoriasdel antibiótico de 25 ng mV’,

adicionadasal cultivo transformado20 mm antesde finalizar la expresiónfenotipica. La

selecciónde transformantesCmr o Tc’ sechequeé,respectivamente,a las 24 o 48 hr de

crecimiento.

2. EXTRACCION DE DNA

2.1. Minipreparacionesde DNA plasmídico

ParaextraerDNA plasmídicoa pequeñaescala,apartirde cultivos bacterianosdeE.

coli y 8. subtilis, se utilizó el métododescritopor Bimboim y Doly (1979). En el casode

5. pneumoniaeseempleéel mismo métodocon la modificación descritapor Stassiy cols.

(1981).

La extracciónde DNA plasmidicoa pequeñaescala,a partir de L. lactis, se llevó a

cabopor el métododescritopor Bimboim y Doly (1979),con una modificaciónintroducida

en estelaboratorio,queconsisteen añadir 10 mg mV’ en vez de 2 mg ml’ de lisozimaa la

solución de lisis.

Cuandose requirió DNA plasmídico en pequeñaescalay con un grado mayor de

pureza,seprocediócomo se indica en el apartado4 de estecapítulo.

2.2. Preparacionde extractosde DNA totalesde L. lactis

Cuandosequiso determinarel númerode copiasde los plásmidosen estirpesde L.

ladtis , seprocedióa la extracciónde DNA cromosómicoy plasmídicoapartir de extractos

crudoscelulares,preparadossegúnel métododescrito por Saundersy Guilt (1980) con las

siguientesmodificaciones:se añadieron 10 mg mV en vez de 2 mg mV’ de lisozimaa la

solución de lisis; depuésdel tratamientocon proteinasaK, se procedióa la extracciónde
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proteinaspor tratamientocon fenol-cloroformo;finalmente,el DNA total fué precipitadocon

etanol absolutoy acetatosódico 0,3M y los extractosprocesadossegún Saundersy Guilt

(1980).

Estos extractos fueron utilizados para la determinacióndel númerode copias de

diferentesplásmidosen L. lactis siguiendo el método de Projan y cols. (1983). Dichos

extractos fueron fraccionados en geles de agarosaal 0,8% y se fotografiaron. La

cuantificacióndensitométricadel DNA presenteen las muestrasseefectuóa partir de los

negativoscon el sistemaPhosporímager(MolecularDinamics).El grupo planardel bromuro

de etidio se intercalamejor en formas linealesy circulares abiertas(OC), que en formas

circulares covalentementecerradas(CCC), y por ello es necesarioaplicar un factor de

correcciónen el cálculodel numerode copiasrespectoal cromosoma:

(Dp1+ 1,36 Dp2) x Mc

N =

Dc x Mp

siendo Dp, y Dp2, el valor determinadopordensítometríaparalas bandascorrespondientes

a las formas OC y CCC del plásmido. Mc, el tamañodel DNA genómico de L. lactis

estimadoen 2,42 x 106 pb (Le Burgeoisy cols., 1993).

2.3. Preparaciónde plásmidospuros

Para la preparaciónde plásmidospuros a gran escalaa partir de E. cali y 5.

pneumoniaese utilizó el protocolo de Currier y Nester (1976) empleandodiferentes

procedimientosde lisis celularparacadatipo de microorganismo.

La lisis celular de E. colí se consiguióresuspendiendoel sedimentocelular en 100

ml de tampónde lisis (lisozima a 2 mg mV’, sacarosaal 20%, EDTA lmM y Tris-HCl 10

mM pH 8,0), incubandose10 minutosa 37
0C. Despuésse añadieron80 ml de EDTA 0,25

M, y la mezclase mantuvoen hielo durante10 minutos. Una lisis clara se consiguiópor

adicción de 100 ml de una solución de SDS al 15% en TE (10:1), e incubación a 370C

durante10 minutos.
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La lisis celular de S. pneumoniaeseconsiguióresuspendiendoel sedimentocelular

en 12 ml de EDTA 0,25 M, afladiendosea continuación40 ml de una solución de lisis

(sacarosaal 2596, citrato trisódico0,15 M, deoxicolatosodicoal 0,1% y SDS al 0,01%)e

incubandosela mezcla5 minutos a 370C. Tras la adicción de pronasaa una concentración

final de 0,7 mg mt’, se prosiguió la incubación a 370C duranteotros 10 minutos],

añadiendosedespués124 ml deTE (10:1) y 24 ml de SUS al 10%.

Parala obtenciónde plásmidospuros, a partirde L. lactis, la lisis celularserealizó

como a continuaciónse indica: se resuspendióel sedimentocelular en 50 ml de TE que

llevabandisueltossacarosaal 20% y lisozimaa 10 mg mt’. La mezclase incubó5 minutos

a 370C. Posteriormentese añadieron80 ml de EDTA 250 mM incubandose10 minutosa

370C, tras lo cual se afladieron 100 ml de SDS al 15% en TE (10:1) y la mezclatotal se

incubé 15 minutosa 370C. El restodel procesosedesarrollóigual quepara E. cali.

Paradeterminarla cantidady el gradodepurezadel DNA plasmídicoextraido, se

midió la absorciónde las muestrasen un rangode longuitudesde ondaentre200y 300 nm

en un espectrofotómetroShimadzu,modeloUV-160, teniendoen cuentaqueunaabsorbancia

de 1 a 258 nm equivalea50 ~g de DNA mt’.

3. FENOLIZACION, PRECIPITACION Y DIALISIS DEL DNA

La desproteinizaciónde muestrasde DNA se llevó a cabopor extraccióncon una

mezcla 1:1 (y/y) de fenol y cloroformo, agitando mecanicamentedurante 1 minuto y

separandolas fasesacuosay oTgánicapor centrifugacióndurante5 minutos.

Los ácidos nucleicoscontenidosen la fase acuosase precipitaronañadiendo0,1

volúmenesde acetatosódico3M (ajustadoapH 7,0 con ácidoacético)y a continuación,2,5

volúmenesde etanol absoluto.La mezclade precipitaciónse mantuvoa -700C duranteun

mínimo de 30 minutos,o a -200C durantetoda la noche, siendoa continuaciónsedimentada

por centrifugaciona -100C.

Paraeliminar las salesque generalmentecoprecipitancon el DNA, el precipitadose

lavécon etanolal 70% y posteriormentesecentrifugó.El DNA sedimentadoseresuspendió

en tampón te 10:1 (Tris base10 mM pH 7,0 y EDTA 1 mM) y se dializó en filtros tipo VS

(tamañode poro0,025 gm) frenteal mismo tampón.
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4. EXTRACCION Y PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE DNA

Cuandofuénecesarioextraery purificar fragmentosdeDNA, obtenidospordigestion

con enzimasde restricción a partir de geles de agarosaal 0,8 96, se utilizó el sistema

“Geneclean”(Bioínc 101). El sistemaseutilizó siguiendolas recomendacionessugeridaspor

sus fabricantes.

Para extraer fragmentos de DNA con tamaños muy semejantes,se varió la

concentraciónde la agarosay el voltaje en la electroforesishasta la resolución de los

fragmentosque interesarondependiendodel tamañode los fragmentos.

Cuandofué necesarioextraer y purificar fragmentosde DNA a partir de gelesde

poliacrilamidaal 5% sesiguió el procedimientode Maxam y Gilbert (1980).

5. ELECTROFORESIS DE DNA EN GELES DE AGAROSA

La separaciónelectroforéticade DNA cromosómico,plasmídicoy de fragmentosde

DNA, sellevó a caboen geleshorizontalesde agarosa,cuyaconcentraciónen agarosavarió

del 0,8% al 1,2% en función del tamañodel DNA a analizar.

La agarosafué disueltaen tampón de electroforesisTAE (Tris base40 mM pH 8,0

y EDTA 1 mM). A las muestrasseles añadiótampóndecargaBXGE (glicerol al 60%,azul

de bromofenolal 0,2596, xilen cianol al 0,25% y EDTA 10 mM). El gel sesumergióen la

cubetacon tampónTAE.

Los gelessesometieronaunaperiodoy aun voltaje deelectroforesisquedependieron

del tamañodel DNA a analizar,asi como de la distanciarelativaa otros fragmentosde DNA

presentesen la preparación.

El DNA se visualizó, con un transiluminadorde luz ultravioleta de ondalarga(360

nm), tras serteñido durante30 minutos,en tampónTAE conteniendobromurode etidio, a

unaconcentraciónde 0,5 ~g mV’.

6. MANIPULACIONES Y MODIFICACIONES ENZIMATICAS DEL DNA

Todaslas manipulacionesy modificacionesenzimáticasdel DNA realizadascon las

enzimasy proteinasdescritasen el apartado3 de Materiales,se llevaron a cabosiguiendolas
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instruccionesdescritaspor Sambrooky cols. (1989),con excepciónde las endonucleasasde

restricción.En esteúltimo caso sesiguieronlas instruccionesdescritaspor los fabricantes.

7. SECUENCIACION DEL DNA

Cuandofué necesariodeterminarla secuenciade nucleétidosde DNA se utilizó el

métodode terminaciónde cadenade Sangery cols. (1977). Paraello seutilizó el “kit” de

secuenciaciónde la polimerasadel bacteriófagori (Pliarmacia)y [a-32P]dCTP.Como DNA

molde seemplearonplásmidosbicatenariosdesnaturalizadospor álcali (segúnel métodode

Cheny Seeburg,1985),anilladosa los oligonucleótidossintéticosadecuadosutilizadoscomo

“primers” para la polimerizaciónde DNA Estosprimers fueron adquiridosa Boebringer-

Mannheim(primers universales)o sintetizadosen un sintetizadorde oligonucleótidos(Gene

Assembler,Pharmacia)en el Centrode InvestigacionesBiológicas.

TABLA m. Oligonucledtidosutilizados en Ja secuenciacionde la región precedenteal

gencliP

Oligonucleótido

01

02

03

04

05

06

07

Secuencia

5 -GAAArrAGAGATGATAC-3 -

5 -GCCTGAUCACTGACTA-3-

5 -GACCGAGGAAGTGrrGAG-3-

5 -GGCGGACAAAGCGAGAA-3 -

5 -CCGC2TAGAflTAC1TG-3-

5 -CTGATACAGGnTrAGC-3-

5 -GATGCAACAfl?AAACGC-3 -

Coordenadas(*)

234-218

540-556

489-472

770-786

1-18

1210-1194

1289-1307

Coordenadasde los oligonucleótidosen la secuenciade DNA mostradaen la Fig. 9.

En particular para la secuenciaciónde la región de 1583 nt queprecedeal gencitP

seutilizaron los plásmidospFS21, pFU5 Y pFU8 (ver TablaII) y los oligonucícótidos:5 --

GTAAAACGACGGCCAGT-3- (primeruniversaldirecto),5 -CAGGAAACAGCTATGAC-

3 - (primer universalreverso)o cadauno de los relacionadosen la TablaIII.
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Las reaccionesde secuenciaobtenidasfueronanalizadasen gelesde poliacrilamida-

urea, segundescribeen el apartado 14 de este capitulo, y los productosde la reacción

reveladospor autorradiografiautilizando película X-omat (Kodak).

8. EXTRACCION DE RNA

El RNA total fué aisladoa partir de E. cali y L lactis siguiendoel métododel fenol

calientedescritopor Aiba y cols. (1981), con algunasmodificaciones.Se recogieronpor

centrifugaciónlascélulasde 50 ml deun cultivo crecidohastauna absorbanciavariablecomo

seindica en el capitulode Resultados.Los células fueron resuspendidasen 2.5 ml de una

solución compuestapor acetatosódico 20 mM PH 5,5, EDTA 1 mM y lisozima a una

concetraciónde 1 mg mí-’ paraE. cali, o 10 mg mt1 paraL. laciA. Las célulasse lisaron

mediantesieteciclos rápidosdecongelacióna-700Cy descongelacióna 370C. A continuación

seañadióSDSa unaconcentraciónfinal de 0.5%y semantuvola solución2 minutosa 370C.

Posteriormente,los extractosfueron tratadoscon 5 ml de fenol saturadocon acetatosódico

20 mM pH 5,5duranteSminutosa700C. La faseacuosafué tratadatresvecesmáscon fenol

y los ácidos nucleicosfueron precipitados4 vecescon acetatosódico 0,2 M pH 7 y 2,5

volumenesde etanol. El precipitado fué resuspendidoen 400 ~l de TE (10:1). La

determinaciónde la concentraciónde RNA en las muestrasse realizópor espectrofotometría

según se indica en el apartado2.3. de este capitulo, pero teniendoen cuentaque una

absorbanciade 1 a 258 nm equivalea 40 ~g de RNA mt’.

9. HIBRIDACION DNA-RNA MEDIANTE DOT BLOT

La cuantificaciónespecíficade mRNAs de L. lactis se llevó a cabosegúnsedescribe

a continuación:

Un volumende 10 .d de aguaconteniendoel mRNA a estudiarse ajustó al 50% de

formamida,6,3 % de formaldehidoy 1X de SSC, y se incubó a 680C durante15 minutos.

La muestradesnaturalizadase introdujo inmediatamenteen hielo. Justoantesde cargar,cada

muestraseajustóa 6X de SSC.

Despuésde prepararlas muestras,estasseaplicarona los pocillos de un aparatode

dot blot, conteniendoun filtro de nitrocelulosa,conectadoa vacio segúndescribenManiatis
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y cols.(1982).A continuacióncadapocillo selavódosvecescon 200 i1 de unasoluciónSSC

‘ox.

Parala prehibridacióne hibridación del filtro se siguió el mismo procedimientoque

el descritoen el apartado11 de estecapftulo paraNorthernblot.

10. HIBRIDACION DNA-RNA MEDIANTE NORTHERN BLOT

La detecciónde mRNAs específicosde L. ladis y E. cali sellevó a cabo siguiendo

el método de Hirschomy cols. (1984),segúnsedescribea continuación:

10.1. Separaciónelectroforéticade RNAs

Los RNAs extraidossegún se describeen el apartado9 de este capítulo, fueron

resueltoselectroforeticamenteen condicionesdesnaturalizantes.Para ello la agarosafué

disueltaal 1 % en tampónde electroforesisMSEF (MOPS0,04 M, acetatosódico0,01 M,

EDTA 0,002M, pH 7) conteniendoformaldehidoal 6,3 96. El tampónMSEF fuépreparado

con aguatratadacon DEPC con el objeto de inactivar las posiblesRNAsaspresentesen la

muestra.El gel sepreparóen una campanaextractoray sedejó solidificar duranteuna hora

a 40C.

Previamentea su carga, los RNAs fueron desnaturalizados,para lo cual 7,5 gg de

RNA fueron ajustadosa 1% de tampónMSEF, 50% de formamidadesionizada,6,3% de

fornialdehido,5% de glicerol, 0,1 mM de EDTA y 0,15 96 de aguatratadacon DEPC. Las

muestrassecalentaronposteriormentea 650Cdurante15 minutos, traslo cualse introdujeron

rapidamenteen hielo y se cargaron en el gel. A continuación, el gel se sometió a

electroforesisa 50 y durante30 minutosparaque las muestraspenetrasenen él, tras lo cual

la electroforesisse continuóa 25 V durante16 horas.

Posteriormenteel gel se lavó con agua destilada para eliminar el exceso de

formaldehido.La integridaddelRNA secomprobópor tinción del gel con bromurode etidio

a unaconcentraciónde 0,5 ~g mV’ durante1 hora.

10.2. Transferenciade los RNAs a un filtro de nitrocelulosa
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El gel se colocó sobre una hoja de papel Whatman3MM cuyos bordes estabaen

contactocon una solución de SSC 20X (20 veces concentrada).Sobre el gel se fueron

colocandosucesivamente,un filtro de nitrocelulosapreviamentesumergidoen SSC 20X, 3

papelesWhatmanhumedecidosen SSC 20X y servilletasde papel. Encimade estemontaje

se colocó un cristal soportandoun pesosuficienteparafavorecerla transferenciadel RNA

por capilaridad. La transferenciatuvo lugardurante12 horasdespuésde las cualesel filtro

de nitrocelulosase secódurante 1 hora a 370(3 y los RNAs fueron fijados a la matriz por

calentamientoa 800C durante2 horas.

10.3. Detecciónespecíficade inRNAs por hibridacióncon sondasde DNA

10.3.1.Preparaciónde sondasde DNA

Para la preparaciónde sondas de DNA marcadasespecificamenteen la hebra

complementariaal mRNA objeto de estudio, se utilizó la técnicade extensiondel primer.

Paraello seemplearondostipos de DNA templado,dependiendode queel fragmentosonda

estuvieradonadoen un fago o fagémido(M3mpl8 o pALTER-1), o en un plásmidovector

(pUC18).

En el caso de queel fragmento-sondaestuvieradonadoen el fago Ml3mplS, se

procedióen primer lugara la produccióndeL DNA monocatenariocirculardel bacteriófago

(ssDNA) segundescribenManiatis y cols. (1982). A continuación,se anilló el primer

universal directo de secuencia(17-mer) al ssDNA recombinantesegúndescribieronPonsy

cois. (1991). Finalmente,la hebracomplementariaseextendióa partir del primer anillado

al ssDNA templadomediantepolimerizacióncatalizadapor 10 U deDNA polimerasadelfago

T7. La mezclade reaccióncontenía:50 iCi de [cr-32P]CTP, 0,5 mM ATP, 0,5 mM flP y

0,5 mM GTP, 45 mM Tris pH8, 6,5 mM MgCl
2 y BSA 0,05 mg mí-’). La mezclase incubó

a 370(3 durante30 minutos, congelandoseposteriormentehastasu utilización.

Cuandoel fragmento-sondaestabadonadoen el fagémidovectorpALTER-1, seaisló

el ssDNA recombinantesegúnse indicaen el apartado15 de este capítuloy posteriormente

se siguió la mismaestrategiaque parael ssDNA recombinantedel fago Ml3mpl8 directo.

Cuandoel fragmento-sondaestabadonadoen el plásmidovectorpUC18, el plásmido

recombinantese desnaturalizóajustando4 ~g de DNA plasmídicoa 0,4 M de NaOH. La
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mezclaseincubó 10 minutosa temperaturaambiente,tras lo cualel ssDNA se precipitócon

etanol.Parala preparaciónde la sondase siguióel mismo métodoqueel utilizado en el caso

del ssDNA recombinantedel fago Ml3mpl8, con la excepcióndel primer utilizadoque fué

el primer universalreversode secuencia(17-mer).

10.3.2.HibridaciónespecíficaDNA sonda-mRNAs

Parala detecciónespecíficade los mRNAs transferidos,los filtros de nitrocelulosa

fueronincubadosdurante4 horasen unasoluciónde prehibridaciónquecontieneformamida

al 50%, SSC 5X, soluciónDenhardtlx (preparadasegúndescribenManiatis y cols. (1982),

250 gg mV’ de DNA de espermade salmóndesnaturalizadoy fosfatosódico50 mM pH 6,5.

Parala hibridación,el DNA sondamarcadoradioactivamentey el DNA de esperma

de salmón(100Mg mV1) sedesnaturalizaronconjuntamentea 950C durante10 minutos. El

DNA. desnaturalizadose introdujo inmediatamenteen hielo paraevitar su renaturalización,

y seajustó a 50% de formamida, SSC 16,7X, Denhardt3,3X, fosfato sódico66,6 mM y

sulfato de dextrano33,3 % (p/v)), obteniéndoseasíel tampónde hibridación.

El filtro prehibridadofué transferidoa la soluciónde hibridacióny se incubó a 420C

durante18 horas.Transcurridoesetiempo, el filtro se sometióa tres lavadosa temperatura

ambiente,de 10 minutos cadauno, con una solución conteniendoSSC 2X y SDS 0,196.

Posteriormenteel filtro se lavó con una solucióncompuestapor SSC 0,1X y SDS 0,196 a

600(3 tantasvecescomo fué necesariohastadetectarla señalradioactiva,primordialmente,

en las zonascorrespondientesa los RNAs de interés.

Los transcritosfueronvisualizadosmedianteexposicióna films X-OMAT (Kodak).

La cuantificación se efectuo medianteexcisión de las bandas y posterior medida de la

radioactividadcontenidaen ellas o por exposiciónde las membranasy valoración de la

radioactividadcon el sistemaPhosphorlmager(Molecular Dinamics).

11. MAPEO DEL EXTREMO Y DE mRNAs POR EXTENSION DEL PRIMER

El mapeo por extensión del primer del extremo5 - del mRNA se llevó a cabo

siguiendoel métodode van Rooijen y cols. (1990) segúnse describea continuación:

El oligonucícótidoutilizado como primer en la reacción (complementarioal mRNA
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a estudiar)seanilló al RNA obtenidode cultivos de L. lactis crecidosa una absorbanciaa

660 nm de 0,4.

En la reacciónde anillamientose mezclaron 15 pg del RNA a estudiar, 1 pmol del

oligonucleótido,y 33 U de inhibidor de RNasa, todo ello ajustadoa lx de tampón de

transcriptasareversa(Bocrhinger) y en un volumenfinal de 14 gí. La mezclase incubó 5

minutos a 650(3 y posteriormentese añadierona la reacción 20 unidadesde transcriptasa

reversa, 15 pCi de [a-32P]ATP (3000 Ci mmoL’) y se ajustó a 0,1 mM de JCTP, 0,lmM

de dGTP, 0,1 mM de dfl’P, 9,75 MM de dATP en un volumen final de 20 pl.

Posteriormente,la mezclade reacciónse incubó a 370C durante30 minutos.

Finalizadala reacciónde polimerizaciónla transcriptasareversafué inactivadapor

extracción fenólica. A continuación,los ácidos nucleicos se precipitaroncon etanol y se

resuspendieronen 3 pl de aguay seañadieron3 A de tampónBXF (formamidadesionizada

al 80%, NaOH 10 mM, azulde bromofenolal 0,1%, xilen cianol al 0,1% y EDTA 1 mM).

12. MAPEO DE LOS EXTREMOS Y Y Y DE rnRNAs POR DIGESTION CON

ENDONUCLEASA Si

El procedimientoutilizadopara la determinaciónde los extremos5 y 3 - del mRNA

fué el descritopor López y cols. (1989).

12.1. Preparacióndesondasde DNA

Para la preparaciónde las sondasnecesariasen el mapeodel extremo5 - de los

mRNAsespecíficosde cliP, el plásmidopFS2l sedigirió conel enzimade restricciónBglII.

Parael marcajede este DNA en su extremo5’, se requirió la eliminación previa de los

fosfatosen su posición5 - terminal mediantetratamientocon fosfatasaalcalina(Boerhinger)

siguiendolas instruccionesde los fabricantes.Posteriormentela fosfatasaalcalina seextrajo

con fenol y el DNA seprecipité.El DNA defosforiladofué marcadoen 5 - con 200 pCi de

[32P]-ATP(3000 Ci mmoL’) utilizando T4 polinucleótido quinasa (Biolabs) según las

instruccionesde los fabricantes.Despuésde marcadoel DNA, la polinucleétidoquinasafué

extraidacon un volumende fenol y el DNA marcadoprecipitadocon etanol. Seguidamente

el DNA marcadofué escindidoen dos fragmentoscon el enzimade restricciónEcoRí y el
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fragmentode 3,5 kb queconteníael extremoY marcadocomplementarioal sitio putativode

iniciación del mRNA fué purificado por fraccinamientoy posterior extracciónen gelesde

poliacrilamida y usadocomo sonda.

Otro métodoque se usó para la preparaciónde las sondas,necesariasparaele

mapeodel extremo 5 - del mRNA1, fué la amplificación de un fragmento de DNA que

contenía la secuenciacomplementeriaal extremo putativo 5 - del mRNA 1 mediante la

reacción de polimerización en cadena (PCR). Para la amplificación se utilizó el

oligonucleótido5 ‘-GAAATTAGAGATGATAC-3 - previamentemarcadoen su extremo5 -

con [-y-32P]-ATPutilizando la polinucleótidoquinasa.Esteoligonucleótido,complementario

al mRNA desdela posición 1 a la 17 (coordenadasen Fig. 9), y el oligonucleótido5’-

CCGCflAGAT1TACflG-3t complementarioal mRNA desdela posición 233 a la 217

(coordenadasen Fig. 9), seutilizaroncomo <‘primers” en la reacciónde amplificación.Dicha

amplificaciónseefectuósiguiendolas recomendacionesde Maniatis y cols. (1989).

Para la preparaciónde la sonda necesariaen el mapeo del extremo 3 - de los

transcritosdel gencliP, semarcóen su extremo3 -, el plásmidopFU9 previamentedigerido

con BanI, enzimaqueproduceextremos5 - protuberantes.El DNA digerido y con extremos

5 protuberantesfué marcadoen su extremo3 - usandode 40 a 80 pCi de [a-32P]-dCTP,

utilizandoel fragmentocarboxiloterminalde la DNA polí de E. cali segúndescribenLópez

y cols. (1989), permitiendo el relleno y marcado de los extremos Y recesivos.

Posteriormentese eliminó el fragmentoKlenow por extraccióncon un volumende fenol y

el DNA sonda fué precipitadocon etanol. Seguidamenteel DNA fué escindidoen dos

fragmentoscon EcoPJ y el fragmento de 3181 pb que conteníael extremo 3 - marcado

complementarioal sitio putativode iniciación del mRNA fué purificadopor fraccionamiento

y posterior extracciónen geles de poliacrilamiday usadocomosonda.

12.2. Detecciónespecíficade mRNAs

La hibridación se realizó mezclandoen 50 pl la sondade DNA conteniendo30000

cpm, 150 Mg de RNA total, PIPES40 nM pH 6,3, NaCí 0,4 M, EDTA 1 mM y formamida

desionizadaal 70 %. Las muestras fueron calentadasa 850C durante 10 minutos e

inmediatamentedespuésse transfirieron a un baño termostatizadoa una temperaturade

hibridaciónquefué determinadaparacadaexperimento,incubandoseposteriormentedurante
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3 horas. A las muestrashibridadasse les añadieron50 o con 100 U de la endonucleasaSí

diluida en.450pl de un tampón que conteníaacetatosódico30 mM pH 4,6, NaCí 280mM,

ZnSO4 4,5 mM y 9 ¡xg de DNA de timo de ternerasonicado.La digestión enzimáticase

efectuómedianteincubaciónde las muestrasdurante20 minutosa 3Q0(3~

Finalizadala incubación,la reacciónfué paradapor inmersióndel tubo a 00(3 y por

adicciónde 115 pl de tampón de paradaconteniendoacetatoamónico2,5 mM y EDTA 50

mM pH 8). La nucleasa51 fué extraidaañadiendoun volumende fenol y los ácidosnucleicos

precipitadosañadiendoa la faseacuosa10 pg de tRNA y 2,5 volumenesde isopropanol.Las

muestrasfueron resuspendidasen coloranteBXF y para su análisis posterior se utilizó el

volumenequivalentea 3000 cpm. Los tamañosde los fragmentosprotegidosde la nucleasa

51 fueronanalizadosen gelesde poliacrilamidaal 6 96 conteniendoureaSM.

13. ELECTROFORESIS DE ÁCIDOS NUCLEICOS EN GELES DE

POLIACRILAMIDA

Parala resoluciónde fragmentosde DNA de 50 a 500 pb se llevó a caboen geles

verticalesde acrilamida:bisacrilamida(30:0,8)al 5% en tampónTAE, conteniendoTEMED

al 0,0596 y persulfatoamónicoal 0,12%. Lasdimensionesde los gelesfueron 14,5 cm de

ancho, 14 cm de largoy 1,2 mm de espesor.La preparaciónde las muestrasy la tinción de

los gelesse realizó como se ha descritopara los gelesde agarosa.

Los productosde las reaccionesde secuenciación,los fragmentosprotegidosde la

degradaciónpor endonucleasaSi y los fragmentosde DNA sintetizadoscon transcriptasa

reversapor la extensiónde “primers” anilladosa mRNA, fueronseparadosporelectroforesis

vertical en gelesde poliacrilamida-urea.El tampón utilizado fué TBE (Tris base89 mM,

ácido bórico 89 mM pH 8,3 y EDTA 2,5 mM).

En un matrazkitasatose repartióla soluciónacrilamida/bisacrilamida/TBE/PSA/Urea

y se desgasificóa vacío y en hielo durante3 minutos,depuésde lo cual se añadióTEMED

para iniciar la polimerización. En todos los casoslos gelesconteníanurea 8 M y PSA al

0,06%, modificandosela concentraciónde acrilamida, (bisacrilamida),persulfatoamónico,

TEMED, molaridad del tampón de electroforesis,asi como el tiempo de duración de la

electroforesis,dependiendodel tamañode los fragmentosque sequisieronanalizar.Después

de su polimerización,el gel se colocó en una cubetade electroforesisvertical conteniendo
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tampón TBE y se sometióa preelectroforesisa 1200 y durante30 minutos, tras lo cual se

cargaronlas muestras.Antesde realizardichacarga,el DNA contenidoen las muestrasfué

desnaturalizadopor calentamientoa 960C durante3 minutos y rapidamenteenfriadasa 40(3

paraevitar su renaturalización.La electroforesisse realizóa un voltajeconstantede 1900V.

14. MUTAGENESIS DIRIGIDA

Para introducir un sitio EcoRI en lugaresespecíficosdel DNA se utilizó un sistema

de mutagénesisdirigida “in vitro” comercializadopor Promega.Este sistemacomercial se

basaen único vector de mutagénesis,el fagémidopALTER-1, y un procedimientoparala

selecciónde mutantes.El vectorpALTER-1 poseedosgenesde resistenciaa antibióticos.El

gen de resistenciaa tetraciclinaes funcionalmientrasqueel gen de resistenciaa ampicilina

ha sido inactivado. Durante la reacción de mutagénesis,en la cual está presente el

oligonucledtido mutagénico, se añade un olígonucicótido que restaura la resistenciaa

ampicilina. Despuésde unarondade transformaciónen una estirpede E. cali deficienteen

el sistema de reparaciónde basesmal apareadas,se procede a una segundaronda de

transformaciónen la cual se asegurala segregaciónde los plásmidosmutantesy de los

piásmidosoriginales. En nuestrocaso,la mutaciónconsistióen la introducciónde un

sitio EcoPJen el codónde iniciación de la traducción(AUG) de determinadosgenes.Debido

a ello los plásmidosmutantesse distinguieroninicialmentede los plásmidosoriginales por

el diferentepatrónde restricciónEcoRJquepresentabanambosplásmidos.Posteriormente,

la presenciadel sitio EcoRI introducidopormutagénesissecomprobómediantesecuenciación

de la zona mutagenizadapresenteen los plásmidosque previamentepresentabanel patrón

EcoRl esperado.

La obtencionde estassecuenciasde DNA mutageneizadasrequirió la construcciónde

fagémidosrecombinantespor donaciónde insertos,que conteníanla región de DNA que

interesabamutar,en la regióndemulticlonadodel fagémidopALTER- 1 (Promega)localizada

en el gen lacZ. Los fagémidosrecombinantes(dsDNA) se establecieronpor transformación

en E. cali JM109 tal y como se indica en el apartado2 de estecapítulode Métodos. Las

colonias blancas que conteníanlos fagémidos recombinantesse seleccionaronen placas

conteniendo10 pg mV’ de Tc, 40 pg mV’ de X-gal y 0,5 mM de IPTG. Paraproducir el

ssDNA del fagémido recombinante,necesarioen la posterior reacciónde mutagénesis,los
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cultivos seinfectaronconel fago “ayudador” R408 aunamultiplicidadde infecciónde 10 (10

fagos por célula). El ssDNA del fagémidorecombinanteseaisló, a partir del sobrenadante

de un cultivo infectadodurante10 horas, tal y como se indica a continuación:el fagémido

se precipitó añadiendo0,25 volumenesde una solución conteniendo3,75 M de acetato

amónicopH 7,5 y PEG-8000al 20%. La mezclase mantuvo 30 minutos en hielo y el

sobrenadanteserecuperódespuesde centrifugar15 minutos.Paradesnaturalizarlas proteínas

de la capsidedel fagémidose añadióun volumendecloroformo:alcoholisoamflico(24:1) al

sobrenadante,se mezcló y posteriormentesecentrifugó. A la fase acuosase le añadióun

volumende fenol, se mezclóy posteriormentese centrifugó.Finalmentelos ácidosnucleicos

contenidosen la faseacuosase precipitaroncon etanol.

La mutagénesissellevó a caboanillando0,25pmolesdel oligonicleótidorestaurador

de la resistenciaa ampicilina y 1,25 pmoles del oligonucleétidomutagénicoespecífico

fosforiladosa0,005pmolesdel fagémidorecombinante(ssDNA). A continuaciónseextendió

la cadenamutantecon DNA polimerasadel fago T4 y fué selladacon DNA ligasadel fago

t4.

Seguidamente,el dsDNArecombinantesetransformóenE. cali BMI-171-18 muiS.Las

células conteniendo fagémidos recombinantesampicilina sensibles, procedentesde la

replicaciónde la monocadenaparentalfueron eliminados de la población por crecimiento

durantela nocheen presenciade ampicilina. El DNA fué extraidosegúnel métododescrito

en el apartado2. 1 de este capítulo y se transformó en E. cali dM109 para aseguraruna

apropiada segregaciónde los fagémidos recombinantesmutantes.Para comprobar si la

mutagénesishabíatenidolugar los pl~smidosobtenidosseanalizaronmediantedigestióncon

BeoRíy posteriormentela introduccióncorrectade la mutaciónseconstatópor secuenciación

de la zonamutagenizada.

15. ENSAYO DE LA ACTIVIDAD CLORANFENICOL ACETILTRANSFERÁSA

(CAT)

La actividad CAT de células de L. lactis codificada por el gen ci» presenteen

plásmidosrecombinantesfué determinadacomo se describea continuación.Cultivos de L.

ladásconteniendodichosplásmidosfueroncrecidosen M17 durante12 horasen presencia

de una concentraciónfinal de treonina40 mM. Los cultivos fueronsuplementadoscon Cm
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a 5 gg mV’ (exceptoen el caso de célulasconteniendopFLlO, querecibieronTc a una 1 Mg

ml’). Este cultivo sirvió para inocular 20 ml del mismo medio para dar una absorbancia

inicial a 660 nm de 0,05.
Cuandoel cultivo llegó a una absorbanciade 0,4, las células secentrifugarony se

resuspendieronen 200 pl de tampónA (Tris-HCI pH 7,8 50mM, EDTA lmN4, PMSF 0,1

mM, DTT SOMM y lisozima 125 pg mt’). A continuaciónlascélulasse sometierona 6 ciclos

de sonicaciónde20 segundoscadauno,en un sonicadormodeloSonifierCelí DisruptorB-12

(Branson Sonic Power Company). La actividad CAT presente en los extractos fué

determinadasegúnel métododescrito por Shaw (1975). Una unidad de actividadCAl es

definidacomo la cantidadde enzimacatalizandola acetilaciónde 1 nmol de cloramfenicol

por minuto a 370C. Los valoresde actividad CAT fueron referidos a la concentraciónde

proteinasde lasmuestras.Estaconcentraciónsedeterminómedianteel sistemaBCA, quese

utilizó segúnlas instruccionesdel fabricante(Pierce).

16. ENSAYOSDE TRANSPORTEDE CITRATO

Paradeterminarel transportede citrato en L. lactis, los cultivos bacterianosfueron

crecidos hasta una absorbanciade 0,4 a 660 nm, posteriomentesedimentadospor

centrifugacióny finalmenteresuspendidosen 650 pl de tampónfosfato sódico(Na
2HPO425

mM, pH 5,5; 3mM MgSO4) para dar una concentraciónfinal de 1-2 x i0~ células m1’.

Despuésde la adición de 12 pCi [1,5-’
4C]-citrato(83,8 mCi mmot’) 12 gM, las células

fueron incubadasa 300(2, extrayendosealicuotas de 100 ~l a diferentes tiempos y

recogiendoseen filtros Millipore HA de 45 pm. La incorporaciónde [‘4C]-citratopor las

células fué medidacomodescribieronpreviamenteSesmay cols. (1990).

La determinacióndel transportede citrato en E. cali fué realizada tal y como

describieronpreviamenteSesmay cols. (1990).

17. CONSTRUCCIÓN DE LOS PLASMIDOS pFL3, pFL4 Y pFL6 DERIVADOS

DEL PLASMIDO LACTOCOCICO pCIT264

El plásmidopFS21,hibrido constituidoporpCIT264 y el vectorpUdE, fué utilizado

comoorigendeDNA parael subclonacióndedistintasregionesdel plásmidopCIT264(Cite).
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El plásmidopFL3 se construyótal y como seesquematizaen la Fig. 4: el plásmido

pFS2I fue digerido con Sail y Dg111, los extremosprotuberantesfueron rellenadosy uno de

los fragmentosresultantesde la digestióncon un tamañode 7,4 kb y conteniendoel gen cliP

de pCIT264 (fragmentoA), fue purificado. El plásmidopSM29 (Martinez y cols. (1987)),

que contieneel gen polA de Streptacaccuspneumoniae,fue digerido con los enzimasde

restricción EcoRI y Miel y los extremosprotuberantesrellenados.El fragmentode DNA

BeoRí-Miel de 3,0 kb (fragmento B) que contieneel gen caí del plásmidopCí94 y el

promotordel genpolA de 5.pneumoniae(P~¿fue purificado.Los fragmentosA y B fueron

ligados y la mezclade ligación fue usadapara transformarE. coli MC1O61. El plásmido

resultante,denominadopFU1, contieneel gen cliP bajo el control de ~poU• A continuación

pFU1 sedigirió con las enzimasde restricciónHindIII y BcoRI y los extremosprotuberantes

fueron rellenados.El fragmentode DNA de 7,7 kb purificado se ligó al plásmidovector

pLSl previamentelinearizadocon EcoRI y con sus extremosprotuberantesrellenados.La

mezcla de ligación se utilizó para transformar5. pneumoniae.El plásmido resultante,

obtenidomedianteselecciónpara resistenciaa Cm, se denominópFL1. Posteriormentese

procedióa la eliminacióndel gen caí del plásmidopFLI mediantedigestióncon BglII. El

fragmentode DNA BglII de 11,0 kb fué recircularizadomedianteligación y utilizado para

transformarun cultivo competentede 5. pneumoniae.El plásmidoresultantefue obtenido

medianteselecciónpara Tcr y se denominópFL3. FinalmentepFL3 fue transferido a la

estirpeMG1363medianteelectroporación.

El plásmidopFL6fue construidopordigestióndepFL3 con las enzimasde restricción

BglII y BspEI. El fragmento de DNA BglII-BspEI de 10,2 kb se recircularizó mediante

ligación y de esta manera se eliminó el fragmentode DNA BglII-BspEI de 816 pb que

contieneel promotor~ El plásmidopFL6 fue establecidoen 5. pneumaniae.

Parala construccióndel plásmidopFL4, el plásmidopFS2l sedigirió con lasenzimas

de restricciónBcoRI y ClaI. El fragmentode DNA BcoPJ-ClaIde 6,1 kb, resultanteen esta

digestión,fue purificadoy susextremosprotuberantesrellenados.Estefragmento,queincluye

el gen cliP de pCIT264, fue donadoen el sitio de restricciónEcoRI previamenterellenado

del vector pLS1. El plásmido resultante,pFL4, fue establecidoen 5. pneumoniae. Los

plásmidospFL4 y pFL6 fueron posteriormentetransferidospor electroporacióna L. lactis

MG1363.
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Fig. 4. Esquema diagramático de la construcción de los plésnildos pFL3, pFL4 y pFLÓ. Los genesse

transcribenen la dirección indicadapor las flechas.Abreviaturas:cii?, gen quecodifica para la citrato permeasa

P; Ha, gen que codifica para la fl-Iactamasa; poU, gen que codifica para la DNA potimerasa¡ de S.
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queconfiereresistenciaa tetraciclina.P, promotortranscripcionaldel genpo/A. Los segmentosrepresentan:

negro, pUsrnido lactocócico pCIT264; blanco, inserto cromosémico estreptocócico. Las líneas continuas y

discontinuas representan, respectivamente, el vector pLSI y el vector pUCIS. S6io se indican los sitios de

restricción relevantesde cada plásrnido.
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1. CJTP ES EL UNICO GEN REQUERIDO PARA EL TRANSPORTE DE CITRATO

EN L. ladis Novar diacetylactis

Previamenteal inicio de este trabajo, dos grupos de investigación,Sesmay cols.

(1990) y David y cols. (1990), habían obtenido plásmidosrecombinantesdenominados

respectivamentepFS2l y pNZ67AE, basadosen vectores de E. cdi, que contienen el

plásmidolactocócicode 8,0 kb que codifica para la citrato permeasaP (CitE>) de L.lactis

biovar diacetylactis.Ambos plásmidosrecombinantescapacitana E. coli paratransportar

citrato a su interior mostrandouna expresiónfuncional del gen cliP en dichohuésped.

David y cols. (1990) sugirieronquecliP erael únicogenrequeridoparael transporte

de citratoen E. coil. Sin embargo,Jahnsy cols. (1991)mostraronqueen el huéspedoriginal,

L. ladtis, se requiere,para la utilización de citrato, la presenciade la región de DNA que

precedea dicho gen en el plásmidoCit~.

Con el objeto de determinarsi cliP es el único gen esencialpara el transportede

citrato en L. Lactisbiovardiacetylactis,seconstruyeronlos plásmidospFL3, pFL4 y pFL6

(Fig. 5) y setransfirierona la estirpeMG1363 deL. lactis carentede plásmidos.Los detalles

sobresu construcciónaparecenrecogidosen el apartado17 del capítulode Métodosy en la

Fig. 4. Estos plásmidosrecombinantescontienendistintasregionesdel plásmidopCIT264

(Cit~) donadasen el vector de amplio espectrode huéspedpLS1.

Lasestirpesde L. lactis MG1363 conteniendopFL3, pFL4 o pFL6 fueronutilizadas

para realizar ensayosde transportede citrato. La medida de incorporaciónde citrato se

efectuócon célulasenteraspor determinaciónde la acumulaciónintracelularde citrato tal y

comoseindicaen el apanado16 delcapítulodeMétodos.Los resultadosobtenidosconestos

ensayosaparecenrecogidosen la Fig. 6.

El plásmidopFL4, que contieneel fragmentoBcoPJ-ClaI de pCIT264, confirió la

capacidadde transportarcitrato a L. lactis MG1363 (Fig. 6). Este resultadodemuestraque

la región localizada“downstream’ delgencliP, en el fragmentoClaI-EcoRI, no esnecesaria

parael transportede citrato en L. lactis. Cabela posibilidadquela regióncomprendidaentre

el terminadordel gen cliP y el sitio CIaI seanecesariapara el transportede citrato. Sin

embargo,estaúltimaposibilidades improbabledebidoaqueen dichazonaestácontenidoun

elemento semejantea una secuenciade inserción (IS) y a la inexistencia de OREs

significativasen su secuencia(David y cols., 1990 y Jahnsy cols. 1991).



Resultados 40

cc~ Z E 8
00 0
ti ti ti o., o
tnw, w rn

pCIT 264
cit P

‘y

rr~g .2 3 Emo
w m m pEL 4

tet -I cil P1

:

e

pFL3

o E —o_ _ do ca w m

pFL6

lKb
II

Hg. 5. Mapa físico del plásmido lactocécico pCIT2G4 y sus derivados pFL3, pFL4 y pFL6. Los genes se

transcriben en la dirección indicadapor las flechas.Abreviaturas:citP, genque codifica para la citratopermeasa

1’; P,~, promotordel genpo/A de S. pneumornae;te¡-L, gen que codifica para la proteína que confiere la

resistenciaa tetraciclina.Los segmentosrepresentanlo siguiente:rayado,plásmidolactocócicopC1T264;negro,

fragmentode DNA del pl~smido vector pLSI; blanco, fragmentode DNA del plísnildo pSM29. Sólo se

muestranlos sitiosde restricciónrelevantesparaesteestudio.

El requerimientoparael transportedecitrato, del fragmentoEcoRI-BglII de pCIT264

que precedeal gen cii?, fue examinadoen las estirpesMG1363/pFL3 y MG1363/pFL6
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(Fig.6). El plásmidopFL3 que contienecirP bajo el control de P~0~ confirió a la estirpe

MG1363 unacapacidadparaacumularcitrato dosvecessuperiora la mostradapor la estirpe

MG1363/pFL4. Sin embargo,la presenciadel plásmidopFL6, que carecede P, en la

estirpeMG1363 no revertió el fenotipo CV de la estirpeMG1363. Esteresultadoponede

manifiestola necesidaddel promotorestreptocócico(P~~) parala transcripciónde cliP en el

plásmidopFL3.

Todosestosresultadosindican que unicamentese requierecliP parael transponede

citratoen L. lactis, a la vez queponende manifiestola necesidadde las secuenciasde DNA

queprecedeninmediatamentea estegen parasu expresión.
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Hg. 6. Transportede citrato en estirpes deL. ladis 1461363(o), MG1363/pFL3 (El), MG1363/pFL4 (U),

MG1363/pFL6 (e). Las bacteriasse crecieronen medio MI?. La incorporación de (‘
4C].citrato por células

enteras se midió según se detalla en el apartado 16 del capítulode Métodos.Cada punto es la media de al menos

tres experimentosindependientes.
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2. TRANSCRIPCION DEL GEN CJTP EN L. lactis biovardiacetylactis

Con el objeto de caracterizarla expresióndel gen cliP a nivel transcripcional,en su

huéspedoriginal, L. lactis, se procedióal análisisde susmRNAs por hibridaciónmediante

Northem blot, segúnse describeen el apartado10 del capítulode métodos.

Paraello los RNAs extraídosde cultivos de L. lactis biovar d¡acetylactisCRL264’

y L. lactis MG1363/pFL3,crecidoshastauna absorbanciade 0,4, fueron fraccionadosen

gelesde agarosa,y transferidosa membranasde nitrocelulosa, según se describeen el

apanado10 del capítulode Métodos.La detecciónde los mRNAs específicosseefectuópor

hibridación con una sonda(sonda 1, mostradaen Fig. 7), que incluye los 206 primeros

codonesdel gen cliP. Parapreparardichasondaseconstruyóel fagorecombinanteFMi, que

contieneel fragmentoBglII-BamHl de 0,9 kb del plásmidolactocócicopCIT264, en el sitio

BamHI del fago Ml3mpl8. El DNA monocatenariocircularde dicho bacteriófagose utilizó

como molde para la obtenciónde la sondasegún se describeen el apartado10.3.1 del

capítulode Métodos.

La detecciónde los transcritosdel gen cliP con la sonda 1 (Fig. 7, calles 1 y 2),

revelóla presenciadedos mRNAs en la estirpeCRL264(Fig. 7, calle 1), el mayorde ellos

con unalongitudaproximadade 2900 nucleótidos,al cual se denominómRNA1 y el menor

con una longitud aproximadade 1900 nucleótidos,al cual se denominómRNA2. Con el

objeto de determinarsi la región5 - de estosmRNAs estabaincluidaen el fragmentoBcoRV-

BeaRV de pCIT264, se utilizó como sondael DNA del plásmido pFU8 (Tabla 2), que

contienedicho fragmentodonadoen el vectorpUCí8 (sonda2, mostradaen Fig. 7). El

mRNA1 de2900nucleótidossintetizadopor la cepaCRL264fueel únicotranscritodetectado

con esta sonda(Fig. 7, calle 4). Este resultadomuestraque la región 5’ del mRNA1 está

localizada en el fragmentoBcoRV-BcoRV que precedeal gen cliP. Además,el sitio de

iniciación del mRNA2 debeestarsituadoen el fragmentoBeoRV-BglII,puestoquela estirpe

MG1363/pFL3no produceel transcritode 1900nucledtidos(Fig. 7, calle2).

‘Esta estirpenatural contieneel plásmidopCIT2Ó4quecodifica parala citano permeasaP.
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El plásmidopFL3 carecedel fragmentoBcoRV-BglII adyacenteal extremo5 - del gen

cliP (Fig. 5) y codificaun único transcritode 2100nuc]eótidosdetectadoconla sonda1 (Fig.

7, calle 2). El tamañodel transcritocoincidecon una iniciación de la transcripcióna partir

del promotor P,,~ y una terminación en el terminador transcripcional p-independiente

adyacenteal extremo3 - del gencliP, propuestopor David y cols. (1990).Comoseesperaba,

no sedetectóseñalde hibridacióncon el RNA obtenidodela estirpeMG1363/pFL3cuando

sehibridó con la sonda2 (Fig. 7, calle 3).

Estos resultadosmuestranque el gen cliP se transcribeen dos especiesmoleculares

de mRNA (mRNA1 y mRNA2), presumiblementea partir de dos secuenciaspromotorasen

L. lactis Novar diacetylactis.

3. SECUENCIACION DE LA ZONA QUE PRECEDE AL GEN CITP

Los resultadosdescritosen el apanadoanterior indicabanque los extremos5 - del
o.,

mRNAl y del mRNA2 están situados respectivamentea 1500 y 500 nucleótidos

aproximadamentedel extremo5 - del gen cliP. Con el objeto de localizar las secuencia~

promotorasputativasde la transcripcióndel gen cliP en L.Lactis biovar diacetylactis,se

determinóla secuenciade 1586 nucleótidosque precedena dicho gen. La determinaciónde

la secuenciade nucleótidosse efectuó medianteel método descrito en el apanado7 del

capitulode Métodos. Paraello se construyeronlos plásmidosrecombinantespFU4, pFU5,

pFU7,pEUS y pFU9 (descritosen la TablaII), a partir de varios fragmentosde restricción

del plásmidopCIT264, quefuerondonadosen el plásmidovectorpUCIS. La estrategiade

secuenciación,asi como la longitud de la secuenciade nucleótidosobtenidacon cadaprimer

utilizado, estánrecogidasen la Fig. 8. Asimismo, la secuenciade nucleótidosobteniday los

marcosde lecturaabiertainferidos a partir de ella se muestranen la Fig. 9.

La inspección de la secuenciaobtenida, mostró la presenciade dos promotores

putativosparala transcripciónde dichogen, denominadosPl y P2. La transcripciónapanir

del promotorputativoPl daríalugara un mRNA de 2914nucleótidosy el promotorputativo

P2 daríalugar a un mRNA de 1924 nucleótidos,asumiendoque el extremoY de dichos

transcritosestuvieralocalizadoen el terminadorp-independienteputativo adyacenteal gen

cliP. Las longitudes de estos transcritoscorresponderíanaproximadamentea los tamaños
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determinados por hibridación mediante Northern blot para mRNAl y mRNA2,

respectivamente.

Asimismoseobservarondosmarcosdelecturaabiertos(ORFs)putativosparcialmente

solapadasquese denominaroncUQ y cid?. AmbasORFs estabansituadasdelantede cliP y

con la mismapolaridadqueestegen. Los genesciíQ y clíR podríancodificar parala sintesis

dedos polipeptidosde 3876 y 13087 Da respectivamente.En el casodeque los promotores

putativos encontradosfueran funcionales, cirQ, clíR y cliP estarían incluidos en ambos

transcritos.

ORFI cliR dR
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3 Hg. 8. Estrategiade secuenciaciónde la zona que precede inzned¡atamente al gen cix? en el plá~mido

pCIT2Ó4. Abreviaturas: cii?, genquecodifica para la citrato permeasaP; clíR, gen quecodifica para EL

polipéptido CitR; cirQ, gen quecodifica el polipéptido putativo CitQ. Las flechas indican la estrategiadeu secuenciaciénde la zona que precede inmediatamente al gen cii?, indicandocada una de ellas el inicio, la

direccióny la longitud de la secuenciaobtenida a partir de cada uno de los fragmentos, segúnse describe en

el apanado7 del capítulode Métodos.



o o o o o o o
u-, o la-’ o u-’ o u’

3-O r.. 0~ O

o-. E>
— oc

e o a.

Ii—jo
‘a ‘a -j
— 0< 5-
<a ti .r

0< 3-— E~
— 0< ->
LI’,>.
LI CO
— 0< e
‘a e o
e ti —

— 0<
LI <a <a
CLI Ob
LI <a E-

LIC>.
0< — LI
— 0< 0~

LICO

ti <a E-

LI e cj~
CO LI O
CO LI 5-
0< — a.
ca LI e

e., CO —

<a LI C
— 0< —
— 0< CO

LI <a

— 0<
LICO e
— 0< *-
0< — El

0< — -‘
— 0< —
‘a ti a

— 0< -j
LICO (O
e ‘a —
LI <a 0<
0< — E-— 0< >-

ta LI O

— 0< -J
CO LI ‘
0< — 0
LI <a -J

0< — E-
CO LI E>
—0<’,
ti CO 40
CO ‘a —
0< — 0<~
— 0< -J
0< — t.
‘00 43
— 0< <i~
‘0 LI ‘
0< — O)
‘a CO -J
LI CO O

CO ti O
<a ‘a <-
— 0< a.
LI CO O
— 0< —
LI CO e
— 0< E-
e ‘a oc

1-0<-a
— 0< Cl
LI CO 1-
3-0<0<
0<1- E-
— 0< >-
0< — —
0< — <-
<a ‘a 0

1-0<0
0< —

ci ti>.
CO LI ~

LI CO>.
o e

— 0< ‘A
0<I—0<
0< —4>
LIe~

LI ti
— 0< <a0<3--E.
1-0<>.
0< — —
e ej a
0< -4>
— 0< -j
LI’,>.
LI e —
0< 1- CO
CO LI C— 0<
LI <a CO
0<1— E.
CLI 4)
1-0<4,
CLI,
0< 1- 0>
LI e .2
e ci ‘A
— 0<
0<1-Z
o e a
— 0< ‘A
0<1-0<
t~ E’
0< — 0
ti e -~
e., e O

— 0< -j

‘a CO>.
ti e —
— 0< e
— 0< 0

o ca a
— 0< ‘A

0< 3— 0

0< 1--O
<4 CO X
— 0< E-
CO ti .c
— 0< —
<a LI O
<a ti E-
0< — O~
LI ci

1-0<01
LI <a E-
LI <a 0<
— 0< lA
1-0<>.
LI ci -J
—0< C
1-0< ‘A
Cti0<— 0< a
0< —E)
ociE~
LI e -j
CO LI C

ti <a -J
— 0< ‘A

CO LI —
CLI,

CO ti O.
CO LI O
CO Ci 1-
0< — a
— 0< C
— 0< ‘A

0< — a
0< —
ci ti 0
— 0< u,
— 0< ‘A
1-0<>.
— 0< -J
CO LI Ob
LI c’ E-
0< — 0<
1-0<0)
LI CO E-
1-0<0<

LIC-’
0<1- O
LI CO>.
— 0< 0

LIC.
— 0< —
LI e Ci
CLI 0>
LI <a L.
— 0< 0<
LI e
0<1- (o,

0< — 0<
LI CO O
C LI
0< — 0<
1- 0< E-
e ‘a

LICO>.
tica
— 0< CO
CLIC

0<I~E-
1-0<>.
e ‘a —

‘0 LI O.
0< — L.
— 0<>.
0< — —
LI <a>.
ti <a -‘
CO LI <a

~5.
0<3—LI
e LI ‘A
— 0<~•-
0< — =
‘a e O
<a LI

0<3— 0

LI Ci
0<1-0
CLI>.
—0< E-
LI e 0
0< — 4~
LIC.

0< ~1-
e ti ~

t~.
LIC
e ti e
0< — E-
— 0<>.
0< — —
LI e —
0< 1- 0
CLI>.
— 0< E>
0< — —
— 0< —
e., ca a
—<‘A
CLI0<
0<1— E-
‘-0<>.e ti —
— 0< E-
e ti .c

0<3--’
0< — —
— 0< 3..
e ti oc
0< — —
OLIO
CLI E-
0< — O.
ti ci O
CO LI —
0<1-0<
0< ~1.
CO LI E)

0< — El
ti e r
LICO
CLI-.

3-— 0< ‘A
0< — 0<
e LIB,
LIcO E.
0<1- E.
CLIC’

0<3— 0
LIC E
1-0<0~
e LIC
<a LI —
LIC,

LI <a
0<3—O
LI’,>.
0< — ‘
0< — 4>
LI e -J
— 0< ‘-
LI CO E)
0< 3-U~
CE., e

LI <a -o
LI CO <a
— 0< É-
<a LI C
3-0<1-
“LIC
<a ‘a E-
— 0<0.
— 0< L-
O LI oc
1-0<1-
LI <a —
0< 3— fo,

ti e a
3— 0< L-
LI CO O’
0<1-~
1-0<0
0< 3——
CO LI
CO LI C

‘a CO

— 0< 0

LIC E-

LI C O
<a LI
— 0< 0<

e ‘a -o
LIC—.

o e a
— 0< —
LI ti <a
LI e—

o e ‘

LI e>.

LI <a

0< — 0
LI CO E— 0< 1.
LI CO E)

O CO-’
0< O
~0<>.
0< — ~—
ci ti E>
o ‘a u,
— 0< 0

1-. 0< E)

e., CO a
— 0< ‘A
CO E.> 0<
— 0< E-
o e El
e ‘a u,

ci LI a
CO LI O
CO LI E-
CO LI O.
1-0< E’

CO E.> O
CO LI E-

LI 0.4
0< — ‘A
ti CO>.
0< — LI
CLIC
1-0<’III
~ u,

1-0<0>
LI CO E-

e o u,

LI CO

eLIa

o <a>.
ti CO
— 0< C

1-0<>.

CO LI-’

0< — 0<
ti CO —

LI CO —
COLI <a0< — E-
— 0<>.
<a LI —E

e ‘a -e

~0<1-

~t ~
0< — Q~
o ca a
1-0< ‘A
CLI0<
0<1- ‘A
LI C>.

— 0< i
LIC

1-0<0
0< — —
<a LI —
LIC O
<a LI

LIC>.

1-0<>.
<a LI —
CLI,
0< 1--O
1-0<-o
0< ~0.
LIC E-
LIC3-
LIC>.
LI Ci
<a LI e
LI C
0<1--O
1-0<>.
<aLIO
0< 1-0
LI <a a
C LI ‘A

1-0<1—
LI Ci 0
0< — ~‘
LIC ~
— 0<-~
— 0< e
1-0<3—
C O .C
LI C’ —
CLI,
0< — EJ
0< — 4
1-0< ‘A
— 0<>.
— 0< .4
LI <a 0
C ti —

0< — 0<z~ ~.
LI 0 .4
e ‘a ‘o
C ti =
CLIC

LI <a .4
LI <a O
C LI —

1-0<~
— 0< <a
— 0< E-
LI <a E)

— 0<-o

CLI ‘~
0<3-a

<aLIO-
CO LI O
0< 1--O
1-0<-o
LIC~

0<1-- E-
1-0<>.

<a LI 0
0<1-u,
<a LI O>
LI <a E-
<aLI0<
0<1-0
0< — .C0<1—a.
LI <a
0< 1-0
CLI>.
e o o
LI <a E-
CLI0<
<a LI O>
LI CO 4-

LI CO>.

0<1-LI
E

0< 3- 0<
LI <a O
C LI

0<1--El
C LI..>

1-0<—)
e ‘a o
e o 3-

LI <a
CO LI
— 0<
e ‘a

CO LI
— 0<

t~o
—0<’,

0< —
CO LI
— 0<
e o —
Ci <ah.

2
1--0<V
0< —
3.- 0< J
0< 1--O
LIes— 0< E-
CO LI .C
0< — —
0< — L.
-0<>.

0< — 0<
— 0< E-
LI e 0
e ‘a ‘o
1-0< E-
CO LI .C
— 0< —
CLI ~

Ef, <a LI O
Vb <a LI E-

1-0<O.
— 0< ‘A

LIC—
0<1-0
0<1->.

0<1—O.
LI C —

—0<>.

0<1-O
— 0< -,
CLIO
0< 1— O
LI e -o
1-0< E-
<a EJ oc
— 0< —

C LI oc
C LI —
1-0<0
0<1--—
0< — —
LIC.
1-0<~
o e o
~0<’.
E, LI oc
LI CO —
C LI ~

1-0<>.

CO LI oc
ti CO —
— 0< O~
ti CO O
0<—u,
LI <a —

O LI O
ci LI E-
ci LI a.
CO LI ~

ti <a O— 0<
o e e
ti <a
0<1-O
0<1->.
CLIC
1-0<—’

e o 0<
CLIC)
LI <a E-
1-0<0<

LI C -j
1--0< C
1--0< ‘A
C LI 0<
LI e —
0<1-O
CLI>.
<a LI ‘A
— 0<--
0<1-
CLI,
0<1-EJ
0< — -o
o e o,
O LI

O O O
O UN O
r’J 34 u’

3-- O
ti —
C0<
— ‘A
C>.
— LI
1- C
0<’A
0< 0<

1--O

e
CO CO— ‘A
e>.
— o
— e

0< ‘A

ti E-
ti O.
0< 0
‘-~~ E-
e., a.ti E-
ti oc
0< —
ti E-
0<>.
— p—
—3—
LI oc
0< —
LI 0’
CO C-
<.> 0<
e.>
— E)
0< E
0<
LI A

o

<a
0<
<a
LI
LI
0<
CO
~.3
CO
0<
LI

CO

0<
• LI

0<

<a

LIC
— 0<
0<3-—
1-0<

o 0< —
0< —

•0<~~•

N

c
—4,
~~I2
-0<.—’-,

~II.
ti C
LI e
— 0<
— 0<
— 0<
— 0<
0< —

0< —

ti e
0< —
CO O
LI <a
0< —
LI CO
CO LI
0< —
— 0<
0<1-
CLI
CLI
0< 3
1-0<
1-0<
0<1-
<a LI
0<1-

— O
LI —j
CO E-
LI oc

ca e

<a E-

LI t.
E-, o.
CO a
— O)
LI -a
<a O‘a —
<a 0<
— ‘A
0<
LI =
— e

<a O
LI

— 4)
— -J
e ‘
3-- EJ
— .4
— o
LI 1—
LI a.
C o
LI -o

— o>
— .4
0< o.
LI oc

LI —

0< ‘A
<a 0<
— E)
— oc
— a
LI EJ
— oc
— O.
— ‘A
0<
LI =
— 0—
e O)

e CO
— ‘A
0<
LI =

LI <a

LI <a
0< 0’
<a E-

e 3—

— LU O
ti 0 .4
LI E- E-
LIO. oc

tioc e

1
ti E- E-
ti a. oc

ti ‘a -c

LI <aoc
0< O’1-.
<a E- 0

<a E-.>
— — E>
0< OS— O
LI .4
LI Ob
<a E-
LI0< A
— E- Ao <al 4>~~
LI E>
1--.’

— cl
e>.
1-LI
LI E-
LI .c

e. LI —
LI CO>.
LI CO
ca c,e
~0<—
— 0< >-0< 1-u.-
e o e
— 0<
— 0< CO
LI. <a —
.< 1-0
CO LI>.
k 0< ¿J
0<~C>
o e r
o <a o
C LI
0< 1-0<
— <‘A

0< 3-.Cfl
— 0<C
— 0<UJ
0< —
CO ti

11>
g ~z

3—

0<1-

— <a
0.0<

LI
0<

u-’ LI
e0 e

1-
1-

0<

3-
0<
1-
1-
LI
CO
0<
LI.

3—
e
ti
0<
1-

1-

CO
1-

0<
‘a
<a.
0<
1-

1-
3--
‘a-
1-.
ca
1-
0<
3--
e
0<
LI
1-
0<-
1-
LI
e

3—
LI
0<

1-~
0<
ca
0<

3--
C-1
<a
LI
‘-3

— O
ci>.

0< E>
1-
0<—
e’
0<—
LI CO
0<0
LI E-
o a.
e.-.
— E)
0<5
LI ‘A
0<—
LI E
1->.
e -o
e <a
1--~
1-o <o,
e>.
e’
LI <a
—C

0< 0<
—4)
1-—~

LI E.
LI oc
0< —
LI —
—0e>.
LI
— lo,e>.
e e
0<-o
LI <a
—3..

0<—’
e <a
—c
0<0<
LI O>

0< —

—0
o>.
0<’A
0<>.
0<-o
0<0
0<-o
<a CO
— ‘A
e>.
— LI
O.. E-
0<>.
— —
LI
e
00<’,
— cl
e >-
— LI
1-O)
— oc
— a
— O.
0<’A
CO 0<
— cl
0<--
LI =
CO ‘A
0<>.
0<-o
CO a
CO E-
1- 1-
ti O
1-

ti a
1- E-
ti 0
1- u,

CO e
0<>.
CO
CO <a
1- E-
LI oc
0< —<a
1- 0
<a>.
0<4)
1--’
0<—

1— 4>

LICO
0<0
E-> E-
LI a.
LId>
1--’
0< —
1- E-
LI di
— u,
— O
1-0
o -o
.- a
0< ‘A
L~0<
0<30
LI

‘~tiLI.—

.0\

— o
o->

4W
— o

1-.
a’
O O

‘o >-~
34~ ~
~~0

OlA
-a o
<~20

‘o o

.0
—OQl

a>fl
‘A

ES
.3 .~

o in
4>’A
-a

it
N

O -

3-

— o.
‘3 ‘A

e—

•0
O >N

o’.-

.0

-E ~
O’

Qn
-vro>% O

ti

•0
£

iii

ji’
¿

vn‘o ~a —

iii

8 e-a

•2 -S ~
e. ~> ~

-t ~
SCa
r
g5IO

‘JI

e.->
1- <J.
1-

1-’>
0<

1-
0<
1-
0<
ci
0<
ti
0<
CO

1-Oil
0< 0
1- -o

CO
CO e
0< 0
— 0
ti -o

0< -o
ti ‘A
0<—
LI =
tE
LI CO
1- 0
1-

1- 0
1- oc
3- a.
1- C

C E-
1- 1-
0<E-
LI oc

1-

0<-o
e ci—e
0<’A
0<0<— 4)
— oc
— a

0< 0
0< —
cae
1- 0
LI E-
LI a
0<-o



Resultados 47

Otra observacióndestacableen la inspecciónde la secuenciafué la ausenciade ORFs

en los 983 nucleótidosque separanPl y P2 en la hebraque codificaparacitQ, ciii? y ciíP.

Sin embargo, en la hebra complementariase observó un marco de lectura abierto,

denominadoORFí, que podría codificar para un polipéptido de 33675 Da. El promotor

putativo de este gen fue denominadoP3 y estaríasituadoen la hebra complementariay

solapandocon el promotorP2, de maneraque la región -35 de P3 estaríasituadaentrela

región —35 y la región —10 de P2, tal y como seindica en la Figura 9.

Finalmenteseobservarondosrepeticionesdirectasde 17 pb queflanqueabanaORF1.

La repeticiónmascercanaa cliP se encuentrasolapandocon los promotoresputativosP2 y

P3 (Fig. 9).

4. CARACTERIZACION DE LAS SENALES TRANSCRIPCIONALES DE CJTP EN

L. lactis.

Conel objeto de caracterizarlos sitios de iniciación de los dos mRNAs transcritosde

cliP detectadosen L. lactis biovardiacetylactis,seprocedióa determinarel extremo5 - de

dichosmRNAs, mediantemapeopor endonucleasaSí y/o por la técnicade extensióndel

primer.

La localizacióndel sitio de iniciación de los mRNAs específicosde ciíP mediante

mapeocon endonucleasaSí seefectuótal y como seindica en el apanado12 de Métodos.

Paraello se aislaron los RNAs totalesa partir de cultivos deL. lactis biovar d¡acetylactis
crecidos hasta una absorbanciaa 660 nm de 0,4 (fase exponencial) o de 1,2 (fase

estacionaria).A continuaciónlos RNAs se hibridaron a 420C (Fig. 4 calles 1 y 2), 470C ó

490C (datosno mostrados)con unasondaquecontieneel fragmentode DNA EcoRI-BglIIde

3,5 kb del plásmido pCIT264, marcadoradiactivamenteen el extremo 5 - previamente

generadopor digestión con BglII. La preparaciónde la sondasedescribeen el apanado12

del capítulo de Métodos. Posteriormentelos híbridos DNA—RNA fueron tratados con

endonucleasaSí y los fragmentosprotegidosanalizadosen gelesde poliacrilamida-urea(Fig.

10). La sondautilizadadeberíaprotegerlos extremos5 de los dos mRNAs específicosde

cliP permitiendoteoricamente,la localizaciónde los sitiosde iniciacióndedichostranscritos.
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protegidosquesedetectaronteníanunalongitud de 237 y 239 pb. Por lo tantodicho mRNA,

se inicia en los nucleótidos 1120 (A) y 1123 (6), como se indica en la Fig. 9. Situado

delantedel sitio de iniciación seencuentralocalizadala secuenciadel promotorP2,con una

región -35 ATGAAA y una región —10 TAAAAA separadaspor 17 nucleótidos.

La sondautilizada paraprotegerambostranscritostambiénpermitió situarel inicio

del mRNA1, a unadistanciaaproximadade 1200nucleótidosdel sitio BglII. Tomandocomo

referenciaestedato,el inicio del mRNAl se determinóutilizandodostécnicas:la técnicade

extensióndel “primer” y el mapeopor digestióncon endonucleasaSí -

La determinacióndel inicio del mRNAl mediantela técnicadeextensióndel ‘primer’

sellevó acabocomoseindica en el apartado11 del capítulode Métodos.El oligonucleótido

de 17 mer que seutilizó como “primer” en la reacciónde extensiónfue el siguiente: 5’—

GAAA’fl?AGAGATGATAC-3’. La secuenciade esteoligonucleótidoescomplementariaa

la del mRNAl desdeel nucleótido233 al nucleótido217 en la Fig. 9.

Para la determinacióndel sitio de iniciación del mRNAl medianteel mapeopor

digestión con nucleasa51 se procedió según se indica en el apanado12 del capítulo de

Métodos. En esta ocasión la sonda utilizada consistió en un fragmento de 233 pb

(coordenadas1-233 en Fig. 9), que conteníala secuenciacomplementariaal inicio putativo

del mRNAI - Dicho fragmento se obtuvo por amplificación mediante la reacción de

polimerizaciónen cadenasegúnsedescribeen el apanado12. 1 del capítulo de Métodos.

Ambastécnicasprodujeronresultadossimilares,mostrandoqueel mRNA1 comienza

en los nucleótidos104 (A) y 106 (A) (coordenadasen la Fig. 9). Dependiendode la técnica

utilizada, seobservaronuna o dos bandasadicionales(Fig. 11, calles 10—13 6 1). Una de

estasbandasadicionales,quecorresponderíaa un transcritoiniciándoseen el nucleótido121

(G) (coordenadasen la Fig. 9), aparecíasistemáticamenteal utilizar la técnicade mapeocon

endonucleasaSí (Fig. 9, calles l0—13). Estabandase observabaindependientementede la

concentraciónde la nucleasay dela temperaturade hibridaciónutilizadas(Fig. 11, calles 10—

13). Situadodelantedel extremo5’ del mRNAl aparecela secuenciadel promotorPl, con

una región —35 TTGCGA y una región -10 TAGAAT separadaspor 17 nucleótidos.
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Los resultados obtenidos muestran que durante todas las fase exponencial del

crecimiento,sesintetizamayoritariamenteel mRNAl (Fig. 13, calles 1, 2 y 3) y en menor

cuantía el mRNA2. Sin embargo, en la fase estacionariadel crecimiento se detecta

primordialmenteel mRNA2 (Fig. 13, calle5). Estos resultadosindicanque la expresióndel

operóncixQRP se mantieneconstantedurantela faseexponencialdel crecimientoy que los

nivelesde transcripcióndurantela faseestacionariaestánreducidos.

Como control de las variaciones de síntesis de mRNA durante el crecimiento

bacterianoseanalizó,medianteNorthernblot y con la mismasonda,el mRNA específicode

citP sintetizadopor la estirpe MG1363/pFL3en las fasesexponencial(0,4) y estacionaria

(1,2) del crecimiento.El plásmidopFL3 contieneel gen cliP bajo el control del promotor

Los resultadosobtenidos(no mostrados)no reflejaron diferenciasen la cantidadde

transcritosespecificosde cliP sintetizadosa partir de P1,<,,., en las fasesexponencialy

estacionariadel crecimiento.Ello indica que la disminuciónde la síntesisde los transcritos

especificosde cliP, detectadaen la estirpeCRL264 en la faseestacionariadel crecimiento,

son debidasa unautilización diferencialde los promotoresnaturalesPl y P2 por la RNA

polimerasa de L. lactis en la distintas fases del crecimiento y no a una deplección

generalizadade la transcripción-

Los resultadosmostradosen la Fig. 13 también indican que de las dos especies

molecularesde mRNA a partir de las cuales se transcribecliP, mRNA1 se sintetiza

primordialmenteen las fasesexponencialdel crecimiento,mientrasquemRNA2 se sintetiza

en todaslas fasesdel crecimientobacteriano.Estosresultadospodríanparecercontradictorios

con los obtenidosal determinarel sitio de iniciación de los mRNAs (apartado4 de este

capítulo de Resultados).Sin embargo, resultan compatiblessi se tiene en cuenta las

diferenciasexistentesentrelas dos técnicasutilizadasy entrelas dos sondasempleadas.En

el casodel mapeoconendonucleasaSí, durantela hibridacióncon la sondaEcoRI-BglII debe

existir una competiciónentreel mRNAl y mRNA2, estandofavorecidala hibridaciónpara

mRNA 1 debidoa su mayor longitud de complementariedadcon la sonda. En el caso de la

hibridaciónrealizadamedianteNorthem blot, los mRNAs son separadosfísicamenteantesde

su hibridacióncon la sondaBglIl—BamHI. Además,ambosmRNAs presentanel mismogrado

de complementaridadcon la sonda. Por tanto, no existe ni competición,ni discriminación

entrelos dos tipos de mRNAsdurantela hibridación. Así, puestoqueen la faseexponencial
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La falta dedetección,del inicio del mRNA2 en la faseexponencialde crecimiento,

podríaser debidaa las causasantesexpuestaso a una carenciade utilización de P2 por la

RNApolimerasade L.lactisduranteel crecimientoexponencial.Paradiscriminarentreestas

doshipótesis,sedecidióanalizarla expresióndel gencliP en ausenciadel promotorPl. Para

realizaresteestudioseprocedióa la construccióndel plásmidopFL7 pordigestión depFL4

con EcoRV y posteriorrecircularizacióndel fragmentoEcoRV-EcoRVde8,5 kb. El plásmido

pFL7 fue establecidoen S. pneumoni-aey posteriormentetransferidoa L.lactis MG1363.

Esteplásmido contieneel gen cliP, unicamentebajoel control del promotorP2, ya que el

promotor Pl se encuentraen el fragmentoEcoRV—EcoRV de 2,0 kb presenteen pFL4 y

delecionadoen pFL7.

Los RNAs totalesextraídosde cultivos en fase exponencialde L. lactis MG1363

conteniendoel plásmidopFL7, fueronanalizadosporhibridaciónmedianteNorthemblot con

la sonda1 (Fig. 14), que incluye los 206 primeroscodonesde cliP.

Como eradeesperarla estirpeportadorade pFL7 unicamentesintetizael mRNA2 y

no el mRNA 1, confirmandola utilización de P2 en la fase exponencialdel crecimiento

bacteriano(Fig. 14, calle2). Conestamismasonday por hibridaciónmedianteNorthemblot

seanalizaronlos mRNAs específicosde cliP, que produceL.Lactls MG1363 conteniendoel

plásmido pFL4 (Fig. 14, calle 1). Este plásmido recombinante,que lleva donado el

fragmentoEcoRI-ClaIdel plásmidopCIT264, codificó paralos mismostranscritos(mRNAL

y mRNA2), queel plásmidoparentalpCIT264 presenteen la estirpeCRL264 de L. ladtis

biovar d¡acetylactis. Este resultado muestra que los promotores Pl y P2 son utilizados por

subespeciesdistintasde L. ladis.

6. PROCESAMIENTO DEL mRNAL EN L. ladis

La observaciónde diferentescantidadesde mRNAl y mRNA2 en variaspreparaciones

de RNA procedentesdecultivos bacterianosexponencialesdeL. lactis conteniendoplásmidos

Cit~ (Figs. 7, 13 y 14), sugeríanla posibilidad de queel mRNA1 fuera procesadopor

ribonucleasasbacterianas,generandouna especiemolecularde tamaflo similar al mRNA2 e

indistingiblede ésteen las hibridacionesrealizadasmedianteNorthem blot.

Paracontrastaresta hipótesis, se inspeccionóen primer lugar la secuenciasituada
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adyacenteal promotorP2en buscadeunaestructurasecundariaque sirvierade posiblediana

para la acción de dichasribornicleasas.Paraeste Fm se usó el programaFoid (Zuker y

Stiegler, 1981) de la Universidadde WisconsinGCG package(Devereuxy cols., 1989).
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Fig. 15. Estructuraputativasecundariapropuestadela regiónimplicadaenel procesamientodel mRNAI.

Se muestranlosnucleétidoscomprendidosentrela coordenada¡139 a la 1227 de la Fig. 9. La secuenciasde

Shine-Dalgarno(50) y loscodonesde inicio dela traducciónde ci¡Q Y dR se muestrancomo flechasdobles.
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El programapredijounaestructurasecundariaputativacomplejacon unaenergíalibre

de -31,2 ¡<cal mol’ (Fig. 15) situadadetrásy a 19 nucleótidosdel extremo5’ del mRNA2.

(nucleótidos1139a 1227 en Fig. 9).

Con el objetode comprobarsi estaestructuraactuabacomodiana pararibonucleasas

queoriginasencon su acciónmRNAs procesados,setomoventajadel hechodequela Rf sea

un inhibidor específicode las RNA polimerasasbacterianas.La adición de esteantibiótico

alos cultivos y suposteriorincubaciónpermiteanalizarel destinodelos mRNAssintetizados

por las células,previamenteal tratamiento,en ausenciade sintesisde novode mRNA. Así,

un cultivo deL. ladis biovardiacetylact¡sCRL264en faseexponencialdel crecimientofue

tratado con Rf, a una concentraciónde 200 ~g ml’ - Tras la adicción de Rf a los tiempos

indicados en la Fig. 16, se tomaronalícuotasy seextrajeronlos mRNAs totales, segúnse

indica en el apanado 8 del capítulo de Métodos. Para detectar las especiesmolecularesde

RNA originadascomo consecuenciadel posible procesamiento,los RNAs totales se

fraccionaronen gelesde agarosa,setransfirieron y sehibridaron con las sondas1 y 2, las

cualesflanqueanla estructurasecundariapredicha(Fig. 16).

El mRNAL fue detectadocon ambassondas(Fig. 16). Sin embargo,se observaron

diferentesproductos,generadosaparentementepor procesamientodel mRNA1, dependiendo

de la sondautilizada. Deestaformacon la sonda1 sedetectóun fragmentodeRNA con un

tamañoaproximadode 1000 nucleótidos,que podríacorrespondera una especiemolecular

de mRNA comenzandoen el extremo Y del mRNAl y terminandoen la estructura

secundaria. Con la sonda 2 se observó la acumulaciónde un mRNA de 1900 nucleótidosy

su conversióncon el tiempo en un fragmentode 1500 nucleótidos.El fragmentode 1900

nucleótidospodríaser explicadocomo un RNA que comenzaraen la estructurasecundaria

y terminara en el extremo 3 - del mRNA1. La observaciónde queel tamañodel fragmento

maspequeñodetectadocon la sonda2 (1500nucleótidos)coincidiera,aproximadamentecon

la longitud del gen cliP, es sugerente.Este resultadopodría indicar que despuésde un

procesamientoinicial del mRNAI en dos fragmentos,la región 5’ del fragmentode 1900

nucleótidos, que contiene el gen ciii? truncado, sería susceptible a degradaciónpor

ribonucleasas.Sin embargo,la región 3 - dedichofragmento,quecontieneel gencliP, podría

teneruna vida media mas larga, debido a la protección que suministranlos ribosomasal

traducir dicho gen.
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7. REGULACION POST—TRANSCRIPCIONAL DE LA EXPRESION DEL GEN CITP

POR EL PRODUCTO DEL GEN CITR EN L. ladis

Los experimentosmostradosen el apanado1 deestecapítulodemostrabanqueel gen

ciii? no serequiereparael transponedecitratoen L. ladtis. Comoconsecuenciael producto

génico CitR, no estádirectamenteimplicado en el transpone de citrato. Estos resultados

indujerona suponerque CitR podríatenerun papelreguladoren la expresiónde cliP.

Con el objeto de comprobarestahipótesis,se analizóla influenciade CitR sobrela

expresiónde cliP a nivel transcripcionaly post-transcripcional.Para ello se construyóuna

fusión génicacaí-cliP, usandoel gen, que codifica la cloranfenicol acetiltransferasa(CAT)

procedentedel plásmido pC194 como indicadoro “reporte?’. Con estafusión y utilizando

diferentessituacionesgénicas,eraposiblecuantificarel efectoque ciii? pudiera tener sobre

la expresiónde cliP, por las variacionesobservadasen los nivelesde actividadcloranfenicol

acetiltransferasa(CAT) presentesen extractoscrudosdecultivos bacterianos,segúnseindica

en el apartado15 del capítulode Métodos.

Debido a la inexistenciade vectorespara llevar a cabofusionestraduccionalesen L.

ladis, el primerpasoparala obtenciónde la fusión caí-cliP fue la previaconstrucciónde un

vector,que tomandocomoindicadorel gen caí, sirvieraparafusionarcon éste,ciíP u otros

genes.

El nuevo vector para fusiones traduccionales,denominadopFLlO, se construyó

donando el fragmento de 1.1 kb MboI del plásmidopJS3(Ballestery cols., 1986 y Fig. 17),

que incluye el gen ca: de pCl94, en la diana BamHldel sitio de multiclonado del fagémido

pALTER—1 (Promega)(Fig. 17), paradar lugaral plásmidorecombinantepFAL6 (Hg. 17).

Sobreel plásmidorecombinantepFAL6 y mediantemutagénesisdirigida,tal y comoseindica

en el apanado14 del capítulode Métodosseintrodujo un sitio EcoPJsolapandocon la G del

codón ATG de iniciación de la traduccióndel gen caí (Hironouchi y Weisblum, 1982)

utilizandoeloligonucleótidomutagénico5-TATCAAATGAATTCCflTAATAAAA—3 - para

dar lugaral plásmidorecombinantepFAL7. El gencaímutadoseliberódepFAL7 mediante

digestión EcoRI-HindIII y se clonó en el plásmido vector pLSl por sustitución de su

fragmentoEcoRI—HindIIIparadar lugar al plásmidopFLLO (Fig. 17).
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Hg. 17. Esquema diagramático de la construcción del phlsmido pFLIO. Abreviaturas: Ha, gen que codifoca

para la fl-lactamasa; cal, gen que codifoca para CAT <represantado por el segmento negro); tet-L, gen que

codifica para la proteínaque confiere resistencia a tetraciclina.
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Paraconstruir la fusión entrecliP y el gen cmy siguiendola mismaestrategiaquese

describeen el párrafoanterior, seintrodujo un sitio EcoRil en el codón deiniciación del gen

cliP dandolugar al plásmido recombinantepFAL4 (Fig. 18). En estecaso la mutagénesis

dirigida se realizó sobre el fragmentoEcoRl—ClaI de pCIT264 previamentedonadoen el

fagémido vector pALTER—l (pFAL1), usando el oligonucleótido mutagénico 5—

ATGCGGGTGAATTCATCAT—3 -. La región precedenteal gen cliP y que incluye sus

señalestranscripcionalesy traduccionalesfue liberadadepFAL4 por digestióncon EcoRI y

subclonadaen el sitio únicoEcoPJde pFLlO paradar lugaral plásmidorecombinantepFLl2

(Fig. 18). Este plásmido contiene el gen caí mutado bajo el control de las señales

transcripcionalesy traduccionalesdel gen cliP y codifica para una cloranfenicol acetil

transferasa con un aminoácido extra Ser3. pFL12 fue establecidoen S. pneumoniaey

posteriormentetransferidopor electroporaciónaL. ladis.

Paraexaminarla influenciaque pudieratenerel polipéptidoCitR sobrela expresión

de cliP se construyóel plásmido pFI2O. Para ello los oligonucle¿tidossiguientes: 5 --

rrrAAACCATGGCGACAACAAAAA-3y 5 -AAAGGATCCTCITCflATAflCCTA—3 -

fueron sintetizadosmediantePCR y posteriormenteutilizadosparaamplificar un segmento

de DNA incluyendoel gen cli? desdeel codón de iniciación hastael codónde terminación

de dichogen (coordenadas1212 a 1546 en Fig. 9). Parafacilitar la donacióndel fragmento

amplificadoen el vector de expresiónpETLíd, ambosoligonucleótidosfueronsintetizados

de maneraque el producto de 334 pb conteníael sitio NcoI solapandocon el codón de

iniciación de la traducción de ciii? y el sitio BamHI “downstream” de este gen. A

continuaciónel producto obtenidopor PCR fue donadoentrelos sitios Ncol y BamHI de

pETí íd, dandolugaral plásmidopCM6 (Fig. 19). Posteriormente,ciii? fué situadobajo el

controldel promotorpolA de S. pneumoniae.Paraello, pCM6 fue linearizadopor digestión

conXbaI y despuésde rellenarlos extremosrecesivos,fueligadoconel fragmentoBglII—NheI

de 1,1 kb, previamentetratadocon el frágmentoKlenow de la DNA polimerasade E. coil

para generarextremosromos. El plásmido resultante,denominadopCM7 (Fig. 19), fue

digerido con EcoRV para liberar un fragmentode DNA que conteníael gen ciii? bajo el

control del promotorpolA. Dicho fragmentofue donadoen el sitio único BamHI del vector

de bacteriasgram positivas, pIL253 (Fig. 19) para dar lugar al plásmido pFI2O. Este

plásmido fue inicialmente establecidoen fi. subtills y posteriormentetransferido por

electroporación a L. lactis MG1363 conteniendo pFLl2.

¡
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Hg. 18. Esquemadiagramaiticode la construccióndel plásmidopFL12. Abreviaturas: Ha, gen quecodifoca

para la ¡3-lactamasa;ca:, gen que codifica para CAL ze¡-L, gen que codifica para la proteínaqueconfiere

resistenciaa tetraciclina;cliP, gen quecodifocapara CitP. Lcs segmentosrepresentanlo siguiente:negro, gen
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Hg. 19. Esquemad¡agramáticode la construccióndel plásmidopFI2O. Abreviaturas:Ha, genquecodifoca

parala ¡3-lactamasa;cm, CAT; re:-L, geaquecodifica para la proteinaqueconfiere resistenciaa tetracielina;

cii?, gen quecodifoca CiIP; lacZ, gen quecodifica para la #-galactosidasa;MLS, sitio de multiclonadodel

plásmidovectorplL253. Les segmentosrepresentanlo siguiente:negro, gen quecoditicapara CAl; rayado,

plásmido lactocécicopCIT2Ó4.
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Con el fin de descartarque las diferenciasobservadasse debierana una mayor

utilización de los promotoresPl y/o P2 y por lo tanto a un aumentoen la cantidadde los

mRNAs correspondientes,seanalizaronlos RNAs totalesprocedentesdecultivos deL.lactis

MG1363 conteniendopFL12 ó pFLl2 y pFI2O. El análisis de estos RNAs se realizó por

hibridaciónmedianteNorthernblot, utilizando unasondaqueconteníael gen caí donadoen

el fagémidopALTER. Los resultadosde esteexperimentomuestran(Fig. 20) que no hay

diferenciaen la cantidadde mRNAs específicossintetizadosa partir de Pl y deP2 por una

u otra estirpe.Por tanto, el efecto de CitR sobrela síntesisde CitP se ejerce a nivel post—

transcripcional.

Paraanalizarla influenciade ciii? en ch sobrela expresiónde CitP seconstruyóel

plásmidopFLl3 (Fig. 21). Esteplásmidosegeneróinterrumpiendoel gen ciii? en el plásmido

mediante digestión con BglII, relleno de los extremos protuberantesgenerados y

recircularizacióndel DNA resultantemedianteligación. Asíel plásmidopFL13, contieneuna

adición de 4 nt quecambiael marcode lecturade ciii? y da lugara un polipéptidotruncado

de 65 aa y 7584 Da. Los extractos preparadosa partir de estirpes de L. ladtis

MG1363/pFLl3 mostraronuna actividadCAT dosvecesinferiora los extraidosde L. lactis

MG1363/pFL12(Tabla IV versusFig. 20). El análisisde los mRNAs específicoscliP-caí

extraidosde estirpesde L. ladis conteniendobien pFL12 o bien pFLl3, no mostraron

diferencias significativas entreambasestirpes(resultadosno mostrados).Estos resultados

indican un acoplamientode la traducciónde ciii? y cliP, la cualprovocaun incrementoen la

síntesis de CitP. Sin embargo, la presencia de pFI2O (CitR suplementado en irans) no afectó

ala actividadCAT codificadaporpFLI3 (TablaIV), lo quesugierequela represiónejercida

por CitR suplementadoen írans,sobrecliP requiereun acoplamientode la traducciónde ciii?

y cliP.

Con el objeto de examinar con mas detalle esta hipótesis, se con~truyeron los

plásmidos pFLl4 y pFL15 (Fig. 21). Para construir el plásmido pFL14, se digirió el

plásmidopFI2O conBglH y el fragmentode 1341 nucícótidosquecontieneel promotorpolA

y un tercio del extremo5’ del gen ciii? fué purificado. Este fragmento fué ligado al

fragmentode 972 nucleótidosBglII—BamHI de pFLl2 queincluye los dosterciosdel extremo

3 - del gen ciii? y la fusión génicacliP—caí. La mezclade ligación fué digeridacon I-JindIII

y despuésderellenarlos extremosprotuberantes,las moleculasde DNA resultantese ligaron

al vectorpLS 1 previamentedigerido con EcoRI y sus extremoscohesivosrellenados.El
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plásmido resultante,pFLl4, contieneel gen cliR y la fusión génica c¡tP-cot bájoel control

del promotorpoL4, careciendode los promotoresespecíficosde cii P (Pl y P2) y del sitio

putativo para el procesamientode mRNA adyacentea] gen ciii?. El plásmidopFLI5 se

construyóinterrumpiendoel gen clxi? en pFLl4, mediantedigestióncon BglII, rellenandolos

extremoscohesivosgeneradosy recircularizandoel DNA resultantemedianteligación.

ATGcItR SDcitP
PI SDc¡tRN~~¡~ /

1ATCcitP TcitP

pCIT264

EcoRí

1~
EÓoRI

— —
citO citR ciW

Tcct Hindffl

Y~flTh

EcoRl

t•t 1..

cct

G ATO

7,,
~poLA SD0¡0

Iíi ,j II

GATO

ji

“III
•1~0l0

MLS

Fig. 21. Mapafísico de pCIT264 y sus derivados.Lesgenesse transcribenen la dirección indicadapor las

flechas. La mutaciónpresenteen ¡os plásmidospFLI3 y pFL15 está indicada. Las posicionesde la secuencia

Shine-Dalgarno(5D) y los codonesde inicio de la traducción <ATO) de ciii? y ciiP stán indicados.

Abreviaturas:PI, promotor cix; P,,<~, promotorpatÉT<~,, terminadortranscripcionalde ci:; T~.0, terminador

transcripcionalca:. Los segmentosrepresentanlosiguiente:abienos,regionesdel plísmidolactocócicopClflb4;

negro, gen cal de pCt94; rayado vertical, plásrnido pLSI; rayado hacia la izquierda, inserto neumocócico;

rayadohacia la derecha,regionesdeDNA del plásmidopETI Id incluyendola secuenciaShine-Dalgarno(SD~,0)

o el terminadortranscripcional(T~,~) del gen lO del bacteriófagoTi. Líneasimple, plásmido’pIL253.Sólo se

representanlos sitios de restricciónrelevantes

pFLI2

pFLI3

pFLI4

pFLI5

pFT2O
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La comparaciónentrelas actividadesCAT presentesen los extractosprocedentesde

las estirpes deL. lactis MG1363/pFLl4 y L. lactis MG1363/pFLl5,reveló unadisminución

dedos vecesen la actividadCAT de la queportabapFLLS respectoa la queportabapFL14.

Estosresultadosrevelan y apoyanla hipótesisde que la traducciónde ciii? ejerceun efecto

en cis sobrela síntesisde CitP independientementedel promotorusado.A diferenciade los

resultadosobtenidoscon pFLl2, no se observóun efectode CitR sobrela actividadCAT

codificadapor pFLl4 cuandose añadióen irans estaproteína(codificadapor pFI2O). Este

resultadoindica queel sitio de unión de CitR en el mRNA no está localizadoen la región

codificantede CitR.

Tabla IV. Actividad CAT generadapor las fusionestraduccionalescitP-cat.

Plasmidos Actividad CAT a

(U (mg proteinay’)

pFLLO <1

pFL13 665~37

pFLl3, pFI2O 66l~55

pFLl4 759~50

pFLl4, pFI2O 7l6~43

pFLl5 383~12

a. L. lacásMG1363 portandolos plasmidosindicadoserancrecidoshastaunaabsorbanciade0,4 a660nm,

y lasactividadesCAl erandeterminadascomose describeen el apartado15 del capítulode Métodos.Cada

dato representala mediade al menostresdeterminacionesindependientes.
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8. EXPRESION DEL GEN CITP DE L. lactis biovar diacetylactis EN E. coil

Los resultadosobtenidospor Sesmay cols. (1990) y David y cols. (1990)demostraban

queel gen cliP se expresaen E. coli. Sin embargo,David y cols. sólo consiguieronla

expresióndel gen en una sola orientación respectoal vector, infiriendo que las señales

transcripcionalesnaturalesdecliP no eranfuncionalesen el huéspedheterólogo.

Con el fin de comprobarsi las señalestranscripcionalesdel gen cliP utilizadasen su

huéspedoriginal L. lactis, eran requeridasparala expresiónfuncional de dicho gen en E.

coli, seconstruyeronlos plásmidospCM5 y pFE51 (Fig. 22). Estosplásmidosson derivados

de pFS2l (Sesmay cols, 1990 y Fig. 22), híbrido compuestode pCIT264 y pUCLS, que

confierea E. coli la capacidadde incorporarcitrato (Fig. 22). El plásmidopCM5 carecedel

fragmentoEcoRV-EcoRVde2,0 kb de pFS21, en el cual estáincluido el promotorPl. Por

otra parte, el plásmido pFE51 contieneel fragmento Bglfl-EcoRI de 4,7 kb de pFS21,

donadoentrelos sitiosde restricciónBaniHI y EcoRIdel vectorde expresiónpETS (Studier

y cols, 1989). Así, en el plásmido recombínanteel gen cliP está localizado próximo al

promotortranscripcionaldel gen ~kIOdel bacteriófagoT7 y en orientacióncori~ectarespecto

a éste.Estepromotoresunicamenteutilizado por la RNA polimerasadel bacteriófagoTi y

no esreconocidoporlos factoressigmade la RNA polimerasadeE. coil. El plásmidopCMS

confirió aE.coli la capacidadde transportarcitrato(Fig. 22), indicandoqueel promotorPl

no es requeridopara la expresión funcional de la citrato permeasaP en este huésped.

Paralelamenteel plásmidopFES1era incapazdeconferirel fenotipoCite a E. coli DH5-a,

indicandoquela regiónEcoRV-BglII, en la cual estáincluido el promotorP2, era esencial

para la expresiónfuncional del gen cliP en estehuésped.Con el fin de comprobaresta

hipótesis,se introdujo el plásmidopFE51 en la estirpeBL2l(DE3) deE. coli, la cual posee

lisogenizadoen su cromosomael gen que codifica para la RNA polimerasadel fago Ti.

Como se esperaba,la estirpe resultanteadquirió la capacidadpara transportarcitrato,

presumiblementedebidoa la utilización del promotorcklO por la RNA polimerasadeTi.
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Hg. 22. Mapa físico de los plésmidos pFS2l, pCM5 y pFE5l y Transporte de citrato en diferentesestirpes

de E. coli que portan uno de estos plésmidos. Los genesse transcribenenla direcciónindicadapor la flecha.

Abreviaturas:P~, promotordel gen iacZ; P,,0, promotor del gen ~1O; ¿‘la, gen que codifica para la ¡3-

lactamasa.A la derechase muestrala capacidadde las estirpesde E. coil DH5-cr y BL21(DE3) potadorasde

los plñsmidos indicados,para transportarcitrato. El transportede citrato se midió según se describeen el

apartado16 del capítulode Métodos.La cantidadderadioactividadincorporadaen célulascitrato-positivas(+)

variabaentre1500 y 7000cpm.mientrasqueen las citratonegativas(-) era menorde 1000 cpm. La utilización

decitrato en mediodeChristensenpor las estirpesindicadasfuépositiva<+),cuandosevisualizóla producción

decolor rojo en el medio; -, representareacciónnegativa.

Con el objeto de detectarel patrón transcripcionaldel gen cliP de L. lactis Novar

diacetilactysen el huéspedheterólogoE. cali,, seextrajo el RNA total de la estirpesde E.

coil DH5-a/pFS2Iy los RNAs fueron fraccionadosen gelesde agarosay posteriormente

transferidosa membranasde nitrocelulosa.La detecciónde los mRNAs específicosde cliP

en E. cali seefectuóporhibridacióncon la sonda1 descritasen el apartado2 de estecapítulo

deResultados.Los resultados,recogidosen la Fig. 23, muestran,a diferenciacon L. lactis

Novardiacetylactis,un únicotranscritode 1900nucleótidos,quecoincideaproximadamente

en tamañocon el mRNA2 sintetizadoen el huéspedoriginal y cuya sintesisparecíalógico

suponerque seiniciara mediantela utilización del promotorP2 por la RNA polimerasade
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El análisisde los mRNAs específicosdel gen cliP sintetizadosa estospHs y a partir

de sus promotoresnaturales(Pl y P2), se efectuópor hibridación medianteNorthern. La

sondautilizada fué la sonda1, descritaen el apanado2 de estecapitulode Resultados.La

cantidadde los mRNAl y mRNA2 (Fig. 26) sintetizadosapH 7,0(calle 1) ó a pH 5,5 (calle

2) fue similar. La cuantificaciónse realizó utilizando el sistemaPhosporlmager(Molecular

Dinamics). Consiguientemente,estosresultadosmuestranquea pH 5,5, el cual estádentro

del rangode pH óptimo para el funcionamientode la citrato permeasa,no se observauna

elevaciónde la transcripcióndel operóncIiQRP.

Paracomprobarsi el pH del medio de cultivo influía o no sobrela expresióndel gen

cliP a nivel traduccional, secompararonlas actividadesCAT presentesen extractosde la

estirpede L. lactis MG1363 queconteníael plásmidopFL12, crecidaa pH 7,0 ó a pH 5,5.

Previamente,se analizó el mRNA específicode la fusión cliP-caí por hibridaciónmediante

Northern blot y secomprobóque la variacióndepH no afectabaa la transcripciónde cliP

en dicha estirpe (resultadosno mostrados). Consiguientemente,las posibles diferencias

detectadasentre las actividades CAT medidas en extractos que provienen de células

portadorasdepFLl2, crecidasa pH 5,5 o a pH 7,0, reflejarían una síntesisdiferencialde la

citrato permeasa a ambos pHs, debido a que en pFLl2, el gen CAT está bajo el control de

las señales transcripcionales y traduccionales del gen cliP.

Los resultadosaparecenrecogidosen la Fig. 27. Los extractospreparadosa partir de

cultivos de L. ladis MG1363/pFL12 crecidos a un pH de 5,5 mostraron, consistentemente,

unaactividad CAT tres veces superiora aquellospreparadosa partir de la mismaestirpe

crecidaa pH 7,0 (Fig. 27). Estos resultadosmuestranun incrementode la síntesis del

productode la fusión cliP-caí o una alteración del enzima CAT a pH 5.5, que conlíevaraa

una mayor actividad.Paradiscernirentreestasdosposibilidadesse utilizó el plásmidopEIl

(ver detallesde su construcciónen el apanado11 de este capitulo de Resultados),que

contieneel gen caí natura]depCl94. La estirpeL. ladis MG1363/pFIl mostró los mismos

nivelesdeactividad CAT a pH 7,0 y 5,5, indicandoque no existeuna alteraciónintrínseca

del enzima determinada por la variación del pH. Así, parece que a pH de 5,5, se produce una

estimulaciónde la eficienciade traduccióndel gen de la citrato permeasaP. Finalmente,se

comprobóquelos nivelesdeactividadCAT codificadosporpFLl2 a pH 5,5 eransusceptibles

a la inhibición ejercidaen írans por CitR (pFI2O) (Fig. 27), siendo esteefecto inhibitorio

asimilable al previamentedetectadoa pH 7,0 (Fig. 20). Paradescartarque la inhibición
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ejercidaen írans por CitR a pH 5,5 fuera debidaa una variación en la transcripciónde]

operóncixQRP, se analizaronlos mRNAs específicosdel gen cliP por hibridación mediante

Dot binÉ. La sonda utilizada fué la sondadescritaen el apartado7 de este capítulo de

Resultados y que incluye el gen caí. Como se esperabalos resultadosno muestranninguna

variaciónsignificativaen la transcripcióndel operóncIQRPen presencia o no de CItR a este

pH (Fig. 27).

‘Proporción
‘Actividad Actividad CAT

Plásmido CAT pH 5,5/pH 7,0

035 6

• • • • pFLl2 4185~280 3:1

pFL 12/pFI2O l320~183 3,7:1

Fig. 27. Influenciadel pH del medio de cultivo sobre la expresióngénicade las fusiones traduccionalescax-

cii?. Estirpes deL. ladfis MG1363 portadoras de los plásmidosindicados se crecieronen M17 a pH 5,5 hasta

unaabsorbanciade 0,4 a 660 nm, y se analizó, medianteDot blot (capítulo9 de Métodos),su concentración

en mRNA cliP-ca: (izda.) y su actividadCAT. Cantidadescrecientes(0,75, 1,5. 3 y 6 pg) del RNA total de

cada uno de estoscultivosfué analizadomedianteDot blot con la sondaque incluyeel gen caz <ver texto), tal

y como se indica en el apartado9 del capitulo de Metodos.

‘Estirpesde L. lacás MG1363 portadorasde losplísmidosindicadossecrecierona pH 5,5 y las actividades

CAT se determinaron a partir de los extractos crudos de estas estirpes como se indica en el apartado 15 del

capítulodeMétodos.

‘Les datosde actividadCAT a pH 7,0 estánrecogidosen la Fig. 20.

10. EL CITRATO NO ES UN EFECTOR DE LA EXPRESIÓN DEL GEN cliP

A partir de los trabajosprevios realizadospor otros autoresno se habíapodido

clarificar si el transponede citratoen L. ladis biovar diacetylactis esun proceso inducible

o constitutivo.Así, mientrasque Harvey y Collins (1961)comunicabanque el transportede
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Con el objeto de comprobar si la presencia de citrato ejercía un efecto sobre la

expresióndel gen cliP a nivel post-transcripcional,sedeterminaronlos nivelesde transpone

de citrato de la estirpe CRL264crecidaen presenciao en ausenciade citrato. La estirpe

CRL264 acumulócitrato en la mismaproporción, independientementede que el medio de

cultivo estuvierao no suplementadocon citrato (datos no mostrados). Estos resultados

muestranque el transportede citrato en L. Lactis biovar d¡acetylactises un proceso no

reguladopor la presenciade citratoen el medio de cultivo.

11. ANALISIS DE LA REGION QUE PRECEDE AL GEN citQ EN EL PLASMIDO

pCIT264

Al inspeccionarla secuenciade nucleótidosqueprecedeal gen cliP, y como ya se

indicó en el apanado3 de este capitulo de Resultados,se observó un marco de lectura

abierto, denominadoORFí, compuestapor 296 codones,que podría codificar para un

polipéptidodeaproximadamente33675 Da, flanqueadopor dosrepeticionesinversasde 17

nucleótidos.Estemarcode lecturaabierto estálocalizadoentreel promotorPl y el gen ciíQ

en la hebracomplementariaa la hebracodificantedel operóncii Qi?P, y por lo tantodebería

transcribirseen sentidoopuestoa los genescii. El polipéptidocodificadopor ORFL podría

estar implicado en el transporte de citrato. Sin embargo, el producto de ORFí no es necesario

para el transportede citrato en L. ladis biovar diacetylactis tal y como se deducedel

apanado1 deestecapítulode Resultados,dondesemuestraquecliP es el únicogenpresente

en el plásmidopCIT264, queesrequeridoparael transponede citrato en su huésped original,

L. ladis. No obstante,paracomprobarsi el productogénicode ORFí teníao no efectosobre

los niveles de incorporaciónde citrato en L. lactis, se construyóel plásmido pFIl. Este

plásmidocontieneel fragmentoEcoRI-BglII de pCIT264 donadoen el sitio único SmaIdel

vector de bacteriasgram positivaspIL253. Estevector estápresenteen un númerode 15

copias por célula en L. ladis (datoobtenidoen estaTesis). El plásmidopFIl fue transferido

por electroporación a células de L. lactis MG1363 que contenían el plásmido pFL3, el cual

codificapara el gen cliP (ver Fig. 5). Posteriormente se comparó el transporte de citrato en

estirpes de L. laciA MG1363 en las que corresidíanambos plásmidosy en las que sólo

ponabanpFL3. No seobservarondiferenciasen los nivelesde incorporaciónde citratoentre

ambasestirpes(datosno mostrados),y por lo tanto estosresultadosindican que la proteína
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de 37 lOano estáimplicada en dicho procesoen L. ladis. Una búsquedaen el bancode

datos NBRFreveló la existencia de homología de ORF1 con dos ORFs (ORFA y ORFB) que

solapanentresi y que estánincluidasen un elementode inserción (15) putativolocalizado

‘upstream”del genglgCdeBadilus stearothennophilus(Fig. 29). De los 108 aminoácidos

contenidosen el segmentoamino termina] de ORFA, el 27% eran idénticos y otro 24 %

similar a los 107 primerosaminoácidosdel producto codificado por ORFí. La región

carboxilo terminal de ORFí muestraun 35 % de identidady un 16 % de similaridad a los

185 aminoácidosde ORFB.

ORFA: 1 MQEHFHFTTDRKIQKQYAIFVFVSAQL-SCIQVHLH~PJPiLVKQEDAVInIHTT~.LGPPSP>IRFVTGNLF
. . . . .

ORn> 1 ~

ORFA: T14VSfjLERSSYNRR~RALGEA1KWIAVVSKT108

ORFí: PN--FLEYSRFVP.RCNALLPSIQVIRQALVFKEVEGMSVSI IISFPIPLc~PIÉJFRSKVL/M3YA14VCYNATKGQYFYG

~r4~Á~I.’1¿4. : :ORFB: 1 AERGOH}{AYAVVDSLPLPLcHTAW4.HrnFQEIADIGYcASKJ<QWYyIj

aREl: ~

ORFE: LELHLQYTDQGLPMGYVVTEASCHDRIAILESVMTQIPHPYNF GDXGFISRDLOKIWYEEYOMALWPpSRnJOKnRASEA

ORFí: FPR~FSKRRXV±ERVFSFL~TNLCAERCKSRSPtEQLKIE14ILÉAYSLLLKSAJ<SLEPETLRYSIGYQVIAJU< 296

ORFB: WEKWIQQXRKVZrIVPSVLVDHYRITGIP)LYSI IGFEVALDGILLAY&ÉVTLGLVER 185

Fig. 29. Comparación de la ORFI del plásmido lactocócico pCIT2G4con la ORFA y ORER de Bacillus

stearoxhemophilus.Los números indican las posiciones en la secuenciade la proteína.
5e muestran ORFI,

ORFB completosy los 108aminoácidos delextremo amino terminal de ORFA. Están sombreados los residuos

aminoacídicos idénticos. :, indica los residuos arninoacídicos similares.

Otro hechodestacableesque ORFA y ORFBestánincluidasen un fragmentode DNA

de 968 nucleótidosflanqueadopordosrepeticionesinversasde 14 nucleétidoslas cualesson
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muy similaresa las dos repeticionesinversasde 17 nucleótidosque flanqueanel fragmento

de DNA de 967 nucleótidosen el cual estáincluido ORFí (Fíg. 30). Estosdatossugieren

fuertementeque la región de DNA situadaentreel promotorPl y el inicio de ciiQ es un

elementode inserción (IS) relacionadoevolutivamentecon aquel presenteen Badilus

stearothermophilus.

Unabúsquedade homologíaentrela secuenciadeDNA del elementode 1 kb presente

en pCrI’264 y la secuenciade DNA de los plásmidoslactocócicospresentesen el bancode

datos de EMBL, mostró que varios fragmentos del elemento IS-putativo de pCIT264 estaban

presentesen los plásmidospSKllL, pTN2O y pPN4O (Fig. 31).

1 n’TACCcCAATTGCTAGTTAA21 ORFí 985 TcAACIPAOCAATTCGCGTA1002

1 TPcACCCGrGGTGCTAGATAA21 .4’ ORFA RED 982 TOAAcTAGcAccAcGCGTG1000

Fig. 30. Elementos putativos de inserción (IS) del plásmido lactocécicopC1T2G4 y de la región situada

“upstream’ del gen gtgCde Roel/tussteorozbennophitus. La longitud y dirección de las repeticionesinvertidas

que flanquean los elementos putativos de inserción (15) se indican con flechas. Los nucleótidos idénticos

presentesen amboselementosputativos están sombreados.La localizacióny la dirección de la transcripción de

las ORFs dentro de los elementosputativos de inserciónestán indicados.

Un fragmento de 263 nucleétidos(coordenadas431 a 666 en Fig. 9) del elementoIS

de pCIT264 tiene una identidaddel 99 % con una región quecomienzaen el extremo3 - del

gen de resistenciaa infecciónpor fagos (abiC) presenteen el plásmido pTN2O (Durmazy

cols., 1992). El plásmidopPN4O contieneuna región de 192 nucleótidosque muestra una

identidaddel 98 % con el margenizquierdodel elemento15 de pCIT264 (coordenadas111

a 302 en Fig. 9). Estefragmentode 192 nuclcótidosprecedeal gen de resistenciaa nisina

(mr) en el plásmido pPN4O (Froshet y Mckay, 1991). 69 nucleóridoslocalizadosen el

margenizquierdo del elementode pC1T264,aparecentambién en posición invertida en el

plásmidonecesariopara la utilización de la lactosa,pSKl lL.
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Fig. 31. Comparación esquemática de plásmidoslactocécicos.Simbolos: lossegmentossombreadosindican

la polaridadde regioneshomólogasde elementosputativosde insercién(15) en estosplásrnidoslactocócicos;
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Esta identidadpodríasermayor, ya que en el momentoactual no se ha determinado

toda la secuenciade nucleótidosdel pSKLl 1 y por lo tanto no se ha podido establecer

mediantecomparaciónde secuenciala extensiónde la regiónde homología.Ademásambos

plásmidos,pSKl IL y pCIT264, debende procederde un plásmidoancestralcomún, ya que

compartenun 50 % de homologíaen sus regionesde replicación.

Estosdatossiguen apoyandola teoríapostuladaanteriormenteen la que se propone

que la secuencia“lider” presenteen el mRNA1 ha sido generadapor introducciónde un

elementoIS entreel promotorPl y el inicio del gen ciíQ, posiblementepor un eventode

transposición.Deestamanerala introduccióndel elemento15 habríacreadoel promotorP2,

a partir del cual comienzala transcripcióndel mRNA2 (apanado4 de este capítulo de

Resultados).Asimismo,el elemento15 podríahabercreadoun promotorputativodenominado

P3, responsablede la transcripciónde ORE1. El promotorputativoP3 estásolapandoconel

promotorP2 pero en la hebracomplementaria,de tal forma que la región -35 de P3 estaría

situadaentre la región -35 y la región -10 de P2 (ver Fig. 9).

Paracomprobarsi el promotorP3 creadopor la posibleinsercióndel elemento15 de

pCIT264, erao no funcional en L. ladis biovar d¡acetylact¡s CRL264, se procedió a la

determinacióndel inicio del mRNA3 específicode ORFí (detectadopor hibridación de

Northern, resultadosno mostrados)por la técnicade extensióndel “primer” tal y comose

indica en el apanado11 del capítulo de Métodos. El oligonucleótidoquese utilizó en la

reacciónde extensiónfuéel siguiente:5 ‘-GCTAflATAAGTCATATAAG-3 -. La secuencia

de esteoligonucleótidoescomplementariaal mRNA3 de ORFí desdeel nucleótido1002 al

nucleótido 1021 en la Fig. 9. Esta técnica mostró que el extremo 5~ del mRNA3 está

localizado en el nucleótido 1079 (A). Este sitio de iniciación de la transcripción

corresponderíaa la utilizacióndel promotorP3 (Fig. 32). Estepromotorposeeunaregión -

35 TTGATA y una región -10 TAGTTA separadaspor 16 nucícótidos. Estos resultados

muestranla funcionalidaddel promotorP3 en L. lactis e indican la expresiónde la ORE1 en

dicho huésped.
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ORGANIZACION GENICA DEL OPERON CITQRP DE L. ladis biovar

diacetyiactis

Previamenteal inicio deestetrabajó, ya sehabíademostradoque la capacidadpara

el transporte de citratoen L. lactis biovar diacetylact¡sestabaasociadaa lacitratopermeasa

P (David y cols, 1990). Asimismo, la secuenciade aminoácidosde estaproteínahabíasido

inferida a partir de de la secuenciade nucleótidosdel gen clip codificante (David y cols.,

1990).No obstantese desconocía,si el gen cliP localizaen un plásmidoCit~, descritopor

vanosautores(Kemplery McKay, 1979, David y cols., 1990, Sesmay cols., 1990)era o

no el único gen requeridopara el transponede citrato en L. lactis. Los datosobtenidospor

Jahnsy cols. (1991)fueronsugerentesaesterespectoya quemostraronla necesidadde zonas

queprecedenal gen cliP, para la utilización de citrato en L. ladis.

En el transcursode esta tesis se ha determinadola secuenciade nuclentidosde la

regiónde 1586 nt que precedeal gen cliP en el plasmidopCIT264(Cit~). La inspecciónde

estasecuenciaha reveladola existenciade dos marcosde lecturaabierta (ciiQ Y cliR) que

seencuentranparcialmentesolapadasentre sí y en la misma héliceque cliP (Figs. 9 y 33).

El gen cliR precede a cliP en pC1T264 y el sitio propuesto de unión a los ribosomas

paraciíR se encuentrasituadodentro de una estructurasecundariacomplejapredichapor

ordenadorcon ayudadel programaFold (Fig. 15). Considerandocomo codonde iniciación

de la traducciónel primer ATG localizadodetrásdel sitio de unión a los ribosomas(Fig. 9),

cid? deberíacodificar un polipéptido de 13087 Da. El producto del gen ciii? ha sido

hiperproducido en un vector de expresion de E. coli y visualizadoen gelesde poliacrilamida

con un tamaño aproximado de 13 kDa (datos no mostrados), que coincide con el tamaño

teórico propuesto. La existenciade CitR en L. lactis ha sido demostradamedianteWestern

blot, al detectarel polipéptidoen extractoscrudosde L. lactis biovar diacetylact¡sCRt264

con anticuerposanti-CitR (comunicaciónpersona]de C. Magni).

El gen ciíQ precede a clíR en pCIT264 y partede su secuencia,que se encuentra

incluida por completoen la estructurasecundariaanteriormentepredicha(Fig. 15), solapa

parcialmentecon la secuenciadeciii?. El gen ciíQdeberíacodificaríaparaun polipéptidode

3876 Da. No se ha demostrado la existencia del polipeptido CitQ, pero delante del codon de

iniciación de la traducción ATO, existe una secuenciade unión a los rib¿somas(5

uGAAAcGAGGUcA-3’) que es complementaria al extremo 3 - del RNA ribosómal 16S de
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L. lactis (3 -UCUUUCCUCCACU-59 (Ludwig, W., y cols., 1985). Esta secuenciade

Shine-Dalgarnodeberíateneruna energialibre de unión (Sg) al extremo 3 - del rRNA 16S

de -9,7 kcal moL’, de acuerdocon las reglasdeSchurry cols. (1993)en las cualessetiene

en cuenta una perdida de energia libre de 3,4 kcal moV’ producida en la iniciación de la

formación del duplex.

En el sistema de E. cali, el análisis de la distribucion de energia librede 1159 sitios

de unión a los ribosomasha reveladoqueel valor medio de energialibrepor gen es de -4,9

kcal moL’ y solamente33 de estos genesdan una energialibre inferior a -10 kcal moV1

(Schurr y cols., 1993). Tenemosque hacerconstar que un SD canónico da un valor de

energialibre de -19,5 kcal moV’ y queel valor maspróximo detectadoen E. cali es de -14,3

kcal moL’. Estosdatossugierenfuertementeque el SD de ciiQ debeser reconocidopor los

ribosomasdeL. la cUs y por lo tanto el polipeptidoCitQ debesersintetizadoiii vivo.

Duranteel desarrollode estatesis hemos mostradoque el gen ciíP se transcribe

primordialmenteen la fase exponencialdel crecimientoa partir del promotorPl, el cual

precedeen 1487 nt a dicho gen (Figs. 9, 10 y 11). También hemos mostradoque la

transcripcióndecliP terminaen unaestructurasecundaria,característicade los terminadores

procarióticosp-independientes,localizadaa98 nt delextremo3 - del gencliP (Figs. 12 y Fig.

33). La transcripción de cliP a partir de Pl genera un transcrito de 2914 nt (Fig. 7)

denominado mRNA1. La existencia de cirQ y chi? planteaunaorganizacióngénicaen la cual

ciíQ, ch? y cliP constituyenuna unidadtranscripcionalque seencuentrabajoel control del

Pl. Por lo tanto se puede inferir que cliP forma partede un operónquehemosdenominado

cii QRP, compuestopor los genesciíQ, ciii? y cliP.

El hecho que la región de 983 nt del mRNA1 que se localiza entrePl y P2, no

contenganingunaORE,es sorprendente.Sin embargo,dentrodeestaregión seha observado

la existenciade dos repeticionesinversasde 17 nt separadaspor 967 nt (Figs. 9 y 29). La

inspección de la secuencia de estaregión tambiénha demostradola existenciade una ORF,

denominada ORF1, localizada en la hélice de DNAcomplementaria a mRNA1 (Figs. 9 y 32).

Asimismo, hemoscomprobadoque ORFL setranscribea partir de P3 (Figs. 9 y 31)..Esta

ORF estáformadapor296 codonesy su secuenciade aminoácidosmuestrauna homología

del 51% con dosmarcosde lecturaabiertossolapantes(ORFA y ORFB) de una 15 putativa

de B. stearothermophilus(Hg. 28). Además,esta15 constituidapor 968 nt estáflanqueada

por una repeticion inversade 14 nt incluida en una región que es homólogaa aquellaque
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bordeaa la ORFí de pCIT264 y que contiene la repetición inversade 17 nt (Fig. 30). Así,

16 de los 21 nucleotidoslocalizadosdelantede la ORFA, son idénticos a aquellosque

precedena la ORFí y 15 de los 19 nucleotidoslocalizadosdetrásde la ORFí, son iguales

a aquellossituadosdetrásdela OREB. Todosestosdatossugierenquela regióndepCIT264,

que contiene ORFí es una 15. Varias secuenciasde inserción de L. la cUs han sido

identificadas y caracterizadasen L. lactis (Gasson, J., 1993). Sin embargo, no hemos

encontradohomologiaentreellasy la IS putativadel plásmidopCIT264.

Porotra parte,medianteinspeccióndelbancode datosEMBL hemoscomprobadoque

partede la secuenciade DNA de estaIS estápresente,con un alto gradode homología,en

otros plásmidoslactocócicos(ver apanado11 del capítulo de Resultadosy Fig. 31). En

experimentosrecientesno recogidosen la parteexperimentalde estatesis, hemosdetectado

por hibridacionde Southernconunasondainternaa la 15, queenel DNA total digeridocon

EcoRíde las estirpesde L. lactis biovar d¡acetylactisCRL264 y CRL3O (estirpecuradade

pCI’T264) existenal menos6 fragmentosque hibridan con la sondaindicando quemultiples

copiasde la 15 estánpresentesen el genomade estasestirpes.Además,hemoscomprobado

que estanueva15 estápresenteen el cromosomade la estirpelibre de plásmidosL. ladis

subsp. lactis MG1363, todo lo cual da idea de su dispersión.

Todos estosdatossugierenque el plásmido pCIT264 derivade un plásmidoparental

Cit~ en el cual el promotorPl precedíade forma inmediataal operóncIíQRP (Fig. 33).

Aparentemente,duranteel procesoevolutivo, la extensaregión lider presenteen el mRNAl

fué presumiblementeoriginadapor un eventode transposición,resultandoen la introducción

de unasecuenciade inserciónentreel promotornaturalPl y el gen citQ, dandolugar a la

estructuragénicaactualpresenteen pCIT264. Asimismo, dicha introducciónha dotadoa

pCIT264 de tres promotorestranscripcionales(P2, P2 Y P3), Que no estabanpresentesen

el plásmidoparentalCity. El promotorP3 permite la expresiónde ORFí, cuya función es

desconocidahastael momento. Sin embargo,hemosmostradoque aparentementeno está

implicada en el transportede citrato (ver apartado 11 de resultados)y su secuenciade

aminoácidosno presentahomologiacon las correspondientessecuenciasde las transposasas

contenidasen el bancode datos EMBL. Los promotoresP2 y P2 - están implicadosen la

expresión del operón cÚQRP y su significación biológica será discutida en el apartado

siguiente.
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INFLUENCIA DEL ELEMENTO DE INSERCION DE pC1T264EN LA EXPRESION

DEL OPERON CJTQRP

Ocasionalmentelas secuenciasde inserción(LS) proporcionanpromotoresqueactivan

la expresiónde genesintegradosen el transposónal que flanqueano de genesadyacentesa

la secuenciainsertada(Amíbile-Cuevasy Chicurel, 1992). Deesta forma las secuenciasde

inserciónpuedenactivar genesque,previamentea la inserción,carecendepromotorespara

suexpresión.La activaciónpuedeserdebidabiena la existenciade un promotordentrodel

transposóno a la creaciónde un promotorcomo resultadode la inserción (Labesy Simon,

1990). Ambos supuestossucedenen el casoquenos ocupa.

Los resultadosrecogidosen los apartados4 y 8 delcapítulode Resultadosde estatesis

handemostradoquela LS depCIT264contienedospromotores(P2 y P2’) capacesde dirigir

la expresiondel operoncii QRP. El promotorP2, creadoal igual queP3 por la introdución

de la LS, es reconocidopor la RNA polimerasalactocócica(Fig. 10), mientrasqueP2-, cuya

secuenciaestácompletamenteincluidaen la LS (Fig. 33), esunicamentefuncionalen E. coil

(Fig. 24). La creacciónpor inserciónde un nuevopromotor,P2, en L.ladds no parecela

respuestaa la falta de un promotorparala transcripcióndel gencliP en estehuésped,yaque

la existenciadel promotorPl, cuyasecuenciacompletaestáfuerade la IS, pareceseranterior

a la insercióndeesteelementoen el plásmidoCit~ (Fig. 33). Laexpresióndel operónciiQRP

en L. lactis a partir del promotor P2 durantela fase exponencialdel crecimiento,aunque

existe, pareceser minoritaria en comparacióncon aquella que se produce a partir del

promotornatural Pl (ver apanado5 del capitulo de resultadosy el apanado’siguientede

discusión). Sin embargo, en la fase estacionariadel crecimiento, P2 es el promotor

preferencialmenteutilizado parala expresióndel operón cIíQRP (Fig. 10). Por lo tanto, en

L. lactis, la posibleventaja selectivade pCLT264 sobre el plasmidoparentalCitt por la

creaciónde P2, no esadscribibleala activaciónde la expresióndel operóncii QRP, sinoque

es probablementedebidaa un incrementode la expresiónde dichooperónprimordialmente

en la faseestacionariadel crecimiento.

En el sistemade E. coil la introducciónde la LS ha posibilitado la transcripcióndel

operóncii QRPen estehuéspedheterólogo.En estaocasiónlapresenciadela 15 en pCIT264,

conteniendoel promotorP2- ha producidola activación deloperóncii QRP. Estaconclusión

está basadaen los resultadosobtenidosmediante la obtención de plasmidosderivadosde
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pCIT264 y análisisde la capacidadde estirpesde E. coil portadorasdeéllos paratransportar

citrato (Figs. 5 y 6). Además,hemosmostradoqueen estehuespedel gen cliP setranscribe

en un único mRNA, denominadomRNA2 - de 1983 nt (Fig. 23) sintetizadoa partir del

promotorP2- (Fig. 24) y que tiene su extremo 3’, al igual que en L. ladis, en la estructura

secundariasituada“downstream” del gen cliP (Fig. 25). Previamenteal inicio de estatesis,

David y cols., (1990) observaronque el gen cliP del plásmidolactocócicopCT176sólo se

expresabaen E. coil, cuandoestabadonadoen el vectorpBR328en la orientációncorrecta

respectoal promotordel gen cat de dicho vector. En basea estos resultados,los autores

concluyeronque el gen cliP de L. ladás se expresabaen el plásmido hibrido’ en E. coli a

partir del promotorcaí. Asimismo, postularonquelas señalestranscripcionalesnaturalesdel

gen cliP no eranfuncionalesen E. coli, o bien no estabanpresentesen el plásmidohibrido

obtenido. Nuestros resultadosde expresiónde cliP en el sistema heterólogo,apoyan la

hipótesisde queel promotornatural de cliP no es reconocidopor la RNA polimerasadeE.

coli, ya que hemosprobadoque Pl no es funcional en este sistema(Figs. 23 y 24). Sin

embargo,existendiscrepanciasentrelos resultadosde David y cols. (1990) y los recogidos

en estetrabajo,puestoquesi hemosobservadoexpresióndel gencliP a partir del promotor

P2 -. Estasdiscrepanciaspodríanser explicadaspor doscausas:1) el promotorP2’ no está

presenteen el plásmidopCT176.Estaexplicaciónla asuminosbasadandonosen el hechode

queel fragmentoECoRV-BglII, que contieneel promotorP2-, poseeun tamañode sólo 0,5

kb en el plasmidopCTL76 (David y cols.,1990),mientrasque en pCIT264esde 0,916 kb

(tamañodeterminadopor la determinaciónde la secuenciade nucleótidosde estefragmento,

Fig. 9). Así, es factible que el plásmidopCT17Ó sólocontengaunapartede la IS presente

en pCIT264 (como ocurreen los plásmidos pNP4O,pSKLl1 y pTN2O) y que carezcadel

promotorP2’. 2) en el plásmidohíbrido construidopor David y cols (1990),en el cual los

genescliP y caí estabandonadosen orientacionesopuestas,la transcripción desdeel

promotor ~ podría interferir con la transcripciónconvergentedesdeel promotor P2’,

resultandoen una inhibición de la sintesisdel mRNA2 - y comoconsecuenciade la sintesis

de CitP. Este mecanismode inhibición de la transcripción ha sido descrito en E. coli.

Cualquierade estasdoshipótesisjustificaríala falta deexpresiónobservadaporDavidy cols.

(1990) y hacecompatiblessusresultadoscon los obtenidosen estetrabajo.

La significación biológicaque puedetenerla existenciade señalestranscripcionales

que son reconocidasen E. coil (P29 y no en L. lactis para la transcripcióndel operón
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ciiQRP, esdesconocida.Sin embargo,la capacidadparafermentarcitrato podríasuponeruna

ventajaselectivaen ciertoshabitatsparaunaespeciequeesnormalmente,aunqueno siempre,

Cit., comosucedeen el casode E. cok. La adquisiciónde estacapacidadpodríaser debida

a la movilizacióndel plásmidoCit~ porplásmidosconjugativosdesdeL. loctis a E. coil, ya

quese ha comunicadoqueel plásmidoCit~ puedeser facilmentetransferidopor movilización

(Jahnsy cols., 1991).Sin embargo,estaposibilidades improbabledebidoa queel plásmido

Cit~ poseeuna región de replicación(Pedersen,M. y cols., 1994) queeshoniologaa la de

unafamilia de plásmidoscon replicacióntipo theta.El plásmidotipo de estafamilia, pWVO2

(Kiewiet y cols.,1993),asi comootro plásmidopertenecientea la misma,pCI305 (Hayesy

cols., 1991) no replicanen E. coil, por lo tanto es muy probableque el plásmidoCit~ no

repliqueen estehuésped.No obstanteunade la característicasde las estirpesnaturalesde L.

ladises la presenciade multiplesplásmidoscorresidiendoen la mismacélula, algunosde los

cualesreplicanvia circulo rodante. Dentro de la familia de plásmidosque replicanpor el

mecanismode circulo rodantese encuentranlos plásmidosnaturalesde L. ladis pSH7l y

pWVO1 los cualesson capacesdereplicaren E. cok (de Vos, 1987).Así, aunqueel plásmido

Cit~ fuera incapazde establecerseen E. coil, cabría la posibilidadde que en L. ladtis el

operóncii QRPfueratransferidomedianteun procesodetransposición(seconocelaexistencia

de al menosuna secuenciade insercióntipo 1551 en el plásmidoCit~, Jahnsy cols., 1991)

a un plásmido que replicara vta circulo rodante y este plásmido podría a su vez seR

transferidohorizontalmentede L. lactis a E. coil, ya queambasespeciescompartennicho

ecológico en el hombre.

Recientementeestudiosen Síreptococcushan reveladola existenciade transposones

conjugativos (Amábile-Cuevas y Chicurel, 1992), que son capaces de escindirse,

circularizarsey sufrir una transferenciaconjugativade manerasemejantea los plásmidos

conjugativos.Uno de estos transposonesconjugativosha sido identificado en L. ladis

conteniendogenesquecodifican para una bacteriocina(Hom y cols., 1991). Teniendoen

cuentaestos datos también cabría la posibilidad de que un transposónque contuvierael

operóncii QRP sufrieraunatransferenciaconjugativasimilar a la ocurridacon la IS descrita

por Hom y cols.(1991),aunquese desconocela existenciade tal transposóny si dicha

transposiciónpudieraocurrir desdeL. lactis a E. coli.
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UTILIZACION DIFERENCIAL DE PROMOTORES EN L. ladis Y EN E. cali PARA

LA EXPRESION DEL OPERON CITQRP

La transcripción de genes por las RNA polimerasas bacterianas requiere el

reconocimientode secuenciasespecificasen el DNA, denominadaspromotores,por los

factoressigmade dichoenzima. En el sistemade L. l.actis, a diferenciacon E. cok, no se

hanrealizadoestudiosdetranscripciónin viíro, ni seha identificadoningun factorsigma.Por

ello, se desconoceel numerode factoressigma lactocócicosexistentesy lás secuencias

reconocidasporellos. Sin embargo,si sehandonadosecuenciaslactocócicasquépromueven

la transcripciónen estesistema.Ademásvan de Guchtey cols. (1992)han comparadolas

regionesqueprecedenal inicio de la transcripciónde 21 de estassecuenciasdeL. lactis (sólo

6 deellasprecedenagenesidentificados).Los resultadosdedichacomparaciónhan mostrado

una alta conservacion de las secuencias tTGtTa y T(tia)AAA en las regiónes-35 y -10 que

precedenal sitiode iniciaciónde la transcripcióny queparecenserlas secuenciasreconocidas

por el factor sigma mayoritariode la RNApolimerasalactocócica.

En estetrabajoexperimentalseha analizadola expresióndel gen cliP apartir de los

promotoresPl+P2 mediantedeterminaciónde la actividad CAl codificadapor el plásmido

pFLL2 (Fig. 20). Asimismo, la contribución de P2 en la expresiónde este gen ha sido

determinadapor la construccióndel plasmidopFL17 (derivadodel plasmidopFL12 obtenido

por eliminación del fragmento EcoRV-EcoRV, que contiene Pl) y determiñaciónde la

actividad CAí codificada por él (255 U mg proteína ‘, dato no mostrado en el capítulode

resultados).La comparacióndelas actividadesCAí codificadaspor pFL12y pÉLí? muestra

que la expresióna partir de P2es aproximadamente4,5 vecesinferior a la obt~nidaa partir

de Pl (Tabla y). Por otra parte, se ha analizadola expresión de cliP a partir de los

promotoresestreptocócicosP,,~(TablaIV y TablaV) Y ~ML (Lépezde Felipey~cols. (1994)

y Tabla y). Los resultadosobtenidosmuestranque en L. ladis P~ es el promotormas

fuerte de los analizados. Este promotor es el únicoquecontieneuna secuencia10 localizada

delantey separadapor un nucleotidode la región -10. Estasecuenciaestápresenteen varios

promotoreslactocócicosy pareceestarrelacionadacon la fuerzade éstos(van der Vosseny

cols., 1987). Además,la presenciade una región rica en residuosa delantedél -35 podría

contribuir a la fuerzade estepromotorcomo ocurre en E. cok (Ellinger y cols., 1994),

huéspeden el que P,,~ es tambiénfuncional (Ballestery cols. 1990).
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Los promotores Pl y P~0~ presentanunafuerzasimilar en L. laciA (Tabla VI) y de

hechoambospresentanuna desviaciónde dos nucleótidosen las regiones-35 y -10 y el

mismo espaciadode 17 nt. (Fig. 34). La debil utilizacióndel promotorP2 (TablaV) podría

ser adscribible a la baja coincidenciacon la región - 35 canónica,y en la que sólo tres

residuosestanconservados(Fig. 34). Alternativamente,la debil expresióndetectadaa partir

de este promotor podríaserdebidaaqueP2fuerareconocidoporun factor sigmá minoritario

de L. ladis, no descrito hastaahora, funcional en las etapasde crecimientoexponencialy

estacionaria.

Por otra parte, la ausenciade actividadde P2 - (Fig. 10) observadasen L. lactis, no

tieneuna explicaciónobvia, ya queP2’ poseeunasregiones-35 y -10 quese desviande las

secuenciasconsensoen el mismo númerode nucleótidosy en las mismasposicionesquePl,

y ademásel espaciadoentreestasregionesde 18 nt es igual al existenteen P,,~ (Fig. 34).

Sin embargo,el alto contenido de Al (62%) del cromosomade L. laciA predice un

requerimientomas estricto para el reconocimientode secuenciaspromotoraspor la RNA

polimerasalactocócica,queel observadoparaE. cok. Estapredicciónha sido confirmada,

ya quesecuencias lactocócicas aisladas en E. cok, debidoa su actividadpromotora,no eran

funcionalesen el huespédoriginal (Bojovic y cols., 1991). Así, esposibleque la presencia

de unaG en la última posiciónde la región -10 del promotorP2-, la cual sólo estápresente

en 1 de los 21 promotoresanalizadospor de vande Gutchey cols (1992),provoquela falta

de reconocimiento de este promotor por la RNA polimerasalactocócica.Estacircunstancia

no parece influir a la expresión en el sistemadeE. coli, puestoquehemosdetectado,queel

gen cliP, sólo se expresa a partir del promotor P2’ en estesistema(Fig. 24). La secuencia

de este promotor sólo se desviaen 2 Y 1 residuos,respectivamente,de las secuencias-35

(TTGACA) Y -10 (TATAAT) reconocidas por el factor mayoritario («70) de E. cok

(Rosenbergy Court, 1979). Asimismo, el espaciadoentreamboshexanucleótidoses de 18

nucleótidosvalor quecoincidecon el espaciadoconsenso(1711).Porotraparte,el promotor

P2’ tiene otra característica que no tienen ni Pl ni P2, y es la presenciade unaextensiónde

residuosadeninaprecediendoal hexamero-35 (Fig. 34). Estacaracterísticadeberíaservirle

para ser un promotor eficiente en E. cok, ya que se ha observadoque estassecuencias

influencianpositivamentela funciónpromotoraen estehuésped(Ellinger y cols., 1994). Por

tanto, parecelógico inferir queel promotorP2- esreconocidoporel factorsigmamayoritario

de la RNA polimerasade E. cok.
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Tabla V. Comparacion de la fuerza de promotores en la expresión de cliP en L. lactis

Plasmido Promotores Actividad CAT (%)‘

pFLl6 P~ 100

pFL14 PpolA 31,8

pFLl2 P1+P2 37,3 (30,5+6,8)2

pFL17 P2 6,8

‘Las actividadesCAT aparecenexpresadasenporcentaje,siendo100% el valordetectadoenextactosdeL. tacáis

MG1363/pFLI6. Los datos numéricos deactividadCAl aparecenrecogidosen la Fig. 20 &FLI2), Tabla iv

(pFLl4) y en López de Felipe y cols (1994).

La actividad CAT debidaal promotor P2 ha sido consideradaigual a la detectada en losextractosconteniendo

pFL 17. La contribución del promotor Pl en la actividad CAí ha sido calculada por sustraciondelvalor debido

a P2, al valor total obtenido en los extractos conteniendopFLl2.

El hecho de queel promotornatural del operóncIiQRP (Pl) no sea reconocido por

el factor «~ de la RNApolimerasa de E. cokno parece muy clara, puestoquesu secuencía

se desvia de las secuencias canónicas en el mismo númerode residuosque el promotorP2-.

Esta falta de reconocimiento podría indicar, que la utilizaciónde Pl por la RNA polimerasa

lactocócicarequierela existenciade algún factor específicode su huespednatural. Sin

embargo,hemoscomprobadoquePl es funcional en el huéspedheterólogo5. pneumonlae

(Lópezde Felipe y cols, 1994),por tanto, si fuera ciertoel requerimientode un factor del

huéspedpara el reconocimientode Pl, este factor estaríapresenteen otra bacteria gram

positiva, 5. pneumonioe, y no sería codificado por E. coil (bacteria gram negativa).

De lo anteriormente comentadoy del conocimientoactual sepuedededucirque este

esel primer casodescritode un promotordeL. lactis, que no es funcional en E. cok.
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-35

PreáL GAAGAAAGAAT flGaaA

PpoL~4 TAGCTCflCCCA aTGTA

Pl TCAGCrrArrAT TTGcgA

P2 A’ITI?ATITTCCA aTGaaA

P2 - AAACAAAAACrr TTGgaA

espaciado -10

CrrAGrVrATATGTQG TAAAAt GrrrrAA

16

rrrITTGArrCrrrCCTt TAtAAt GGGTGTA
18

AACAAAACAGAAAOGAA TAgAAt AAAAATA
17

rrAACTAGCAArrCGGG TAAAAA TATCAAGTACAG
18

GTGTGCTArrATAAGTCA TAtAAg TCGTOAG
18

Hg. 34. Secuenciade nucicétidos de las recionesque incluyen los promotores P..~,P,~,PL, PZyP2t Las

regiones -35 y -10 de los promotoresaparecenindicadascon negrilla. Las secuenciasque pueden estar

implicadasen la fuerza de los promotoresaparecensombreadas.Los sitios de iniciación de la transcripción

aparecen subrayados. Los datos mostrados han sido obtenidos en estetrabajo o recogidos de López de Felipe

y cols. (1994).

Cfl7P ES EL UNICO GEN ESENCIAL PARA EL TRANSPORTE DE CITRATO EN

Lactococcuslactis biovar diacetylact¡s.

La utilización de citrato por Lactococcusladis biovar d¡acetylact¡s tiene una gran

importancia en las fermentaciones de productos lácteos ya que la convérsión de este

metabolito da lugar, entre otros, al compuestoaromáticodiacetílo. La producción del

compuestodiacetiloesesencialen la produccióndelaromay sabordedeterminadosproductos

lácteos. Asimismo, duranteel metabolismodel citrato seproduceCO2 lo que produce una

texturacaracterísticaen los productosfermentados.La primeraetapaen el metabolismodel

citrato es el transporte de dicho metabolito al citoplasma de la célula. Comose ha dicho en

el primer apanadode estecapítulo la capacidadde transportarcitrato en L. lactis Novar

diaceíylacdx estáasociadaa la citratopermeasa P codificada por el gen cliP presenteen un
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plasmidoCit~ (Kempler y Mckay, 1979, David y cols., 1990, Sesmay cols., 1990). No

obstantesedesconocíasi se requeríanotrosproductosgénicoscodificadospor el plásnúdo

Cit~ para el transponede citrato en L. lactis.

Para despejaresta incógnita, duranteel desarrollode este trabajo experimentalse

construyerondiferentesplásmidosderivadosde pCIT264 (ver apanado1 del capítulo de

Resultados).EstosderivadosseconstruyeronsubclonandodiferentesregionesdepCIT264en

el plásmidode amplio rangode huéspedpLSl. Una vezconstruidossemidió el transporte

decitrato en las estirpesde L. ladis queportabanestosderivados.Uno de estosplásmidos,

pFL4, quecontienela región queprecedeal gencliP en pCIT264pero no la queestásituada

“downstream” de dicho gen (Fig. 14), fué capazde conferir la capacidadde transportar

citratoa L. ladis (Fig. 6). Estedatodemostróquela zonadelecionadano eranacesariapara

el transportedecitrato en su huéspedoriginal. Asimismo,seexaminóel requerimientode las

zonasprecedentesal gen cliP en el transporte de citrato mediantela construcciónde los

plásmidospFL3 y pFL6 (Fig. 4). El plásmidopFL3, ademásdel gencliP portaun fragmento

deDNA cromosómicode5. pneumoniae.Este fragmento de DNAque contiene el promotor

transcripeionaldel genpolA, sustituyea la región de pCIT264 queincluye los promotoresPl

y P2 y los genesciíQ y clíR en el plásmidopFL4. La estirpedeL. ladis MG1363 (Citr) por

introduccióndel plásmidopFL3 adquirió la capacidadparaincorporarcitrato al citoplasma

celular (Fig. 6). Esteresultadodemuestraque tanto ciíQ como clíR no estándirectamente

implicadosen el transportede citrato.

La necesidadde las zonasqueprecedena cliP en pCIT264 para su transcripción,se

puso de manifiestoal no detectartransportede citrato en celulas de L. ladis MG1363

conteniendoel plásmidopFL6 (Fig. 6). Dicho plásmidofué obtenidoa partir del plásmido

pFL3 poreliminación,mediantedelección,delpromotorestreptocócico~ quedirigía la

transcripciónde ciíP en el plasmidoparental(Fig. 5). Por otra parte,no se observóefecto

algunosobreel transportede citrato generadopor la estirpede L. ladis MG1363portadora

del plásmidopFL3, al suplementaríacon el plásmidapSi, el cual contieneORFí donado

en el vectorde bacteriasgram+ pIL253 (ver detallesde su construcciónen el apartado11

del capítulode Resultados).Esteresultadoindicaque elproductodeORFí no estáimplicado

en el transportede citrato.

Así, podemosdeducirde nuestrosresultadosque el requerimientodel plásmidoCit~

para el transportede citrato en L. lactis es exclusivamentedebidoa la citrato permeasaP
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productodel gen cliP. Asimismo, hemosdemostradoqueel requerimientode la region que

precedea cliP en dicho procesoes debido a la necesidadde secuenciaspromotorasque

permitan la expresión de dicho gen. En consecuencia,nuestros resultadosexplican la

imposibilidad de utilizar citrato en estirpes de L. kzctis portadoras de un derivado del

plásmidoCit~ obtenidoal deleccionarel fragmentoEcoRV-BglIIqueprecedeal gen cliP en

el plásmidoparental(Jahnsy cols., 1991), ya que dicho fragmentocontienelos promotores

transcripcionalesdel operónciiQRP.

REGULACION POST-TRANSCRIPCIONAL DEL OPERÓN CJTQRP

La construcción de derivadosdeleccionadosde pCIT264hapermitido niostrarqueel

productodel genclíR no esesencialparaqueL. ladtis transporte citrato a su citoplasma. No

obstante,debidoa queclíR forma partedel mismo operón quecliP era lógico suponerque

el producto del gen ciíR estuvieraimplicado en la regulaciónde la expresiónde cliP.

Paracomprobardicha hipótesisse ha examinadoel efecto del gen cliR y de su

producto CitR sobre la expresióndel gen cliP, para lo cual se contruyó el plásmidopFLl2

(Fig. 18). Esteplásmidocontieneuna fusión cliP-cas bajo el controlde Pl y P2. El efecto

de clíR sobre esta fusión, y por extrapolación sobre cliP, seexaminósuplementandocliR bien

en cis o bien en irans respectoa cliP. El análisis de la regulación de cliR en irans sobrecliP

fué posibleal introducir el plásmidopFI2O en la estirpede L. ladtis MG1363/pFL12. El

plásmido pFI2Oproduceuna sobreexpresiónde CitR en la célula, ya queel gencodificante

está donado bajo el control del promotor estreptocócico P,,<,,~ (Fig. 19).

La presenciadel plásmidopFI2O no afectó ni al númerode copiasde pFL12 (7±1)

ni a la síntesisdel mRNA específicocliP-caí (Fig. 20). Sin embargo,la sobreexpresiónde

CItR producida por pFI2O provocó un descensode cuatro veces en la actividad CAT

codificada por pFLl2 (Fig. 20). Puestoque los niveles del mRNA especifico cliP-caí

permanecíaninalterables,independientementede lapresenciao no del productodel genclíR,

estos resultados revelan que CitR ejerce un efecto inhibitorio en irans sobrela traducciónde

cliP y que la dianadeCitR tienequeestar localizadaen el mRNA del operóncii QRP. Para

intentardelimitarporexclusiónla posiciónde dichadiana,se generóel plásmidópFLl4 (Fig.

21) a partir de pFL2. En pFLl4, las señalestranscripcionalesnaturales (Pl y P2) que

controlan la transcripciónde la fusión cliP-caí fueron sustituidaspor el promotor~¡,MA~ se
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eliminó el gen ciíQ y sesustituyóel sitio de unión a los ribosomasdel genclíR por el SD del

gen 4il0 del bacteriófagoT7.

No se observó efectoalgunosobrela actividadCAT codificadapor pFLl4 cuandola estirpe

de L. ladis portadorade esteplásmido sesuplementócon CitR (pFI2O) (Tabla IV). Así,

nuestrosresultadosmuestranquela diana de CitR no seencuentraen el mRNA codificado

por el plásmidopFL14, pero si en aquel codificadopor pFLl2. Por tanto, podemosdeducir

quedicha dianano estaincluidaen las regionescodificantespara CitR y CitP.

Paraanalizarla posibleregulaciónejercidaporclíR en cts sobrecliP, seconstruyeron

los plásmidospFLl3 y pFLlS (Fig. 21) generados,respectivamente,a partir de pFL12 y

pFL14 por interrupcióndel gen clíR. La interrupciónde clíR provocóquepFLl3 Y pFL15

generasen unas actividades CAT dos veces inferiores a las codificadas por sus plásmidos

parentalesrespectivos(Tabla IV), sin afectara la síntesis del mRNA específicocliP-caí

(resultadosno mostrados).Por lo tanto, hemosobservadoun efectode la traducciónde clíR

encis sobrela síntesisdeCitP con independenciadel promotortranscripcionalutilizado (Pl

o P~). Estos resultadosindican, queCitP puedesintetizarsesin quese traduzcaciiR. Sin

embargo,pareceexistir un acoplamientoparcial de la traduccióndecliR y cliP, queprovoca

un aumento en la síntesis de Cid’. Las distanciasexistentesdesdeel codondeterminaciónde

la traducción de clíR (TAA), y al sitio de unión a los ribosomas(AuAAAuGGAGaGA) o al

codon de iniciación de la traducción (ATG) del gen cliP son de 7 y 25 nucleotidos

respectivamente.Ambosvaloresson inferioresa 35 nucleotidos,queesaproximadamentela

distanciacubiertapor los ribosomasdurantela traducción (Schurr y cols., 1993). Por tanto,

es factibleque los ribosomasqueterminanla traduccióndeclíR puedan unirse al SD de cliP

con mayor eficiencia que los ribosomaslibres, o bien queobvien el sitio de unión a los

ribosomasy reconozcan el primer codon ATGde cliP iniciando la traducción de dicho gen.

Ambas posibilidadesprovocaríanla mismarespuesta,que consisteen el incrementode la

síntesisde cliP.

Asimismo, la presenciade pFI2O no afectó significativamentea la actividad CAT

generadaporpFL13 (queno expresaCitR (Tabla IV), confirmandoquela represiónejercida

por CitR en irans requiereun acoplamientode la traducciónentreclíR y cliP.

La regulaciónpost-transcripcionalde la expresióndel gencliP pareceimplicar aotros

factores además de CitR. Durante el transcursode estetrabajo,en los diferentesexperimentos

de Northernblot, realizadosparadetectarlos transcritosespecíficosdecliP en la estirpede
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L. laciA biovar diacetylactis, se observaroncantidadesvariablesde mRNAl y mRNA2

(Figs. 7,13 y 14), sugiriendoquela especiemolecularmRNAl podríaserprocesadapor las

ribonucleasaslactocócicas.Apoyando esta hipótesis el análisis de la secuenciacon el

programaFoId revelóla existenciade unaestructurasecundariacomplejaputativaquepodría

constituiruna dianaparael ataqueendonucleolíticopor ribonucleasasbacterianas(Fig. 15).

Estahipótesisfueanalizadamedianteaislamientode losRNAsprocedentesdecultivos

de L. lactis Novar d¡acetylact¡sCRL264 /pCIT264,pretratadosdurantediferentestiempos

con Rf, inhibidor especificode lasRNApolimerasas bacterianas. A continuación,seanalizó

el destinode los mRNAs específicosde ch? medianteNorthem blot utilizando dos sondas

(verapanado6 del capitulode Resultados).El mRNAL fué detectadoconambassondas,pero

posteriormente y dependiendo de la sonda utilizada se detectaron diferentes especies

molecularesde mRNA específicasde cliP. Los resultadosobtenidosmuestranqueel mRNAl

es probablementeconvertido en un fragmento de 1000 nt y un fragmento de 1900 nt,

correspondientesrespectivamentea las regiones5’ y Y del mRNA1 (Fig. 16). El transcito

de menor tamañoprobablementeno es traducido, ya que la inspección de la secuencia de la

regiónque comprendeno revela ningún cuadrode lecturaabiertosignificativo.

Despuésde la acumulacióndel transcrito de mayor tamañosedetectó su posterior

conversión en un transcrito de 1500 nt (Fig. 16). El tamaño de esta especiemolecular

coincidiríacon la longituddel gen cliP, sugiriendoquedespuésdel procesamientoinicial del

mRNA1 en dosfragmentos,la región 5~ del fragmentode mayortamañoestaríasujetoa un

ataqueendonucleolítico.

La longitud de las dos especiesde RNA (1000 Y 1900 nt), generadasa partir del

mRNAl sugieren,queel procesamientode esteRNA tiene lugar en la estructurasecundaria

compleja.La estructurapropuesta(Fig. 15) perteneceal tipo de estructuraqueconstituyela

diana característica para el ataque endonucleolítico en otros sistemas bacterianos (Gamper y

cols., 1992; Lesage y cols., 1992; Liu y cols., 1992). La estructura secundariay el

procesamientoespecíficodel transcrito del operóncitQRP podríanestar implicados en el

controlpost-transcripcionalde la expresióndecliR. Varios datos parecen sugerirlo. El codon

de iniciación de la traducción de ciii? está localizado en el extremo 3 - de la estructura

secundaria y el sitio putativo de unión a los ribosomas de cÚR (AGAAG), que es

complemetarioal extremo Y de L. lacdx 165-rRNA (Ludwig y cols., 1985), está

parcialmentebloqueadoen los dos tallos de la estructura.La formación de la estructura
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secundariaen el mRNA intacto podríainterferir con la traducciónde ciii?, ya que este tipo

de estructuraspareceninfluir en la eficienciade la iniciación de la traducciónen L. lactis

(van de Gutchey cols., 1992). También,esprevisibleque existaunacompeticiónentrelos

ribosomasqueestántraduciendoel gen ciíQ (incluidoen dichaestructura)y las ribonucleasas

queprocesanel mRNA 1 tal y comoocurreen el operón lac de E. coli (Yarchuk y cols.,

1992).La unión de los ribosomaslibres al SD de ciíQ en el mRNA1intacto, posibilitaría la

traducción de este polipeptido evitando la formación de la estructura secundariay

consiguientementeel procesamientode dicho transcrito(Fig. 34). Estesucesofavoreceríala

expresióndel gencliR por traducciónacopladade los ribosomasqueacabande traducirciiQ,

o por un mecanismode cambio de cuadro de lectura. Estos mecanismosde regulación

traduccionalson funcionalesen otros sistemasbacterianoscomopor ejemploes el caso del

genermCde Staphylococcusaureus ~Mayfordy Weisblum, 1989) y el operónde E. cok

codificandoel factor de iniciación traduccional1F3 y la proteínasribosomales(L35 y L20)

(Lesagey cols., 1992).

El análisise interpretaciónde los resultadosdiscutidosen esteapartadonosha llevado

a postularel siguientemecanismode regulaciónde la expresióndel operónciíQRP(Fig. 34).

El operón ciíQRPse transcribiría en un mRNA(mRNAl) que podría tenerdosdestinos: 1)

procesamiento(panel izquierdo) y 2) estabilizaciónpor traducciónde citQ (panelderecho).

1) El procesamientodel mRNAL, presumiblementedebido a la acción de

ribonucleasas,generariauna especie de RNA de 1000 NT, que sería posteriormente

degradada y una especie de 1900 nt, quepodríaserutilizadapor los ribosomasparasintetizar

la citrato permeasaP. La síntesisde la permeasaseríaposiblepor la unión de los ribosomas

al SD de cliP, no existiendoen estecasotraducciónacopladade ciii? y cliP.

2) La utilizacióndel SD del gen ciíQ por los ribosomas lactocócicos (en el apartado

1 de la discusión se ha indicadoquedeberíaser un SD potente),impediríala formaciónde

la estructurasecundaday como consecuenciael procesamientodel mRNA1. Posteriormente

tendría lugar la traducción de clíR, que podría estar o no acopladaa la deciiQ. Cuandolos

ribosomasacabarande sintetizar CitR serían reutilizados en la traducciónde cliP y el

polipéptidoCitR, sintetizado a partir de esta u otra molécula de mRNA(hemos demostrado

queCitR actuaen irons), interaccionaríacon el mRNAI inhibiendo la síntesisde Cid’, que

estáacopladaa la traducciónde ciii?.
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Hg. 34. Mecanismo hipotético de regulación de la expresión génica del operón citQRP. El mecanismo

reguladorgraficamentepropuestose desarrollaen el texto.Abreviaturas:SD~~
0, Shine-DalgarnodecirQ; SDd,R,

Shine-Dalgarnode clíR; SD~,,Shine-Dalgamode cii?; ~ terminadorde ciii?. --, representanlos ribosomas.

representa efectoregulador negativo de la traducción de cii?.

En el desarrollodeestetrabajo no hemosidentificado la diana de CitR, sin embargo,

hemosmostradoque este polipéptido no altera la síntesis del mRNA1. Por lo tanto los

promotorestranscripcionales(Pl y P2) no constituyenla dianadeCitR. Además,estadiana

no está localizadaen las regionescodificantespara CitR y CitP. Así, es posible que la

regulaci6n post-transcripcional ejercida por CitR sea debida a la interacción del polipéptido

con la estructura secundaria compleja que incluye ciíQ y el codon de iniciación de la
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traduccióndeciii?. La unióndel represora su dianaestabilizaríadichaestructuray bloquearía

la traducciónde ciii? (estees un mecanismocomúnderepresorestraduccionales,ver revisón

de McCarthy y Gualerzi, 1990) impidiendo la traducción acoplada de clíR y cliP y

provocandoasí un decrecimientoen la síntesisde Cid’.

EL CITRATO NO CONTROLA LA TRANSCRIPCION DEL GEN CJTP, NI

ESTIMULA EL TRANSPORTE DE CITRATO

La regulaciónpost-transcripcionalde la expresióndel operóncii QRPdescritaen el

apartadoanteriorpareceestarencaminadaa controlarmuy estrictamentelos nivelesdecitrato

permeasaP en L. ladis biovar diacetylactis. A la vista de estos resultadossurgía una

preguntaobvia. ¿Cual es el efectorde dicha regulación?.Un posiblecandidatopara esta

funciónerael citrato, sustratode Cid’.

El efectoque la concentraciónde citrato tiene sobreel transportede estemetabolito

al citoplasmade L. kzctisha sido investigadoen variasocasiones.Starrenburgy Hugenholtz

(1991) observaronquela presenciade citrato en el medioprovocabaun ligero estimulodel

crecimientode L. ladis estableciendolos productos que se formabana partir del citrato

añadido.

Estosantecedentessugeríanqueel efectorde la regulaciónde la expresióndel operón

cii QRPpodria ser la presenciade citrato en el medio de cultivo.

En este trabajohemosinvestigadoestaposiblidad medianteanálisisde la influencia

del citrato en la transcripcióndel operón cii QRP y en la capacidadparatransportarcitrato.

La estirpeL. lactis biovardiacetylactisCRL264 que contieneel plásmidopCIT264 (Cit~),

fué crecidaen presenciay en ausenciade citrato y se comparóla síntesisde los mRNAs

específicosde cliP y los niveles de transponede citrato. Las cantidadesrelativas de los

mRNAsespecíficosde cliP fueronesencialmentelas mismas,independientementede queel

cultivo fuera o no suplementadocon citrato (Fig. 28). Los resultados obtenidospara

comprobarla influenciadel citrato sobre la transcripciónde cliP fueronapoyadospor los

resultadosde transportedecitratoobtenidoscon L. ladis biovar diacetylactisCRL264. Esta

estirpeacumulóesepcialmentela mismacantidadde [‘4C]independientementede queel medio

estuvierao no suplementadocon citrato. Estos resultadosdemuestranque la presenciade

citrato en el mediono regulani la transcripcióndel gen cliP, ni el transportede citrato en
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la estirpe CRL2Ó4. Como consecuenciapodemosdeducir que la expresiónde la citrato

permeasaP codificadaporel plasmidopCIT264 no estáafectadapor la presenciade citrato

en el medio de cultivo. Nuestrosresultadosconcuerdancon los obtenidospor Smith y cols.

(1992), yaquedichosautorescomunicaronque la utilizaciónde citrato por la estirpeC17de

L. lactis biovar d¡acetylact¡sportadoradel plásmido Cit~ pSL2 era independientede la

presenciadel metabolitoen el medio de cultivo.

Sin embargo,como se ha comentadopreviamenteen la introducción los plásmidos

Cit~ presentesen distintasestirpesde L. ladis biovardiacetylactisaunqueson similaresno

son idénticos. Por tanto no podemosdescartar,queel plásmidoancestralCit~ carentedel

elementode inserciónsi fuerainducible por citrato. Asimismo, esposiblequealgunode los

plásmidosexistentesen la actualidadseainducible,comosugiereel incrementodeutilización

decitrato en presenciadeestecompuesto,descritopor Harvey y Collins (1961).

EL pH DEL MEDIO DE CULTIVO INFLUYE EN LA SINTESIS DE LA CITRATO

PERMEASA P

Los resultadosdiscutidosen el apartadoprevio mostrabanque la presenciade citrato

en el mediode cultivo no erael efectordela regulaciónde la expresióndel operóncii QRP.

Con el objeto de identificar el efector de esta regulación tomamosen consideraciónlos

conocimientoexistentesrespectoa la utilización de citrato en L. lactis.

La influenciadel pH sobreel metabolismodelcitrato comenzóa serestudiadaen 1936

cuandoLong y Hamerdescribieronquela formaciónde acetoinapor Streptococcussólo se

producecuandoel PH del medioes masbajode 6. Puestoqueel metabolismodel citrato es

necesariopara la producción de acetoina, Harvey y Collins (1961) supusieronque el

transportede citrato era también dependientedel pH. Estos autoresobservaronque el

transportede citrato en Sireptococcusdiacetylactisse incrementabarapidamentecuandoel

pI-I bajabade 6 demostrando,asimismo,quela dependenciadepH, durantela utilizaciónde

citrato, era determinadapor la actividad de la citrato permeasaP. Posteriormente,se ha

comprobadoque el rangoóptimo parala actividadde la proteínatransportadorade citratode

L.lactis estáentrevaloresde pH de 5,0 y 6,0 quecoincidecon el rangode pH óptimo para

la conversióndel citrato (Starrenburgy Hugenholtz,1991).

Estosantecedentesnos hicieron suponerquela alteraciondel pH en los mediosde los
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cultivos durantelas fermentacioneslácticas podría ser el efector de la regulación de la

expresióndel operóncii QRP.

El efectoque ejerce el pH sobre la expresiónde proteínastransportadorasha sido

previamenteobservadoy puedeproducirsede varias formas(ver revisiónde Olson, 1993).

Unade las formasa travésde las cualesel pH ejerceun control sobrela expresióngénicaes

la regulación transcripcionalde ciertos genes tales como el gen que codifica para el

transponadorde menaquinonasen 8. subillis (Hill y cols., 1990). También puedeactuar

induciendola síntesisde determinadasproteínascomo porejemplola lysina permeasade E.

cok (Steffesy cols., 1992).

Con el objeto de observarcual erael influenciadelpH del medio de cultivo sobrela

expresióndel gencliP, en el transcursode estetrabajoseha analizadodichaexpresióna nivel

transcripeionaly traduccional en cultivos de L. kzctls crecidosa ph 7,0 ó a pH 5,5 (ver

apartado9 de resultados).La alteracióndel pH no afecto los nivelesdemRNAI y mRNA2

codificadosporL. lactis biovar diacetylactisCRL264 (Fig. 26), ni los nivelesdel transcrito

cliP-caí sintetizadoporL. lactis MG1363/pFLl2 (datosno mostrados)(Fig. 26).

Sin embargo,la acidificacióndel medio de cultivo de pH 7,0 a pH 5,5 provocóque

la actividad CAT observadaen los extractosobtenidosa partir de cultivos de L. ladis

MG1363/pFLL2 sufriera un incrementode tres veces (Fig. 27). Asimismo, la síntesisde

CAl a pH 5,5 fué parcialmenteinhibida por la presenciade CitR (Fig. 27).

Enconsecuencia,cuandoel pH del mediodecultivo seacidificadesdepH neutrohasta

pH 5,5 seproduceunaestimulacióna nivel post-transcripcionalde la expresióndel gencliP

quese traduceen un incrementoen la síntesisde CitP y queestaaparentementecontrolada

por los nivelesde CitR en la bacteria.

El incrementoen la síntesisde la citrato permeasade L. ladis a pH 5,5 cabría ser

esperadoya que la expresiónde varias proteínas de membranaresulta afectadapor el

tratamientoácido(Olson, 1993).Esteefectono essorprendente,ya quedichasproteínasestán

expuestasal pH extracelularo implicadasen procesosasociadoscon el movimiento de

protones(Olson, 1993).El ajusteen el nivel de estasproteínasesprobablementerequerido

paraamplificar ó compensarlos cambiosen las actividadesprovocadospor los cambiosde

pH. De estamanera,es factiblequea pH 7,0 L. lactis sinteticeCitP e insertedicha proteína

en su membrana,la acidificación paulatinadel mediode cultivo durantelas fermentaciones

lácticas, conllevaríaa un incrementoprogresivo de la capacidadpara incorporarcitrato y
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alrededorde pH 5,5, óptimo de actuaciónde CitP, se alcanzaríanlos mayoresniveles de

transportedebidoa la actividadde la proteínatransportadoray al incrementode su síntesis.

En este punto, cabría preguntarse¿cual es la significación biológica de esta

regulación?.¿por qué la bacteria necesitacontrolar tan estrictamentelos niveles de una

proteínade transporte?.El crecimientode L. lactis en citrato comoúnicafuentede carbono

ha sido comunicadouna sola vez (Starrenburgy Hugenholtz, 1991). Dicho crecimientose

produceen condicionesmuy críticasobservandoseen quimiostatosa valoresdepH entre5,5

y 6,0. Esterangotan estrechoes presumiblementedebidoa que a valoresde pH inferiores

a 5,5 ó superiores a 6,0 no tiene lugar el metabolismode citrato (Hugenholtz, J., 1993).Por

lo tanto, pareceque el pH sería el efector de la regulacióna nivel post-transcripcional

ejercidapor CitR sobre la síntesisde CitP y controlaríaestrictamenteel rango óptimo de

actividaddeestepolipéptido,con el fin demantenerlos nivelesintracelularesde citrato en

un rangoquepuedaser metabolizadopor la bacteriay queno resultetóxico paraella.
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* Se ha secuenciadola región que precedeal gen cliP en el plásmido pCIT264 de

Lactococcusladis biovar diacetylactis y sehan detectadotres OREs: ciiQ, ciii? y ORFí con

capacidadparacodificarpolipeptidosde 3876, 13087 y 33675Da, respectivamente.Las tres

ORFs mencionadasprecedena cliP. Sin embargo,ciiQ y cliR seencuentralocalizadasen la

misma hebra codificante que cliP, mientras que ORFí está localizada en la hebra

complementaria.

* Se ha establecido la existencia del operón ciiQRP en Loctococcus ladis biovar

d¡acetylactismediantela identificaciónde dos transcritos(mRNA1 y mRNA2) específicos

decliP. Dichostranscritosposeenunalongitudde2914 y 1924nucleótidose incluyenlos tres

genesque constituyenel operóncii Qi?P.

* Se han caracterizadolos sitios de iniciación y el sitio común de terminación de los

transcritosdel operón cii QRP en L. ladis. Los extremos5 - de los mRNA1 y mRNA2

preceden, respectivamente,en 1048 y 32 nucleótidosa ciiQ. El extremo Y de ambos

transcritosestálocalizadodetrasde cliP y dentrode unaestructurasecundariacaracterística

de los terminadoresdel tipo p-independientede organismosprocariotas.Asimismo se han

identificado los promotorestranscripcionalesputativosPl y P2 de los transcritosmRNAl y

mRNA2.

* Se ha detectadoel procesamientoin vivode la especiemolecularmRNA1 quegenerados

especiesmoleculares de 1000 y 1900 nucleótidos. Se ha postulado que el sitio de

procesamientoestaríalocalizadoen unaestructurasecundariacomplejay seríacatalizadopor

una o masribonucleasasde L. mcdx.

* CitR, el productodelgen clíR, suplementadoen irans, provocaun efectoinhibitorio anivel

post-transcripcionalsobrela expresiónde CitP. Por lo tanto, CitR pareceser un regulador

negativode la expresiónde CitP.
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* La presenciade ciii? precediendoa cii? en la misma moléculade DNA provocaun

incrementoen la síntesisde la citratopermeasaP y como consecuenciala traduccióndeCitR

y CitP parecenestaracopladas.

* La acidificacióndel medio de cultivo de pH neutroa pH 5,5 no afectaa la transcripción

del operóncii QJ?P en L. lactis. Sin embargo,estavariaciónde pH estimulala síntesisde la

citratopermeasaP.

* La presencia de citrato en el medio de cultivo no afecta a la expresiónde la citrato

permeasani al transportede estemetabolitoen L. lactis.

* Se ha demostradoqueel gencliP del plásmidopCIT264es el únicogen requeridoparael

transportedecitratoen Lactococcuskzctisbiovar diacetylact¡s.Consiguientemente,la citrato

permeasaP es la únicaproteínarequeridapara la incorporaciónde estemetabolitoen este

sistemabacteriano.

* Se ha determinadoque el gen cliP se transcribeen E. coli en un mRNA2’ de 983

nucleótidos.Sehancaracterizadolos sitiosde iniciación y terminacióndel mRNA2 -. El sitio

de terminaciónestá localizadoen el terminadorputativop-independientesituadodetrásde

cliP. El sitio deiniciaciónha sido localizadoa 125 nucleótidosdelantede ciíQ. Estesitio está

precedidoporun promotorP2’, queesprobablementereconocidoporel factor~7ode la RNA

polimerasade E. cok.

* La regiónde pCIT264de 1 kb, quecontieneORFí y el promotorP2-, estáflanqueadapor

dos secuenciasde 17 nucleótidosidénticasy de polaridadinvertida.Se ha postuladoqueesta

región constituyeuna secuenciade inserción y que su introducciónen un plásmidoparental

Cit~, ha generadolos promotorestranscripcionalesdel operónciiQRP (P2) y de ORFí (P3)

presentesen pCIT264.
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