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Introduccién 1

IMPORTANCIA DELMETABOLISMO DEL CITRATO EN LA INDUSTRIA LACTEA

Las bacterias 4cido-l4cticas implicadas en las fermentaciones alimentarias tienen una
capacidad limitada para metabolizar substratos contenidos en el alimento. La principal
actividad de las bacterias dcido-ldcticas es metabolizar los azucares presentes en los alimentos
para dar lugar al producto final, el dcido ldctico. Las bacterias ldcticas también son capaces
de fermentar metabolitos que no son carbohidratos, tales como el citrato. Este compuesto estd
presente en muchos substratos utilizados en las fermentaciones alimentarias tales como las
frutas, los vegetales y la leche, y también se usa como aditivo alimentario para la produccién
de embutidos. El citrato s6lo puede ser fermentado por un nimero limitado de bacterias
lacticas dando lugar a la formacién de productos inusuales tales como el diacetilo, acetoina,
butanediol y acetaldehido.

La produccién del compuesto aromdtico diacetilo por los microorganismos que
integran los cultivos iniciadores influye de una manera determinante en las cualidades
organolepticas del producto fermentado. Dicho efecto es beneficioso en la obtencién de
productos licteos tales como la mantequilla, la nata, el requesén y varios tipos de quesos
frescos. Sin embargo, el diacetilo provoca un detrimento en la calidad de productos
fermentados tales como la cerveza y €l vino.

Ademds de la formacién de compuestos aromdticos como el diacetilo, durante el
metabolismo del citrato también se produce diéxido de carbono. La liberacién de este
compuesto volatil juega un papel fundamental durante la produccién de determinados quesos
semiduros, ya que es responsable de la formacidén de los "0jos" que dan lugar a la textura
tipica de dichos quesos.

Por las razones que se acaban de exponer existe la necesidad de controlar la
produccién de diacetilo en la industria alimentaria en general. Este objetivo se alcanzard
cuando se posea un amplio conocimiento de los mecanismos utilizados por las bacterias

licticas para fermentar el citrato y que conducen a la formacion de diacetilo.
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ESTUDIOS SOBRE EL METABOLISMO DEL CITRATO EN LAS
FERMENTACIONES LACTICAS

La mayoria del conocimiento existente sobre las rutas metabdlicas implicadas en la
utilizacién del citrato ha sido obtenido del estudio de las bacterias ldcticas. Las productoras
de aroma, que pertenecen al género Leuconostoc o al género Streptococcus y poseen la
capacidad de utilizar el citrato como fuente de carbono (Mizuno y Jezeski, 1959).

Las investigaciones sobre el metabolismo del citrato se iniciaron hace
aproximadamente 50 anos cuando Matuzewski y cols. (1936), describieron un
microorganismo, al que denominaron S. diacetylactis. Este microorganismo producia dioxido
de carbono y diacetilo, caracteristica que le diferenciaba de Streptococcus lactis, previamente
descrito por Orla-Jensen (1926). Posteriormente, van Beynum y Pette (1939) describieron una
estirpe de estreptococo que posefa la capacidad de fermentar el 4dcido citrico, motivo por el
cual lo denominaron . citrophilus. Swartling (1951) examind las caracteristicas bioquimicas
y de crecimiento de estreptococos, con capacidad para fermentar el dcido citrico, aislados de
cultivos iniciadores o "starters” en Suecia. Este autor compar$ estas bacterias con otros
estreptococos previamente denominados S. diacetylactis, S. diacetyl aromaticus, 8.
aromaticus y S. citrophilus, llegando a la conclusién de que se trataba de un mismo
Microcrganismo.

Desde entonces el microorganismo se clasificé como S. diacetylactis y posteriormente
se reclasificd como una subespecie de §. lactis denominandose S. lactis ssp. diacetylactis.
En la actualidad este microorganismo ha sido nuevamente reclasificado como parte de la
especie Lactococcus lactis, siendo su nombre completo Lactococcus lactis ssp. lactis biovar
diacetylactis. Esta cepa serd referida como L. lactis biovar diacetylactis en el resto de este
texto por simplicidad.

Harvey y Collins (1962) demostraron que L. lactis es incapaz de transportar citrato
por carecer de la capacidad para transportar dicho compuesto al citoplasma celular y por no
poseer actividad citritasa (el primer enzima de la ruta metabélica del citrato), ambas
actvidades estdn presentes en L. lactis biovar diacetylactis.

La estabilidad de la capacidad para fermentar citrato que posee L. lactis biovar
diacetylactis ha sido objeto de varios estudios. Swartling (1950), observé que nueve de

perdian la capacidad de fermentar citrato por subcultivo en el transcurso del estudio.



Introduccién 3

Asimismo, Zieiluska y Hiscox (1954) describieron que la capacidad para fermentar citrato en
estreptococos aislados de quesos tipo Cheddar puede adquirirse o perderse por subcultivo
constante. Harvey y Collins (1962) estudiaron 5 cepas de L. lactis biovar diacetylactis
mutantes incapaces de formar acetoina y CO, a partir de citrato. Estos autores mostraron que
estas cepas no son capaces de transportar citrato al interior de la célula pero retienen la
actividad citritasa. Posteriormente, Kempler y Mckay (1979) mostraron que la capacidad para
transportar citrato en L. lactis estaba asociada a la presencia de un plasmido Cit*. En
consecuencia sugirieron que la pérdida de este pldsmido por la bacteria conduciria a su
incapacidad para incorporar citrato, y por tanto seria la base molecular de la inestabilidad del
proceso de utilizacion de citrato observada por varios autores.

Por otra parte, Starrenburg y cols. (1991) han propuesto que la pérdida aparente de
la capacidad para utilizar citrato es debida a condiciones ambientales desfavorables mas que
a alteraciones en el genotipo. Sin embargo, Smith y cols. (1992) han seifialado recientemente,
y contrariamente a la opinién general, que la capacidad para utilizar citrato es muy estable,
ya que el pldsmido que codifica para la citrato permeasa es estable después de dos semanas
de cultivo continuo en ausencia de citrato, siendo capaz de conferir la capacidad para
transportar citrato después de dicho tiempo.

Una gran parte del conocimiento actual sobre el metabolismo del citrato se debe a las
investigaciones realizadas por Collins y cols. (Kempler y Mckay, 1981} en el sistema de
Lactococcus lactis biovar diacetylactis. Actualmente se acepta que la conversién de citrato
en las bacterias ldcticas que utilizan este compuesto sigue la ruta metabdlica representada en
la Fig, 1.

La primera proteina implicada en la utilizacién del citrato es 1a citrato permeasa. Esta
proteina transporta el citrato desde el exterior al citoplasma celular y su presencia es esencial,
ya que su ausencia impide el metabolismo del citrato aunque esten presentes el resto de
proteinas implicadas en esta ruta metabdlica. Los conocimientos actuales sobre este tipo de
protefna transportadora aparecen recogidos mas adelante en otro apartado de la introduccion.

Una vez dentro de la célula el citrato es convertido a oxalacetato y acetato por el
enzima citrato liasa, previamente denominada citritasa (Fig. 1). Este enzima s6lo se encuentra
en estirpes capaces de utilizar el citrato como fuente de carbono (Gasson y cols., 1987), En
estirpes de Lactococcus y Leuconostoc el oxalacetato es decarboxilado a piruvato. Esta

reaccién es esencial para la adquisicién de la textura caracter{stica en algunos quesos
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semiduros, puesto que el didxido de carbono liberado en esta reaccidn es el responsable de
la formacién de los "ojos" tipicos de estos productos licteos. Esta enzima también estd
presente en estirpes incapaces de utilizar el citrato, pero a mucho menor nivel que en estirpes
utilizadoras (Hugenholtz, 1993). La oxalacetato decarboxilasa ha sido purificada a partir de
estirpes de L. lactis que utilizan el citrato (Hugenholtz, 1993) y posee una estructura similar
al enzima detectado en Salmonella typhimurium (Rosenberger, R., 1966).

En el género Lactobacillus existen al menos dos mecanismos de utilizacién del citrato.
Lactobacillus pentosus utiliza parte del ciclo del dcido citrico para reducir el oxalacetato a
succinato, utilizando los enzimas malato deshidrogena, fumarato y fumarato reductasa
(Cselovszky y cols. (1992), ruta no mostrada). En Lactobacillus plantarum se ha detectado
la conversién de citrato a succinato, acetato y formato via piruvato (Kennes, y cols. (1991),
Lindgren y cols. (1990)).

El metabolismo del piruvato en bactenas dcido-l4cticas ha sido clasicamente asociado
a la produccién de otros metabolitos, ademds del dcido ldctico. Adiccionalmente a la
formacién de acetato y diéxido de carbono en la descomposicién inicial del citrato, las
bacterias 4cido-ldcticas que utilizan este metabolito también producen los compuestos
acetoina, butanediol y diacetilo como consecuencia de dicha actividad metabdlica a partir del
piruvato (Collins, 1972). Sin embargo, la secuencia exacta de reacciones que desembocan en
la produccién de estos metabolitos a partir del piruvato ha sido materia de debate.
Recientemente se ha demostrado, mediante resonancia magnética nuclear, que la produccién
de estos compuestos ocurre a partir de un intermediario, el a-acetolactato, el cual se forma
teniendo como precursor dos moléculas de piruvato (Verhue y Tjan, 1991; Ramos y cols.,
1993). El enzima que cataliza esta reaccién, la a-acetolactato sintetasa, ha sido identificada
en varias bacterias 4cido-lacticas (Cogan y cols., 1984; Branen y Keenan, 1972; Cogan,
1981) y purificada a partir de L. lactis (Snoep y cols., 1992). En esta secuencia de reacciones
el o-acetolactato es posteriormente decarboxilado a acetofna por la «a-acetolactato
decarboxilasa (Fig. 1), que ha sido purificada de Lactobacillus casei (Rasmussen y cols.,
1985) y de L. lactis (Hugenholtz, J., 1993). Los enzimas en ambos sistemas bacterianos
muestras propiedades similares como lo evidencian sus masas moleculares (29kDa) y su
similar inestabilidad. La acetoina puede ser excretada como producto final o bien ser reducida
a butanediol por el enzima acetoina-reductasa. El compuesto aromdtico diacetilo se forma

como un subproducto del metabolismo del citrato a partir del o-acetolactato por
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decarboxilacién aerobia y su formacién ocurre unicamente a pH bajo y en condiciones
aerobias.

La cantidad de acetoina, butanediol y diacetilo (componentes de cuatro carbonos (C4))
que se produce a partir del citrato es a menudo mucho menor que la que se podria esperar
de la conversion estequiométrica del piruvato a w«-acetolactato. Ello significa que otros
productos tales como el acetato, el formato y el lactato se forman a partir del piruvato, hecho
que se ha confirmado en L. lactis (Verhue y Tjan, 1991; Ramos y cols., 1993). En cultivos
en serie y normalmente en presencia de un azucar fermentable, el lactato y el acetato fueron
los principales productos en la fermentacién junto con los compuestos C4. En cultivos
continuos y en condictones limitantes de lactosa, el citrato era primariamente convertido en
formato y acetato. Sin embargo, a un bajo pH externo y en condiciones aerobias se producian
exclusivamente compuestos C4 y/o acetato extra y diéxido de carbono debido a la actividad
piruvato deshidrogenasa (Hugenholtz, 1993). La variedad de productos formados a partir del
piruvato en los lactoccocos son el resultado de las reacciones indicadas en la Fig. 1. La
produccién de L-lactato estd catalizada por la lactato deshidrogenasa. La reaccidn catalizada
por la piruvato formato liasa, tiene como productos formato y acetato o etanol. La produccién
de acetato y diéxido de carbono estd catalizada por la piruvato deshidrogenasa. La cuarta estd
catalizada por la a-acetolactato sintetasa y genera o-acetolactato y diéxido de carbono.

Uno de los productos de estas reacciones, el a-acetolactato, es subsecuentemente
convertido en diacetilo o acetoina (Fig. 1). Las bacterias ldcticas que producen estos
compuetos son también capaces de convertirlos en butanodiol. Estudios recientes en L. lactis
han demostrado que una proteina con dos actividades enzimdticas (denominada acetoina
reductasa o butanodiol deshidrogenasa) cataliza la reduccién ireversible de diacetilo a acetoina
y la reduccidn reversible de acetoina a butanodiol (Crow y cols. (1990) y Gibson y cols.
(1991)
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CITRATQO
Extericr
CP membrana celular
T Interior
CITRATO
CL

Acido oxalacético + Acido acético

OXC Acitato
PFL Formato
+
Etanol
CO, + PIRUVATO
LDH \ Acetato
ALS +
Lactato fac-TPP]
—I " Acetaldehido
j ?
a-acetolactato - - - —- +« DIACETILO
ALD ¢
DR
Acetoina
DR r
Butanodiol

Fig. 1. Representacién esquemdtica del metabolismo del citrato en Lacrococcus lactis biovar diacetylactis.
Abreviaturas: CP, citrato permeasa P; CL, citrato liasa; OXC, oxalacetato decarboxilasa; PFL, piruvato formato
liasa; L.DH, lactato deshidrogenasa; ALS, acetolactato-sintetasa; ALD, acetolactato deshidrogenasa, DR,

diacetilo reductasa; ?, indica que se desconoce la enzima que cataliza esta reaccidn.
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PLASMIDOS IMPLICADOS EN LA UTILIZACION DE CITRATO EN Lactococcus
lactis biovar diacetylactis

La presencia de la citrato permeasa es esencial para el metabolismo del citrato en L.
lactis, ya que en ausencia del pldsmido que codifica para este enzima no se produce el
metabolismo de dicho compuesto.

El pldsmido natural de L. lactis biovar diacetylactis ha sido estudiado por varios
autores Kempler y Mckay (1979) fueron los primeros en demostrar que la capacidad de
fermentar citrato de distintas estirpes de L. lactis biovar diacetylactis estaba asociada a la
presencia de un plasmido Cit*. Dichos autores observaron que este pldsmido tenia un tamafo
diferente segin la estirpe estudiada, oscilando entre 6,6 y 9,1 kb. El tamafio mas
frecuentemente hallado era de 8,3 kb. Posteriormente, dos grupos de investigacién (Sesma
y cols. 1990; David y cols., 1990) obtuvieron independientemente en E. coli pldsmidos
hibridos que contenian el plésmi&ﬁ lactocéeico Cit*. La estrategia de clonacidn y deteccién
de las estirpes de E. coli portadoras de estos pldsmidos hibridos fué la misma en ambos
casos. El pldsmido lactocdcico Cit* se clond utilizando los vectores de E. coli pBR328
(David y cols., 1990) y pUCI19 (Sesma y cols.), a partir de preparaciones totales de
pldsmidos procedentes de las estirpes industriales de L. lactis biovar diacetylactis CT176
(David y cols. 1990) y CRL264 {Sesma y cols.,1990 (las estirpes de esta bacteria contienen
al menos seis pldsmidos distintos). La mayoria de las estirpes de E. coli son naturalmente
incapaces de utilizar citrato debido a la carencia de la citrato permeasa. Asi, la obtencién de
las estirpes de E. coli portadoras de los pldsmidos recombinantes, que contenian los
pldsmidos lactocdeicos Cit*, se realizo en ambos casos por seleccién para utilizacién de
citrato como fuente de carbono. El andlisis mediante mapeo con enzimas de restriccién de los
pldsmidos hibridos permitié a los dos grupos de investigacidn inferir el tamano aproximado
de los pldsmidos lactocdcicos parentales clonados. De esta manera, el pldsmido natural Cit*
_ detectado por David y cols. (1990), al que denominaron pCT176, posee un tamafo de 7,9
kb, mientras que el pldsmido estudiado por Sesma y cols. (1990) denominado pCIT264, posee
un tamafio de 8,3 kb, que coincide con el encontrado con mayor frecuencia por Kempler y
Mckay entre estirpes de L. lactis biovar diacetylactis. El pldsmido pCIT264 es el pldsmido
Cit*, que ha sido analizado durante el desarrollo de esta tesis. Asimismo, David y cols.

(1990} identificaron y determinaron la secuencia de nucledtidos del gen citP, que codifica
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para la citrato permeasa P, responsable del transporte de citrato.

Por otra parte, Jahns y cols. (1991), han identificado en L. lactis el plasmido Cit*,
procedente de la estirpe de L. lactis biovar diacetylactis bu2. Este pldsmido denominado
pSL2 tiene un tamafio de 7,8 kb que es practicamente idéntico en tamafio a pCT176. Estos
autores deleccionando regiones del pldsmido fueron capaces de delimitar su replicén en un
fragmento Clal-Pvul de 1,4 kb, situado detras del gen citP. La determinacién y andlisis de
la secuencia de nucleétidos de este fragmento de dna mostrd la existencia un marco de lectura
abierta con capacidad para codificar un polipétido de 361 aminodcidos. Los autores
postularon, que la proteina de replicacién del pldsmido podria ser este polipéptido de 361,
aunque no mostraba homologfa con ninguna de las proteinas de replicacién plasmidicas
contenidas en aquel momento en el banco de datos EMBL-SWISSPROT. Posteriormente,
Pedersen y cols. (1994) han determinado la secuencia de nucleétidos de la regién de
replicacién del pldsmido Cit* (denominado por ellos pCT1138) procedente de la estirpe
DB1138 de L. lactis biovar diacetylactis. El andlisis de esta secuencia mostré la presencia
de una region altamente homoéloga al origen de replicacién de una familia de pldsmidos que
replica por un mecanismo de tipo theta y cuyo prototipo es el pldsmido pWV02 ((Kiewiet y
cols., 1993). En esta regidn estdn incluidos 3 iterones de 22 pb, que podrian ser el origen del
pldsmido, ya que la alteracién de la distancia entre ellos provocé la pérdida de la capacidad
de replicacién del plasmido (Pedersen y cols., 1994). Asimismo, los autores han observado
que las proteinas iniciadoras de la replicacion de los pldsmidos de la familia de pWVO02,
denominadas RepB, son homologas a un marco de lectura abierta compuesto por 385
aminodcidos e incluido en el replicén minimo de pCT1138. Finalmente, Pedersen y cols.
(1994) mediante experimentos de complementacidn en trans han demostrado que la proteina
RepB es la proteina de replicacién de pCT1138.

Aunque los cuatro pldsmidos Cit* analizados hasta este momento (pCIT264, pCT176,
pSL2, pCT1138) son basicamente el mismo pldsmido, no son idénticos. Durante el desarrollo
de esta tesis hemos comprobado mediante secuenciacién de DNA de regiones del pldsmido
pCIT264, que el gen citP contenido en él es igual al de pCT176 (David y cols., 1990) y que
al menos parte de la region de replicacion de pSL2 (Jahns y cols., 1991) es identica a la de
pCIT264 (esta tesis, datos no mostrados). Asi, la diferencia de tamafio que existe entre el
pldsmido pCIT264 (de 8,3 kb) y los pldsmidos pCT176 Y pLS2 (de 7,9 kb) estriba en la

diferencia de tamarnios que existe entre el fragmento EcoRV-Bglll localizado delante del gen
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citP de ambos pldsmidos, siendo de 0,915 kb en pCIT264 (esta tesis) y de 0,5 kb en pCT176
y pSL2. Abundando en las diferencias existentes entre los pldsmidos Cit* estudiados hasta
el momento, la comparacion de la secuencia de nucledtidos de la regién de replicacién de los
pldsmidos pCT1138 Y pSL2 realizada por Pedersen y cols., (1994) ha mostrado diferencias
significativas con la regién de replicacién del pldsmido pSL2. Una de las diferencias afecta
a la estructura del origen putativo de replicacién y consiste en que de los tres iterones que
posee pCT1138 sélo dos de ellos estdn presentes en pSL2. La otra diferencia estriba en el
tamano de la proteina potencial codificada por repB, que seria de mayor tamario en pCT1138,

que en pSL2.

LA CITRATO PERMEASA P DE L. lactis biovar diacetylactis

La citrato permeasa de L. lactis biovar diacetylactis, CitP, ha sido expresada en
E.coli por dos grupos de investigacién (David y cols., 1990; Sesma y cols., 1990). El gen
que codifica para CitP ha sido secuenciado (David y cols., 1990) a partir del pldsmido
recombinante pNZ67AE que contiene el pldsmido natural pCT176 y que capacita a L. lactis
biovar diacetylactis para el transporte de citrato. Aunque el peso molecular de la citrato
permeasa P putativa, calculado a partir de la secuencia de nucleétidos, era de 46,6 kDa, la
movilidad del producto del gen citP en geles de poliacrilamida-SDS era de sélo 32 kDa
(David y cols, 1990, Sesma y cols., 1990). Sin embargo, esta migracién aberrante estd bien
documentada para cierta variedad de proteinas hidrofdbicas (Buchel y cols., 1980).

Hasta el momento se ha demostrado que la dependencia del pH en la utilizacién de
citrato es debida a la actividad de la citrato permeasa P (Starrenburg y Hugenholtz, 1991),
enzima que posee un rango dptimo de funcionamiento entre valores de pH de 5,5 y 6,0
(Harvey y Collins, 1961; Starrenburg y Hugenholtz, 1991). Sin embargo, se desconoce el
mecanismo mediante el cual se produce un incremento en la actividad de la citrato permeasa
cuando el pH estd comprendido entre dichos valores.

Existen datos contradictorios respecto a la inducibilidad del transporte de citrato por
el propio metabolito. Harvey y Collins (1961) comunicaron que la induccién del citrato
afiadiendo el metabolito a bajas concentraciones seguia una relacién lineal. Sin embargo,
Smith y cols. (1992) comunicaron que la utilizacién de citrato era independiente de la

presencia de citrato puesto que esta capacidad se mantenia después de dos semanas de cultivo
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continuo en ausencia del metabolito. Starrenburg y Hugenholtz (1991) observaron que la
presencia del citrato en el medio a bajas concentraciones provocaba un ligero estimulo en su

utilizacién incrementando la produccién celular.

SISTEMAS DE TRANSPORTE DE CITRATO DE LAS ENTEROBACTERIAS

Un amplio espectro de bacterias de la familia Enterobacteriaceae son también capaces
de fermentar el citrato. Sin embargo, estas bacterias son capaces de utilizar este metabolito
como tnica fuente de carbono y de energia mientras que L. lactis normalmente requiere la
presencia de una fuente adicional de carbono, como la glucosa o la lactosa, para su
crecimiento. L. lactis solamente puede crecer en citrato como inica fuente de energia en
condiciones muy estrictas (Starrenburg y Hugenholtz, 1991). E. coli no crece normalmente
en citrato debido a que carece de un sistema de transporte de citrato. Sin embargo, aislados
infrecuentes de este microorganismo son capaces de utilizar el citrato debido a que poseen
sistemas de transporte de citrato codificados por pldsmidos de resistencia a antibiéticos
(Sasatsu y cols., 1985; Ishiguro y Sato, 1985) o transposones (Ishiguro y cols., 1982;
Ishiguro y cols., 1988). Asimismo, se han detectado genes virtualmente identicos a citA en
Citrobacter amalonaticus (Daimon y cols., 1989), en Salmonella typhimurium (Shimamoto
y cols., 1991) el cual también estd presente en el cromosoma de Salmonella serovars (Hirato
y cols., 1986). Los sistemas de transporte de citrato codificados por E. coli (pldsmido y
transposén) han sido estudiados detalladamente y se ha encontrado que el gen citd, que
codifica para la proteina transportadora de citrato, se encuentra integrando un operdn con el
gen citB. Las secuencias de ambos genes son practicamente idénticas (98 % de identidad en
pb) independientemente de donde procedan (pldsmido, o transposén). El gen citB precede a
citA en dicho operén encontrandose cada gen bajo el control de su propio promotor (Ishiguro
y cols., 1988). Sin embargo, existen resultados contradictorios respecto a si c¢itB es 0 no
esencial para la utilizacién de citrato en E. coli (Ishiguro y cols., 1988; Sasatsu y cols.,
1985). Asimismo, en Salmonella typhimurium se han descrito tres sistemas diferentes de
transporte de citrato, Tctl, TctIl y TetIlI, que son dependientes de sodio (Widenhorn y cols.,
1988, 1989). Un nuevo gen que codifica para un transportador de citrato en Salmonella
serovars ha sido secuenciado. Este gen denominado cirC difiere en su estructura de los otros

genes para transporte de citrato conocidos (Ishiguro y cols., 1992).
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En Klebsiella pneumoniae se han encontrado tres sistemas diferentes de transporte de
citrato (Schwarz y Oesterhelt, 1985). Cada uno de estos tres sistemas ha sido clonado en su
huésped original dando lugar a tres pldsmido recombinantes diferentes llamados
respectivamente pES1, pES2 y pES3. El pldsmido pES1 codifica para un sistema constitutivo
que ha sido bien estudiado. El gen cirH codifica para la citrato permeasa H en este sistema,
la cual pertenece a una clase de proteinas transportadoras que tienen doce segmentos
transmembranares y una parte hidrofilica central. El pldsmido pES2 codifica para un sistema
inducible de transporte de citrato (van der Rest y cols., 1992). El pldsmido pES3 codifica
para un sistema de transporte de citrato que es probablemente inducido en condiciones
anaerobias y con citrato como fuente de energia. Este sistema de transporte de citrato es
dependiente de sodio (Dimroth y Thomer, 1986, 1990). El gen que codifica para el
transportador de citrato de este sistema ha sido clonado y secuenciado (van der Rest y cols.,
1992). Un estudio estructural de esta proteina muestra que CitS consta de 12 «-hélices con
una gran region hidrofilica que estd asimetricamente distribuida (van der Rest y cols., 1992).

van der Rest y cols. (1992) han comparado las secuencias de aminodcidos de cuatro
transportadores de citrato de origen bacteriano (Fig. 2). CitH y CitS de K. pneumoniae son
proteinas relacionadas con un 57 % de similaridad, mientras que CitH de K. pneumoniae y
CitA tienen un 89 % de similaridad. La similaridad de CitS de K. pneumoniae y CitP de L.
lactis biovar diacetylactis es del 76 % . Todos estos datos indican que estas proteinas
transportadoras de citrato probablemente han evolucionado de un gen ancestral comtin. La
similaridad entre CitS de K. pneumoniae y CitP de L. lactis biovar diacetylactis sugiere que
CitP puede tener los mismos requerimientos i6nicos para la transiocacién de citrato. Sin
embargo, van der Rest y cols. (1992) han sugerido que CitP de L. lactis biovar diacetylactis
no requiere sodio para la translocacién de citrato. En cuanto a la estructura de estos
transportadores de citrato el algoritmo de Eisenberg y cols. (1984) predijo doce o-helices
hidrofébicas transmembranares separadas por dominios hidrofilicos. Sin embargo, los perfiles
hidropdticos de CitS y CitP de L. lactis biovar diacetylactis (Fig. 3) son diferentes a los
esperados para—la familia propuesta por Baldwin y Henderson (1989), dentro de la cual se
pueden incluir CitA y CitH que tienen seis helices en cada cara de un lazo hidrofilico central.
Tanto CitS como CitP son proteinas asimétricas con siete hélices precediendo y cinco hélices
después del lazo hidrofilico central (van der Rest y cols., 1992). CitC de Salmonella serovars

contituye una excepcion ya que no muestra ninguna homologia a los demds genes estudiados.
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El perfil hidropdtico de la proteina muestra de 11 a 12 segmento s hidrofébicos con dos

segmentos hidrofilicos centrales (Ishiguro y cols., 1992).
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Fig. 2. Comparacién de las protefnas transportadoras de citrato con el método de Higgins y Sharp (1988).
CitA, transportador de citrato de E. coli; CitH, transportador de citrato dependiente de protones de K.
preumoniae; CitS, transportador de citrato dependiente de sodio de K. preumoniae; CitP, transportador de

citrato de L. lactis (Reproducido de van der Rest y cols., 1992)
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Este proyecto de tesis doctoral pretendia llevar a cabo la caracterizacién molecular del
sistema de transporte de citrato de L. lactis biovar diacetylactis.

En el momento de la inciacion de este trabajo experimental se conocia que la citrato
permeasa P, codificada por el gen citP del plasmido lactocdcico pCIT264, estd implicada en
el transporte de citrato. Sin embargo, se desconocian las caracteristicas de la expresion del
gen citP y si otros polipeptidos codificados por pCIT264 eran requeridos para dicho proceso.

Por ello en una primera fase se abordaron los siguientes objetivos:

* Identificacidn de las regiones minimas de pCIT264 requeridas para el transporte de
citrato en L. lactis

* Determinacién de la secuencia de nucledtidos de la regién que precede al gen citP

En una segunda etapa se planted la caracterizacion de la transcripcién del gen citP

para lo cual se fijaron-tos siguientes objetivos:

* Identificacion de los mRNAS transcritos especificos de citP en L. lactis y E. coli
* Determinacién de los sitios de iniciacidn y terminacion de los transcritos especificos

de citP en L. lactis y E. coli

Finalmente, se planted el estudio de la regulacién de la expresidn del gen citP a nivel

transcripcional y post-transcripcional en L. lactis con los siguientes objetivos:

* Estimacion de la influencia del pH, fase de crecimiento bacteriano o €l citrato sobre
la expresién del gen citP.
* Andlisis del destino del mRNA especifico del gen citP.

* Caracterizacion de la regulacién de la expresién de citP por citR
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1. MATERIAL BIOLOGICO

1.1 Estirpes bacterianas

Las estirpes bacterianas de E. coli, S. pneumoniae, B. subtilis y L. lactis empleadas

en este estudio, asi como sus caracteristicas mas relevantes, se describen en la Tabla I.

TABLA 1

Estirpe Caracteristicas Origen

L. lactis subsp. lactis
biovar diacetylactis

CR1.264 Lac*, Pro*, Cit* F.Sesma
CRL30 Estirpe derivada de CRL264, Cit', F.Sesma
obtenida por curado del plismido
pCIT264

L. lactis subsp. lactis

MG1363 Estirpe derivada de L. lactis 712 M.Gasson
Lac’, Rec* carente de plasmidos

E. coli

IM109 recAl, supE44, endAl, hsdR17 M.Espinosa
2yrA96, relAl

MC1061 hsdR, merB,A lacX74, galU, galK T.A. Kunkel
rpsL., thi, araD 139 A(araABC-leu)

BMRB 71-18 mut$S thi, supE, (lac-proAB), (mutS:: Promega

: Trl0)F *,proAB*, lagl ZM15)
B. subtilis
MBI11 - Lys3, metB10, hisH2 l M_.Espinosa

S. pneumoniae

708 tril, hexd, endl, exo2, mal594 S.A.Lacks
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1.2. Bacteriéfagos

Se utilizo la forma replicativa del DNA del bacteriofago M13mp18 (Biolabs) como
vector de clonacién como se indica en el apartado 9 del capitulo de Métodos.

El bacteriofago R408 (Promega) fué utilizado como fago "ayudador” en los
experimentos de mutagénesis dirigida tal y como se indica en el apartado 14 del capitulo de
Métodos.

El bacteriéfago FM1 es un derivado de M13mpl8 obtenido en este trabajo. Su DNA
contiene el fragmento BamHI1-BgllIl del pldsmido pCIT264 clonado en el sitio BamHI. El
DNA monocatenario circular de FM1 se utilizd para la preparaciéon de sonda para la
hibridacion especifica DNA-RNA (Northern blot).

1.3 Plismidos

Los pldsmidos utilizados en este estudio, asi como sus caracteristicas mas relevantes,

se muestran en la Tabla II.

TABLA II.
Plasmidos Caracteristicas Referencia
pCIT264 Plasmido natural Cit* de L. lacfis biovar diacetylactis F. Sesma
pUCIS8 Vector de clonacién de E. coli Biolabs
pFS21 Hibrido entre pCIT264 y pUCLE F.Sesma
pFU1 Derivado de pFS21 con citP bajo el control de P, (*
pFuU4 Fragmento BamHI-EcoRI de pF521 clonado {*)

entre los sitios BamHI-EcoR1 de pUC18
pFUS Fragmento EcoRI-Bglll de pFS21 clonado (®

entre los sitios EcoRI-Bglll de pUC18
pFU7 Deleccién del fragmento EcoRV-Hindlll en pFUS ™
pFU8 Fragmento EcoRV-EcoRV de pFS21 clonado (*}

en el sitio Smal de pUCI18
pFU9 Deleccién del fragmento EcoRV-EcoRV en pFS21 (*)

pLS1 Vector de amplio rango de huésped M.Espinosa
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pFL1 Fragmento que contiene citP bajo control de Ppold (*
clonado en el sitio EcoRI de pLS1

pFL3 Deleccién del fragmento Bgill-Bglll (car) en pFLI1 (")

pFL4 Fragmento EcoRl-Clal de pCIT264 clonado en el sitio (*
EcoRI de pLS1

pFLS pFL4 con una mutacién insercional en el sitio Bglll (*

pFL6 Deleccién del fragmento Bglll-BspEl (P,,,,) en pFL3 *

pFL7 Deleccién del fragmento EcoRV-EcoRV (P1) en pFL4 ("

pFL10 Vector para fusiones traduccionales a car "

pFL12 Derivado de pFL10, que contiene cat bajo las sefales *)
transcripcionales y traducionales de citP

pFL13 pFL12 con una mutacién insercional en el sitio Bglll (citR) (*)

pFL16 fusidn citP-cat bajo el control del promotor P ()]

pFL17 fusién citP-cat bajo el control del promotor P2 ™

pALTER-1 Vector de E. coli para mutagénesis dirigida Promega

pFAL1 Fragmento EcoRI-Clal de pFS821 clonado en el *)
sitio Smal de pALTER-1

pFAlLA4 pFAL1 con sitio EcoRI en el "start” codon de citP *

pFALG Fragmento BglIl-Bglli (cat) de pSM29 clonado )]
en el sitio BamH1 de pALTER-1

pFAL7 pFL6 con fragmento Bgill-Bglll (cat) de pSM29 reorientado (%)

pSM29 Contiene cat de pC194 y P, de S. pneumoniae S.Martinez
orientados en sentido divergente

pSM41 Contiene P, de S. preumoniae A.Diaz

pJS3 Contiene cat de pC194 bajo el control de P,

pET11d Vector de E.coli para hiperexpresién de proteinas AMS

pCMb Gen citR, obtenido por PCR, clonado en pET11d *
bajo el control de P,,,

pCM7 Fragmento Bglll-Nhel (P,,,) de pSM41 (*
clonado en el sitio Xbal de pCM6

pIL253 Vector de clonacién de bacterias gram positivas J.C.Alonso

de alto n® de copias

pFI1 Fragmento EcoRV-Bglll de pCIT264 clonado en el sitio Smal (%)
de pIL253
pFI20 Fragmento EcoRV-EcoRV de pCM7 clonado en el *)

sitio BamH]1 de plL253

(*) Estos pldsmidos han sido construidos en el transcurso de esta Tesis. pFU, pFL, pFl, pFAL son pldsmidos
recombinantes de [os vectores pUC18, pLSI1, pIL253 y pALTER-1, respectivamente.



Materiales 18

2. MEDIOS DE CULTIVO

2.1, Medios de cultivo para E. coli

Para soportar el crecimiento de E. coli se utilizé rutinariamente el medio LB
(Sambrook y cols., 1989).

Para poner células de E. coli en estado de competencia se utilizé el medio SOB
(Sambrook y cols., 1989).

Cuando se hizo necesaria la seleccién de marcadores plasmidcos se utilizaron
diferentes antibiéticos a las siguientes concentraciones finales: Tc (10pg ml'), Cin (20ug ml")
y Ap (SOug mi™).

En los casos en los que se hizo necesario comprobar si los pldsmidos objeto de estudio
conferian la capacidad de utilizacién de citrato a E. coli se empled el medio de Christensen
(Christensen, W., 1949). Para comprobar si las estirpes de E. coli portadoras de plasmidos
eran capaces de crecer usando el citrato como unica fuente de carbono, se utilizé el medio

agar citrato de Simmons (Simmons, J., 1926).

2.2 Medio de cultivo de S. pneumoniae

Para el crecimiento rutinario de §. prneumoniae se utilizé el medio de cultivo AGCH
(Lacks, S., 1966) suplementado, en el momento de inocular, con una concentracién final de
sacarosa de 0.3% y con extracto de levadura a una concentracién final del 0.2% (AGCHSE).

Para el crecimiento en placa de S. prneumoniae, se mezclaron las células con una capa
basal de AGCHSE suplementada con agar al 1%. La capa basal se cubrié con una capa
superficial del mismo medio con agar al 0.75%.

Cuando se hizo necesaria la seleccién de marcadores plasmidicos se utilizaron
antibidticos a las siguientes concentraciones finales: Tc (1ug ml™'), Cm (Sug ml?),

Em (5ug ml?).

2.3 Medio de cultivo de B. subtilis

El medio de cultivo que se utilizd para el crecimiento rutinario de B. subtilis fué el
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medio TY (Maniatis y cols., 1982).
En la preparacidn, y posterior transformacion, de células de B. subtilis en estado de
competencia, se utilizaron los medios GM1 y GM2 formulados por Young y Wilson (1974).
Cuando se hizo necesaria la seleccion de marcadores plasmidicos se utilizaron

antibiéticos a las siguientes concentraciones finales: Cm (Sug ml™") y Em (Sug ml').
2.4 Medio de cultivo de L. lactis

Para el crecimiento rutinario de L. lactis se utilizé el medio M17 (Terzaghi, B. y
Sandine, W., 1975).

Para el crecimiento de L. lactis después de su electroporacién, se utiliz6 €l medio M17
suplementado con sacarosa al 1%. Antes de electroporar células de L. lactis estas se crecieron
en medio M17 suplementado con treonina 40 mM.

Para comprobar la capacidad de utilizacidn de citrato por L. lactis se utilizé el medio
formulado por Kempler y McKay (1980).

Cuando se hizo necesaria la seleccién de marcadores plasmidicos se utlizaron
antibiéticos a las siguientes concentraciones finales: Tc (1xg ml"), Cm (Spg ml"),

Em (Spg ml').
3. PROTEINAS Y ENZIMAS

Se han usado como proteinas polimerizantes y modificantes de los acidos nucleicos las
que a continuacién se relacionan: DNA polimefasa del fago T7 (Pharmacia), fragmento
Klenow de la DNA polimerasa I de E. coli (Biolabs), fragmento carboxylo-terminal de la
DNA polimerasa I de S. preumoniae (purificada por A. Dfaz), fosfatasa alcalina de intestino

~ de ternera (Boehringer), DNA ligasa. del fago T4 (Boehringer), Tag DNA polimerasa
(Biolabé), transcriptasa reversa del virus de la mieloblastosis aviar (Promega),
polinucleétidoquinasa del fago T4 (Biolabs), enzimaﬁ de restricciéq (Biolabs, Pharmacia) y
nucleasa S1 (Biolabs).

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

seroalbumina bovina y proteinasa K (Sigma).



Materiales 20

4. KITS COMERCIALES

Se han utilizado varios "kits" comerciales para llevar a cabo diferentes técnicas. Para
la extraccién y purificaciéon de DNA a partir de geles de agarosa se utilizé el "Gene Clean”
(BIO 101 Inc.); para la determinacion de secuencias de DNA se utilizé el "kit de
secuenciaciéon de la polimerasa del bacteriéfago T7" (Pharmacia); para llevar a cabo la
mutagénesis dirigida de DNA se utilizo el "Sisterna de mutagénesis in virro" (Promega); la
determinacién de la concentracién de proteinas en extractos crudos se realizé con el "Sistema

de ensayo de proteinas BCA" (Pierce).

5. OTROS MATERIALES Y PRODUCTOS

Otros materiales y productos utilizados fueron: membranas de nitrocelulosa (Schleicher
& Schuell), papel 3MM (Whatman), material radiactivo (Amersham), material fotografico
(Kodak), antibidticos (Sigma}), componentes de medios de cultivo y de tampones (Probus,
Merck, Difco), agarosa (Pronadisa), acrilamida, bis-acrilamida (Biorad) membranas de

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

Las estirpes de E. coli y B. subtilis fueron incubadas, tanto en medio sdlido como en
medio liquido, a una temperatura de 37°C. Para su crecimiento en medio liquido, las células
se sometieron a una agitacién vigorosa con el fin de conseguir condiciones aerobias necesarias
para su crecimiento.

Las estirpes de L. lactis y S. pneumoniae fueron incubadas, tanto en medio sélido
como en medio liquido, a una temperatura de 30°C y 37°C respectivamente. Para el
crecimiento en medio liquido, tanto L. lactis como S. pneumoniae, se incubaron sin agitacion
en bafios termostatizados con el fin de conseguir las condiciones microaerdfilas necesarias
para su crecimiento.

Para el crecimiento en placa, las ¢élulas de S. preumoniae se mezclaron con una capa
basal de medio, sobre la cual se afiadi6 posteriormente una sobrecapa del mismo medio con
el objeto de conseguir las condiciones microaerdfilas para su crecimiento.

El crecimiento en medio liquido de las células se siguié por turbidemetria utilizando
un espectrofotémetro Bausch & Lomb, modelo Spectronic 20. Las longitudes de onda a las
que se midieron la absorbancia de los cultivos de B. subtilis, E. coli, S. pneumoniae y L.
lactis fueron 550, 600, 650 y 660, respectivamente.

Las estirpes bacterianas utilizadas en este estudio fueron conservadas congeladas a -
70°C. Antes de proceder a su congelacién, los cultivos bacterianos fueron suplementados con
glicerol a una concentracién final del 10% e incubados 10 minutos a 37°C, excepto las
estirpes de L. lactis que fueron incubadas a 30°C. :

Para la preparacion y posterior transformacién de células competentes de S.
pneumoniae se siguié el método descrito por Lacks (1966). En el caso de la preparacién y
posterior transformacidn de cé€lulas competentes de B. subtilis MB11 se sigui6 el método de
Young y Wilson (1974). Las células competentes de E. coli fueron preparadas y
transformadas por el método descrito por Sambrook y cols. (1989). La seleccién de
marcadores plasmidicos se efectud utilizando las concentraciones de antibiéticos indicadas en
el apartado 2 del capitulo de Materiales. En los casos en que se selecciond la Cm” codificada
por el gen car silvestre de pCl94, los iltimos 20 minutos de expresién fenotipica

transcurrieron en presencia de una concentracién subinhibitoria del antibiético de 0,5 pg ml™*,
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la cual permitid la induccién de la expresién de este gen car.

Las células de L. lactis fueron transformadas por electroporacién siguiendo el método
descrito por Dornan y Collins (1987). La seleccién de.marcadores plasmidicos se llevo a cabo
utilizando las concentraciones indicadas en el apartado 2.4. del capitulo de Materiales.
Cuando se hizo necesaria la induccién del gen car DE PC194 silvestre para seleccionar Cm”
en L. lactis, se utilizaron concentraciones subinhibitorias del antibiético de 25 ng ml!,
adicionadas al cultivo transformado 20 min antes de finalizar la expresién fenotipica. La
seleccién de transformantes Cm" o Tc' se chequed, respectivamente, a las 24 o 48 hr de

crecimiento.

2. EXTRACCION DE DNA

2.1. Minipreparaciones de DNA plasmidico

Para extraer DNA plasmidico a pequena escala, a partir de cultivos bacterianos de E.
coli y B. subtilis, se utilizé el método descrito por Bimboim y Doly (1979). En el caso de
S. pneumoniae se empled el mismo método con la modificacién descrita por Stassi y cols.
(1981).

La extraccién de DNA plasmidico a pequefia escala, a partir de L. lactis, se llev6 a
cabo por el método descrito por Birnboim y Doly (1979), con una modificacién introducida
en este laboratorio, que consiste en afiadir 10 mg ml” en vez de 2 mg mi"! de lisozima a la
solucién de lisis.

Cuando se requirté DNA plasmidico en pequefia escala y con un grado mayor de

pureza, se procedié como se indica en el apartado 4 de este capitulo.

2.2, Preparacion de extractos de DNA totales de L. lactis

Cuando se quiso determinar el nimero de copias de los pldsmidos en estirpes de L.
lactis , se procedié a la extracciéon de DNA cromosémico y plasmidico a partir de extractos
crudos celulares, preparados segin el método descrito por Saunders y Guilt (1980) con las
siguientes modificaciones: se afiadieron 10 mg ml’ en vez de 2 mg ml! de lisozima a la

solucidn de lisis; depués del tratamiento con proteinasa K, se procedié a la extraccién de
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proteinas por tratamiento con fenol-cloroformo; finalmente, el DNA total fué precipitado con
etanol absoluto y acetato sédico 0,3M vy los extractos procesados segiin Saunders y Guilt
(1980).

Estos extractos fueron utilizados para la determinacién del nimero de copias de
diferentes pldsmidos en L. lactis siguiendo el método de Projan y cols. (1983). Dichos
extractos fueron fraccionados en geles de agarosa al 0,8% y se fotografiaron. La
cuantificacién densitométrica del DNA presente en las muestras se efectud a partir de los
negativos con el sistema PhosporImager (Molecular Dinamics). El grupo planar del bromuro
de etidio se intercala mejor en formas lineales y circulares abiertas (OC), que en formas
circulares covalentemente cerradas (CCC), y por ello es necesario aplicar un factor de

correccion en el cdlculo del numero de copias respecto al cromosoma:

(Dp,+ 1,36 Dp,) x Mc
N= ---

D¢ x Mp

siendo Dp, y Dp,, el valor determinado por densitometria para las bandas correspondientes
a las formas OC y CCC del pldsmido. Mc, el tamano del DNA gendémico de L. lactis
estimado en 2,42 x 10° pb (Le Burgeois y cols., 1993).

2.3. Preparacidon de pldsmidos puros

Para la preparacién de pldsmidos puros a gran escala a partir de E. coli y S.
pneumoniae se utilizé el protocolo de Currier y Nester (1976) empleando diferentes
procedimientos de lisis celular para cada tipo de microorganismo.

La lisis celular de E. coli se consiguié resuspendiendo el sedimento celular en 100
~ml de tampén de lisis (lisozima a 2 mg ml", sacarosa al 20%, EDTA 1mM y Tris-HCI 10
‘ mM pH 8,0), incubandose 10 minutos a 37°C. Después se afiadieron 80 ml de EDTA 0,25
M, y la mezcla se mantuvo en hielo durante 10 minutos. Una lisis clara se consiguié por
adiccién de 100 ml de una solucién de SDS al 15% en TE (10:1), e incubacién a 37°C

durante 10 minutos.
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La lisis celular de S. pneumoniae se consiguié resuspendiendo el sedimento celular
en 12 ml de EDTA 0,25 M, aiadiendose a continuacién 40 ml de una solucién de lisis
(sacarosa al 25%, citrato trisédico 0,15 M, deoxicolato sodico al 0,1% y SDS al 0,01%) e
incubandose la mezcla 5 minutos a 37°C. Tras la adiccién de pronasa a una concentracién
final de 0,7 mg ml', se prosiguié6 la incubacién a 37°C durante otros 10 minutos],
anadiendose después 124 ml de TE (10:1) y 24 ml de SDS al 10%.

Para la obtencién de plasmidos puros, a partir de L. lactis, 1a lisis celular se realizé
como a continuacién se indica: se resuspendié el sedimento celular en 50 ml de TE que
llevaban disueltos sacarosa al 20% vy lisozima a 10 mg ml’. La mezcla se incubé 5 minutos
a 37°C. Posteriormente se aiiadieron 80 ml de EDTA 250 mM incubandose 10 minutos a
37°C, tras lo cual se afiadieron 100 ml de SDS al 15% en TE (10:1) y la mezcla total se
incubd 15 minutos a 37°C. El resto del proceso se desarrolld igual gue para E. coli.

Para determinar la cantidad y el grado de pureza del DNA plasmidico extraido, se
midié la absorcion de las muestras en un rango de longuitudes de onda entre 200 y 300 nm
en un espectrofotémetro Shimadzu, modelo UV-160, teniendo en cuenta que una absorbancia

de 1 a 258 nm equivale a 50 pg de DNA m!",
3. FENOLIZACION, PRECIPITACION Y DIALISIS DEL DNA

La desproteinizacién de muestras de DNA se llevé a cabo por extraclcién con una
mezcla 1:1 (v/v) de fenol y cloroformo, agitando mecanicamente durante ! minuto y
separando las fases acuosa y orgénica por centrifugacién durante 5 minutos.

Los 4cidos nucleicos contenidos en la fase acuosa se precipitaron afiadiendo 0,1
volimenes de acetato sédico 3M (ajustado a pH 7,0 con 4cido acético) y a continuacién, 2,5
volimenes de etanol absoluto. La mezcla de precipitacién se mantuvo a -70°C durante un
minimo de 30 minutos, o a -20°C durante toda la noche, siendo a continuacién sedimentada
por centrifugacion a -10°C. |

Para eliminar las sales que generalmente coprecipitan con €l DNA, el precipitado se
lavé con etanol al 70% y posteriormente se centrifugdé. El DNA sedimentado se resuspendié
en tampon te 10:1 (Tris base 10 mM pH 7,0 y EDTA 1 mM) y se dializé en filtros tipo VS
(tamano de poro 0,025 um) frente al mismo tampon.
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4. EXTRACCION Y PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE DNA

Cuando fué necesario extraer y purificar fragmentos de DNA, obtenidos por digestion
con enzimas de restriccion a partir de geles de agarosa al 0,8 %, se utilizé el sistema
"Geneclean" (Biolnc 101). El sistema se utilizd siguiendo las recomendaciones sugeridas por
sus fabricantes.

Para extraer fragmentos de DNA con tamafios muy semejantes, se vario Ia
concentracién de la agarosa y el voltaje en la electroforesis hasta ia resolucién de los
fragmentos que interesaron dependiendo del tamafio de los fragmentos.

Cuando fué necesario extraer y purificar fragmentos de DNA a partif de geles de

poliacrilamida al 5% se sigui6 el procedimiento de Maxam y Gilbert (1980).
5. ELECTROFORESIS DE DNA EN GELES DE AGAROSA

La separacion electroforética de DNA cromosémico, plasmidico y de fragmentos de
DNA, se llevé a cabo en geles horizontales de agarosa, cuya concentracién en agarosa varié
del 0,8% al 1,2% en funcién del tamafio del DNA a analizar.

La agarosa fué disuelta en tampén de electroforesis TAE (Tris base 40 mM pH 8,0
y EDTA 1 mM). A las muestras se les afiadié tampén de carga BXGE (glicerol al 60%, azul
de bromofenol al 0,25%, xilen cianol al 0,25% y EDTA 10 mM). EI gel se sumergié en la
cubeta con tampén TAE.

Los geles se sometieron a una periodo y a un voltaje de electroforesis que dependieron
del tamario del DNA a analizar, asi como de la distancia relativa a otros fragmentos de DNA
presentes en la preparacién.

El DNA se visualizd, con un transiluminador de luz ultravioleta de onda larga (360
nm), tras ser tefiido durante 30 minutos, en tampdn TAE conteniendo bromuro de etidio, a

una concentracién de 0,5 ug ml'.
6. MANTPULACIONES Y MODIFICACIONES ENZIMATICAS DEL DNA

Todas las manipulaciones y modificaciones enzimdticas del DNA realizadas con las

enzimas y proteinas descritas en el apartado 3 de Materiales, se llevaron a cabo siguiendo las
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instrucciones descritas por Sambrook y cols. (1989), con excepcidén de las endonucleasas de

restriccién. En este tltimo caso se siguieron las instrucciones descritas por los fabricantes.

7. SECUENCIACION DEL DNA

Cuando fué necesario determinar la secuencia de nucleStidos de DNA se utilizo el
método de terminacién de cadena de Sanger y cols. (1977). Para ello se utilizé el "kit" de
secuenciacién de la polimerasa del bacteriéfago T7 (Pharmacia) y [-**P]JdCTP. Como DNA
molde se emplearon pldsmidos bicatenarios desnaturalizados por 4lcali (segin el método de
Chen y Seeburg, 1985), anillados a los oligonucledtidos sintéticos adecuados utilizados como
"primers" para la polimerizacién de DNA Estos primers fueron adquiridos a Boehringer-
Mannheim (primers universales) o sintetizados en un sintetizador de oligonucledtidos (Gene

Assembler, Pharmacia) en el Centro de Investigaciones Biolégicas.

TABLA III. Oligonucleétidos utilizados en la secuenciacion de la regién precedente al

gen citP

Oligonucleétido Secuencia Coordenadas (*)
01 5°-GAAATTAGAGATGATAC-3" 234-218
02 5°-GCCTGATTCACTGACTA-3" 540-556
03 5 -GACCGAGGAAGTGTTGAG-3" 489-472
04 5°-GGCGGACAAAGCGAGAA-3” 770-786
05 5°-CCGCTTAGATTTACTTG-3° 1-18
06 S -CTGATACAGGTTTTAGC-3" 1210-1194
07 5 -GATGCAACATTAAACGC-3" 1289-1307

"Coordenadas de los oligonucleétidos en la secuencia de DNA mostrada en la Fig. 9.

En particular para la secuenciacién de la regién de 1583 nt que precede al gen citP
se utilizaron los pldsmidos pFS821, pFUS Y pFUS8 (ver Tabla II) y los oligonucledtidos: 5 °-
GTAAAACGACGGCCAGT-3 " (primer universal directo), 5 -CAGGAAACAGCTATGAC-

37 (primer universal reverso) o cada uno de los relacionados en la Tabla III.
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Las reacciones de secuencia obtenidas fueron analizadas en geles de poliacrilamida-
urea, segun describe en el apartado 14 de este capitulo, y los productos de la reaccidn

revelados por autorradiografia utilizando pelicula X-omat (Kodak).
8. EXTRACCION DE RNA

El RNA total fué aislado a partir de E. coli y L. lactis siguiendo el método del fenol
caliente descrito por Aiba y cols. (1981), con algunas modificaciones. Se recogieron por
centrifugacién las células de 50 ml de un cultivo crecido hasta una absorbancia variable como
se indica en el capitulo de Resultados. Los células fueron resuspendidas en 2.5 ml de una
solucién compuesta por acetato sédico 20 mM pH 5,5, EDTA | mM vy lisozima a una
concetracién de 1 mg ml' para E. coli, 0 10 mg ml! para L. lactis. Las células se lisaron
mediante siete ciclos rdpidos de congelacién a -70°C y descongelacidn a 37°C. A continuacién
se afiadié SDS a una concentracion final de 0.5% y se mantuvo la solucién 2 minutos a 37°C.
Posteriormente, los extractos fueron tratados con 5 ml de fenol saturado con acetato sédico
20 mM pH 5,5 durante 5 minutos a 70°C. La fase acuosa fué tratada tres veces mas con fenol
y los dcidos nucleicos fueron precipitados 4 veces con acetato sédico 0,2 M pH 7 y 2,5
volumenes de etanol. El precipitado fué resuspendido en 400 pl de TE (10:1). La
determinacion de la concentracién de RNA en las muestras se realizé por espectrofotometria
segin se indica en el apartado 2.3. de este capitulo, pero teniendo en cuenta que una

absorbancia de 1 a 258 nm equivale a 40 ug de RNA ml™.
9. HIBRIDACION DNA-RNA MEDIANTE DOT BLOT

La cuantificacion especifica de mRNAs de L. lactis se llevo a cabo segin se describe
a continuacion:

Un volumen de 10 ul de agua conteniendo ¢l mRNA a estudiar se ajusté al 50% de
formamida, 6,3 % de formaldehido y 1X de SSC, y se incubd a 68°C durante 15 minutos.
La muestra desnaturalizada se introdujo inmediatamente en hielo. Justo antes de cargar, cada
muestra se ajusté a 6X de SSC.

Después de preparar las muestras, estas se aplicaron a los pocillos de un aparato de

dot blot, conteniendo un filtro de nitrocelulosa, conectado a vacio segin describen Maniatis
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y cols.(1982). A continuacién cada pocillo se lavé dos veces con 200 ul de una solucién SSC
10X. |
Para la prehibridacién e hibridacion del filtro se sigui6é el mismo procedimiento que

el descrito en el apartado 11 de este capitulo para Northern blot.
10. HIBRIDACION DNA-RNA MEDIANTE NORTHERN BLOT

La deteccién de mRNAs especificos de L. lactis y E. coli se llevé a cabo siguiendo

el método de Hirschomn y cols. (1984), segiin se describe a continuacién:
10.1. Separacién electroforética de RNAs

Los RNAs extraidos segiin se describe en el apartado 9 de este capitulo, fueron
resueltos electroforeticamente en condiciones desnaturalizantes. Para ello la agarosa fué
disuelta al 1% en tampén de electroforesis MSEF (MOPS 0,04 M, acetato sédico 0,01 M,
EDTA 0,002 M, pH 7) conteniendo formaldehido al 6,3 %. El tampdén MSEF fué preparado
con agua tratada con DEPC con el objeto de inactivar las posibles RNAsas presentes en la
muestra. El gel se preparé en una campana extractora y se dejé solidificar durante una hora
a 4°C.

Previamente a su carga, los RNAs fueron desnaturalizados, para lo cual 7,5 ug de
RNA fueron ajustados a 1% de tampén MSEF, 50% de formamida desionizada, 6,3% de
formaldehido, 5% de glicerol, 0,1 mM de EDTA y 0,15 % de agua tratada con DEPC. Las
muestras se calentaron posteriormente a 65°C durante 15 minutos, tras lo cual se introdujeron
rapidamente en hielo y se cargaron en el gel. A continuacién, el gel se sometiéo a
electroforesis a 50 V durante 30 minutos para que las muestras penetrasen en él, tras lo cual
la electroforesis se continué a 25 V durante 16 horas.

Posteriormente el gel se lavéd con agua destilada para eliminar el exceso de
formaldehido. La integridad del RNA se comprobé por tincién del gel con bromuro de etidio

a una concentracién de 0,5 ug ml! durante 1 hora.

10.2. Transferencia de los RNAs a un filtro de nitrocelulosa
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El gel se colocd sobre una hoja de papel Whatman 3MM cuyos bordes estaba en
contacto con una solucién de SSC 20X (20 veces concentrada). Sobre el gel se fueron
colocando sucesivamente, un filtro de nitrocelulosa previamente sumergido en SSC 20X, 3
papeles Whatman humedecidos en SSC 20X y servilletas de papel. Encima de este montaje
se colocé un cristal soportando un peso suficiente para favorecer la transferencia del RNA
por capilaridad. La transferencia tuvo lugar durante 12 horas después de las cuales el filtro
de nitrocelulosa se secd durante 1 hora a 37°C y los RNAs fueron fijados a la matriz por

calentamiento a 80°C durante 2 horas.
10.3. Deteccion especifica de mRNAs por hibridacién con sondas de DNA
10.3.1. Preparacion de sondas de DNA

Para la preparacién de sondas dé DNA marcadas especificamente en la hebra
complementaria al mRNA objeto de estudio, se utilizé la técnica de extension del primer.
Para ello se emplearon dos tipos de DNA templado, dependiendo de que el fragmento sonda
estuviera clonado en un fago o fagémido (M3mpl8 o pALTER-1), o en un pldsmido vector
(pUC18).

En el caso de que el fragmento-sonda estuviera clonado en el fago M13mpl8, se
procedi6 en primer lugar a la produccion deL. DNA monocatenario circular del bacteriéfago
(ssDNA) segun describen Maniatis y cols. (1982). A continuacién, se anillé el primer
universal directo de secuencia (17-mer) al ssSDNA recombinante segiin describieron Pons y
cols. (1991). Finalmente, la hebra complementaria se extendié a partir del primer anillado
al ssDNA templado mediante polimerizacién catalizada por 10 U de DNA polimerasa del fago
T7. La mezcla de reaccién contenia: 50 uCi de [«-**P] CTP, 0,5 mM ATP, 0,5 mM TTP y
0,5 mM GTP, 45 mM Tris pH8, 6,5 mM MgCl, y BSA 0,05 mg ml?). La mezcla se incubd
a 37°C durante 30 minutos, congelandose posteriormente hasta su utilizacién.

Cuando el fragmento-sonda estaba clonado en el fagémido vector pALTER-1, se aislé
el ssSDNA recombinante segiin se indica en el apartado 15 de este capitulo y posteriormente
se siguié la misma estrategia que para el ssSDNA recombinante del fago M13mp18 directo.

Cuando el fragmento-sonda estaba clonado en el pldsmido vector pUC18, el pldsmido

recombinante se desnaturalizé ajustando 4 g de DNA plasmidico a 0,4 M de NaOH. La
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mezcla se incubd 10 minutos a temperatura ambiente, tras lo cual el ssSDNA se precipitd con
etanol. Para la preparacién de la sonda se siguid el mismo método que el utilizado en el caso
del ssDNA recombinante del fago M13mp18, con la excepcidn del primer utilizado que fué

el primer universal reverso de secuencia (17-mer).

10.3.2. Hibridacién especifica DNA sonda-mRNAs

Para la deteccion especifica de los mRNAs transferidos, los filtros de nitrocelulosa
fueron incubados durante 4 horas en una solucién de prehibridacién que contiene formamida
al 50%, SSC 5X, solucidon Denhardt 1X (preparada segiin describen Maniatis y cols. (1982),
250 ug ml! de DNA de esperma de salmén desnaturalizado y fosfato sédico S0 mM pH 6,5.

Para la hibridacién, el DNA sonda marcado radioactivamente y el DNA de esperma
de salmdn (100 pg ml') se desnaturalizaron conjuntamente a 95°C durante 10 minutos. El
DNA. desnaturalizado se introdujo inmediatamente en hielo para evitar su renaturalizacion,
y se ajusté a 50% de formamida, SSC 16,7X, Denhardt 3,3X, fosfato sddico 66,6 mM y
sulfato de dextrano 33,3 % (p/v)), obteniéndose asi el tampén de hibridacidn.

El filtro prehibridado fué transferido a la solucién de hibridacién y se incubé a 42°C
durante 18 horas. Transcurrido ese tiempo, el filtro se sometié a tres lavados a temperatura
ambiente, de 10 minutos cada uno, con una solucién conteniendo SSC 2X y SDS 0,1%.
Posteriormente €l filtro se lavé con una solucién compuesta por SSC 0,1X y SDS O,1% a
60°C tantas veces como fué necesario hasta detectar la sefial radioactiva, primordialmente,
en las zonas correspondientes a los RNAs de interés,

Los transcritos fueron visualizados mediante exposicién a films X-OMAT (Kodak).
La cuantificacion se efectuo mediante excisién de las bandas y posterior medida de la
radioactividad contenida en ellas o por exposicion de las membranas y valoracién de la

radioactividad con el sistema Phosphorlmager (Molecular Dinamics).
11. MAPEQ DEL EXTREMO 5° DE mRNAs POR EXTENSION DEL PRIMER
El mapeo por extensién del primer del extremo 5° del mRNA se llevé a cabo

siguiendo el método de van Rooijen y cols. (1990) segin se describe a continuacion:

El oligonucleétido utilizado como primer en la reaccién (complementario al mRNA
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a estudiar) se anillé al RNA obtenido de cuitivos de L. lacfis crecidos a una absorbancia a
660 nm de 0,4,

En la reaccién de anillamiento se mezclaron 15 ug del RNA a estudiar, 1 pmol del
oligonucledtido, y 33 U de inhibidor de RNasa, todo ello ajustado a 1X de tampén de
transcriptasa reversa (Boerhinger) y en un volumen final de 14 pl. La mezcla se incubé 5
minutos a 65°C y posteriormente se afiadieron a la reaccién 20 unidades de transcriptasa
reversa, 15 uCi de [a-*?P] ATP (3000 Ci mmol™) y se ajusté a 0,1 mM de dCTP, 0,1mM
de dGTP, 0,1 mM de dTTP, 9,75 uM de dATP en un volumen final de 20 ul
Posteriormente, la mezcla de reaccién se incubd a 37°C durante 30 minutos.

Finalizada la reaccién de polimerizacion la transcriptasa reversa fué inactivada por
extraccion fendlica. A continuacion, los 4cidos nucleicos se precipitaron con etanol y se
resuspendieron en 3 ul de agua y se aiiadieron 3 ul de tampdn BXF (formamida desionizada
al 80%, NaOH 10 mM, azul de bromofenol al 0,1 %, xilen cianol al 0,1% y EDTA 1 mM).
12. MAPEO DE LOS EXTREMOS 5° Y 3° DE mRNAs POR DIGESTION CON
ENDONUCLEASA S1

El procedimiento utilizado para la determinacién de los extremos 5y 3 del mRNA

fué el descrito por Ldpez y cols. (1989).
12.1. Preparacién de sondas de DNA

Para la preparacién de las sondas necesarias en el mapeo del extremo 5° de los
mRNAs especificos de citP, el pldsmido pFS21 se digirié con el enzima de restriccion BglIl.
Para el marcaje de este DNA en su extremo 5°, se requirié la eliminacién previa de los
fosfatos en su posicién 5° terminal mediante tratamiento con fosfatasa alcalina (Boerhinger)
siguiendo las instrucciones de los fabricantes. Posteriormente la fosfatasa alcalina se extrajo
con fenol y el DNA se precipité. El DNA defosforilado fué marcado en 5° con 200 xCi de
[**P]-ATP (3000 Ci mmol") utilizando T4 polinucledtido quinasa (Biolabs) segin las
instrucciones de los fabricantes. Después de marcado el DNA, la polinucleétido quinasa fué
extraida con un volumen de fenol y el DNA marcado precipitado con etanol. Seguidamente

el DNA marcado fué escindido en dos fragmentos con el enzima de restriccion EcoRI y el
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fragmento de 3,5 kb que contenia ¢l extremo 5~ marcado cbmplementario al sitio putativo de
iniciacién del mRNA fué purificado por fraccinamiento y posterior extraccién en geles de
poliacrilamida y usado como sonda.

Otro método que se usd para la preparacidn de las sondas, necesarias para ele
mapeo del extremo 5° del mRNAI, fué la amplificacién de un fragmento de DNA que
contenfa la secuencia complementeria al extremo putativo 5° del mRNA1 mediante la
reaccién de polimerizacién en cadena (PCR). Para la amplificacién se utilizé el
oligonucledtido 5 -GAAATTAGAGATGATAC-3 " previamente marcado en su extremo 5°
con [y-2P]-ATP utilizando la polinucledtido quinasa. Este oligonucledtido, complementario
al mRNA desde la posicién 1 a la 17 (coordenadas en Fig. 9), y el oligonucledtido 5°-
CCGCTTAGATTTACTTG-3", complementario al mRNA desde la posicién 233 a la 217
(coordenadas en Fig. 9), se utilizaron como "primers" en la reaccién de amplificacién. Dicha
amplificacién se efectué siguiendo las recomendaciones de Maniatis y cols. (1989).

Para la preparaciéon de la sonda necesaria en el mapeo del extremo 3° de los
transcritos del gen citP, se marcé en su extremo 3 °, el pldsmido pFU9 previamente digerido
con Banl, enzima que produce extremos 5 “ protuberantes. El DNA digerido y con extremos
5 “protuberantes fué marcado en su extremo 3° usando de 40 a 80 uCi de [«-*P}-dCTP,
utilizando el fragmento carboxilo terminal de la DNA poll de E. coli segiin describen Lépez
y cols. (1989), permitiendo el relleno y marcado de los extremos 3° recesivos.
Posteriormente se elimind el fragmento Klenow por extraccién con un volumen de fenol y
el DNA sonda fué precipitado con etanol. Seguidamente el DNA fué escindido en dos
fragmentos con EcoRI y el fragmento de 3181 pb que contenia el extremo 3° marcado
complementario al sitio putativo de iniciacién del mRNA fué purificado por fraccionamiento

y posterior extraccién en geles de poliacrilamida y usado como sonda.
12.2. Deteccidén especifica de mRNAs

La hibridacién se realizé mezclando en 50 ul 1a sonda de DNA conteniendo 30000
cpm, 150 ug de RNA total, PIPES 40 nM pH 6,3, NaCl 0,4 M, EDTA 1 mM y formamida
desionizada al 70 %. Las muestras fueron calentadas a 85°C durante 10 minutos e
inmediatamente después se transfirieron a un bafio termostatizado a una temperatura de

hibridacién que fué determinada para cada experimento, incubandose posteriormente durante
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3 horas. A las muestras hibridadas se les afiadieron 50 o con 100 U de la endonucleasa S1
diluida en, 450 pl de un tampdén que contenia acetato sédico 30 mM pH 4,6, NaCl 280 mM,
ZnSO, 4,5 mM y 9 ug de DNA de timo de ternera sonicado. La digestién enzimdtica se
efectué mediante incubacién de las muestras durante 20 minutos a 30°C.

Finalizada la incubacidn, la reaccién fué parada por inmersién del tubo a 0°C y por
adiccién de 115 ul de tampén de parada conteniendo acetato amdnico 2,5 mM y EDTA 50
mM pH 8). La nucleasa S1 fué extraida anadiendo un volumen de fenol y los ééidos nucleicos
precipitados afiadiendo a la fase acuosa 10 pg de tRNA y 2,5 volumenes de isopropanol. Las
muestras fueron resuspendidas en colorante BXF y para su andlisis posterior se utilizd el
volumen equivalente a 3000 cpm. Los tamainos de los fragmentos protegidos de la nucleasa

S1 fueron analizados en geles de poliacrilamida al 6 % conteniendo urea 8M.

13. ELECTROFORESIS DE ACIDOS NUCLEICOS EN GELES DE
POLIACRILAMIDA

Para la resolucién de fragmentos de DNA de 50 a 500 pb se llevé a cabo en geles
verticales de acrilamida:bisacrilamida (30:0,8) al 5% en tampén TAE, contenigndo TEMED
al 0,05% y persulfato amonico al 0,12%. Las dimensiones de los geles fueron 14,5 cm de
ancho, 14 cm de largo y 1,2 mm de espesor. La preparacién de las muestras y la tincién de
los geles se realizé como se ha descrito para los geles de agarosa.

Los productos de las reacciones de secuenciacion, los fragmentos protegidos de la
degradacién por endonucleasa S1 y los fragmentos de DNA sintetizados con transcriptasa
reversa por la extensién de "primers" anillados a mRNA, fueron separados por electroforesis
vertical en geles de poliacrilamida-urea. El tampdn utilizado fué TBE (Tris base 89 mM,
dcido bérico 89 mM pH 8,3 y EDTA 2,5 mM).

En un matraz kitasato se repartié la solucién acrilamida/bisacrilamida/TBE/PSA/Urea
y se desgasificé a vacio y en hielo durante 3 minutos, depués de lo cual se aiiadié TEMED
para iniciar la polimerizacién. En todos los casos los geles contenfan urea 8 M y PSA al
0,06%, modificandose la concentracién de acrilamida, (bisacrilamida), persu!fato amdnico,

-TEMED, molaridad del tampén de electroforesis, asi como el tiempo de duracién de la
efectroforesis, dependiendo del tamano de los fragmentos que se quisieron analizar. Después

de su polimerizacién, ¢l gel se colocd en una cubeta de electroforesis vertical conteniendo
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tampén TBE y se sometié a preelectroforesis a 1200 V durante 30 minutos, tras lo cual se
cargaron las muestras. Antes de realizar dicha carga, el DNA contenido en las muestras fué
desnaturalizado por calentamiento a 96°C durante 3 minutos y rapidamente enfriadas a 4°C

para evitar su renaturalizacidn. La electroforesis se realizé a un voltaje constante de 1900 V.,

14, MUTAGENESIS DIRIGIDA

Para introducir un sitio EcoRI en lugares especificos del DNA se utilizé un sistema
de mutagénesis dirigida “in vitro" comercializado por Promega. Este sistema comercial se
basa en tinico vector de mutagénesis, el fagémido pALTER-1, y un procedimiento para la
seleccion de mutantes. El vector pALTER-1 posee dos genes de resistencia a antibiéticos. El
gen de resistencia a tetraciclina es funcional mientras que el gen de resistencia a ampicilina
ha sido inactivado. Durante la reaccidn de mutagénesis, en la cual estd presente el
oligonucledtido mutagénico, se afiade un oligonucledtido que restaura la resistencia a
ampicilina. Después de una ronda de transformacién en una estirpe de E. coli deficiente en
el sistema de reparacién de bases mal apareadas, se procede a una segunda ronda de
transformacién en la cual se asegura la segregacién de los pldsmidos mutantes y de los
plasmidos originales. En nuestro caso, la mutacion consistié en la introduccidn de un
sitio EcoRI en el codén de iniciacion de la traduccién (AUG) de determinados genes. Debido
a ello los pldsmidos mutantes se distinguieron inicialmente de los pldsmidos originales por
el diferente patrén de restriccién EcoRI que presentaban ambos pldsmidos. Posteriormente,
la presencia del sitio EcoRlI introducido por mutagénesis se comprobd mediante secuenciacidn
de la zona mutagenizada presente en los pldsmidos que previamente presentaban el patrén
EcoRI esperado.

La obtencion de estas secuencias de DNA mutageneizadas requirid la construccion de
fagémidos recombinantes por clonacién de insertos, que contenfan la regién de DNA que
interesaba mutar, en la regidn de multiclonado del fagémido pALTER-1 (Promega) localizada
en el gen lacZ. Los fagémidos recombinantes (dsSDNA) se establecieron por transformacién
en E. coli JM109 tal y como se indica en el apartado 2 de este capitulo de Métodos. Las
colonias blancas que contenfan los fagémidos recombinantes se seleccionaron en placas
conteniendo 10 ug ml? de Tc, 40 ug ml' de X-gal y 0,5 mM de IPTG. Para producir el

ssDNA del fagémido recombinante, necesario en la posterior reaccion de mutagénesis, los



Métodos 35

cultivos se infectaron con el fago "ayudador" R408 a una multiplicidad de infeccidn de 10 (10
fagos por célula). El ssDNA del fagémido recombinante se aisld, a partir del sobrenadante
de un cultivo infectado durante 10 horas, tal y como se indica a continuacién: el fagémido
se precipité anadiendo 0,25 volumenes de una solucién conteniendo 3,75 M de acetato
aménico pH 7,5 y PEG-8000 al 20%. La mezcla se mantuvo 30 minutos en hielo y el
sobrenadante se recuperd despues de centrifugar 15 minutos. Para desnaturalizar las proteinas
de la capside del fagémido se afiadié un volumen de cloroformo:alcohol iscamilico (24:1) al
sobrenadante, se mezclé y posteriormente se centrifugd. A la fase acuosa se le afiadié un
volumen de fenol, se mezclé y posteriormente se centrifugd. Finalmente los dcidos nucleicos
contenidos en la fase acuosa se precipitaron con etanol.

La mutagénesis se llevé a cabo anillando 0,25 pmoles del oligonicledtido restaurador
de la resistencia a ampicilina y 1,25 pmoles del oligonucledtido mutagénico especifico
fosforilados a 0,005 pmoles del fagémido recombinante (ssDNA). A continuacion se extendié
la cadena mutante con DNA polimerasa del fago T4 y fué sellada con DNA ligasa del fago
t4.

Seguidamente, el dSDNA recombinante se transformé en E. coli BMH71-18 murS. Las
células conteniendo fagémidos recombinantes ampicilina sensibles, procedentes de la
replicacién de la monocadena parental fueron eliminados de la poblacién por crecimiento
durante la noche en presencia de ampicilina. El DNA fué extraido segin el método descrito
en el apartado 2.1 de este capitulo y se transformé en E. coli JM109 para asegurar una
apropiada segregacién de los fagémidos recombinantes mutantes. Para comprobar si la
mutagénesis habfa tenido lugar los pldsmidos obtenidos se analizaron mediante digestién con
EcoRl y postertormente la introduccién correcta de la mutacién se constaté por secuenciacion

de la zona mutagenizada.

15. ENSAYO DE LA ACTIVIDAD CLORANFENICOL ACETILTRANSFERASA
(CAT) |

La actividad CAT de células de L. lactis codificada por el gen car presente en
pldsmidos recombinantes fué determinada como se describe a continuacién. Cultivos de L.
lactis conteniendo dichos plasmidos fueron crecidos en M17 durante 12 horas en presencia

de una concentracidn final de treonina 40 mM. Los cultivos fueron suplementados con Cm
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a 5 ug ml' (excepto en el caso de células conteniendo pFL10, que recibieron Tc a una 1 ug
ml™"). Este cultivo sirvié para inocular 20 ml del mismo medio para dar una absorbancia
inicial a 660 nm de 0,05.

Cuando el cultivo llegd a una absorbancia de 0,4, las células se centrifugaron y se
resuspendieron en 200 ul de tampdén A (Trs-HCl pH 7,8 50mM, EDTA 1mM, PMSF 0,1
mM, DTT 50uM y lisozima 125 ug ml?). A continuacién las células se sometieron a 6 ciclos
de sonicacidn de 20 segundos cada uno, en un sonicador modelo Sonifier Cell Disruptor B-12
(Branson Sonic Power Company). La actividad CAT presente en los extractos fué
determinada segin el método descrito por Shaw (1975). Una unidad de actividad CAT es
definida como la cantidad de enzima catalizando la acetilacién de 1 nmol de cloramfenicol
por minuto a 37°C. Los valores de actividad CAT fueron referidos a la concentracién de
proteinas de las muestras. Esta concentracidn se determiné mediante el sistema BCA, que se

utilizé segiin las instrucciones del fabricante (Pierce).

16. ENSAYOS DE TRANSPORTE DE CITRATO

Para determinar el transporte de citrato en L. lactis, los cultivos bacterianos fueron
crecidos hasta una absorbancia de 0,4 a 660 nm, posteriomente sedimentados por
centrifugacién y finalmente resuspendidos en 650 ul de tampén fosfato sédico (Na,HPO, 25
mM, pH 5,5; 3mM MgSO,) para dar una concentracién final de 1-2 x 10° células mi.
Después de la adicién de 12 pCi [1,5-"C]-citrato (83,8 mCi mmol'} 12 gM, las células
fueron incubadas a 30°C, extrayendose alicuotas de 100 ul a diferentes tiempos y
recogiendose en filtros Millipore HA de 45 pm. La incorporacién de [*C)-citrato por las
células fué medida como describieron previamente Sesma y cols, (1990).

La determinacién del transporte de citrato en E. coli fué realizada tal y como

describieron previamente Sesma y cols. (1990).

17. CONSTRUCCION DE LOS PLASMIDOS pFL3, pFL4 Y pFL6 DERIVADOS
DEL PLASMIDO LACTOCOCICO pCiT264

El pldsmido pFS21, hibrido constituido por pCIT264 y €l vector pUCI18, fué utilizado
como origen de DNA para el subclonacién de distintas regiones del pldsmido pCIT264 (Cit*).
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El pldsmido pFL3 se construyé tal y como se esquematiza en la Fig. 4: el pldsmido
pFS21 fue digerido con Sall y Bglll, los extremos protuberantes fueron rellenados y uno de
los fragmentos resultantes de la digestién con un tamaiio de 7,4 kb y conteniendo el gen citP
de pCIT264 (fragmento A),l fue purificado. El pldsmido pSM29 (Martinez y cols. (1987)),
que contiene el gen pold de Streptococcus pneumoniae, fue digerido con los enzimas de
restriccion EcoRI y Nhel y los extremos protuberantes rellenados. El fragmento de DNA
EcoRI-Nhel de 3,0 kb (fragmento B) que contiene el gen car del pldsmido pCli94 y el
promotor del gen pold de §. pneumoniae (P,,,) fue purificado. Los fragmentos A y B fueron
ligados y la mezcla de ligacién fue usada para transformar E. coli MC1061. El pldsmido
resultante, denominado pFU1, contiene el gen citP bajo el control de P,,,. A continuacién
pFUI1 se digirié con las enzimas de restriccién HindlIl y EcoRI y los extremos protuberantes
fueron rellenados. El fragmento de DNA de 7,7 kb purificado se ligé al pldsmido vector
pLS1 previamente linearizado con EcoRI y con sus extremos protuberantes rellenados. La
mezcla de ligacion se utilizé para transformar S. pneumoniage. El plismido resultante,
obtenido mediante seleccién para resistencia a Cm, se denominé pFL1. Posteriormente se
procedid a la eliminacién del gen cat del pldsmido pFL1 mediante digestién con Bg/Il. El
fragmento de DNA Bg/II de 11,0 kb fué recircularizado mediante ligacién y utilizado para
transformar un cultivo competente de S. prneumoniae. El pldsmido resultante fue obtenido
mediante seleccién para Tc" y se denominé pFL3. Finalmente pFL3 fue transferido a la
estirpe MG1363 mediante electroporacion.

El pldsmido pFL6 fue construido por digestién de pFL3 con las enzimas de restriccién
Bglll y BspEI. El fragmento de DNA Bgill-BspEI de 10,2 kb se recircularizé mediante
ligacién y de esta manera se eliminé el fragmento de DNA Bg/II-BspEI de 816 pb que
contiene el promotor P,,,. El pldsmido pFL6 fue establecido en §. pneumoniae.

Para la construccion del pldsmido pFLA, el pldsmido pFS21 se digiri6 con las enzimas
de restriccién EcoRI1 y Clal. El fragmento de DNA EcoRI-Clal de 6,1 kb, resultante en esta
digestion, fue purificado y sus extremos protuberantes rellenados. Este fragmento, que incluye
el gen citP de pCIT264, fue clonado en el sitio de restriccidén EcoRI previamente rellenado
del vector pLS1. El pldsmido resultante, pFL4, fue establecido en S. pneumoniae. Los
plasmidos pFL4 y pFL6 fueron posteriormente transferidos por electroporacion a L. lactis
MG1363. |
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Fig. 4. Esquema diagramitico de la construccién de los pidsmidos pFL3, pFIL4 y pFL6. Los genes se
transcriben en 1a direccién indicada por las flechas. Abreviaturas: citP, gen que codifica para la citrato permeasa
P; bla, gen que codifica para la (-lactamasa; pold, gen que codifica para la DNA polimerasa [ de §.
pneumoniae; cat, gen que codifica para la cloranfenicol acetiltransferasa; rer-L, gen que codifica para la proteina
que confiere resistencia a tetraciclina. P, promotor transcripcional del gen pold. Los segmentos representan: .
negro, pldsmido lactocéeico pCiT264; blanco, inserto cromosémico estreptocéeico. Las i[neas continuas y
discontinuas representan, respectivamente, el vector pLS] y el vector pUCI8. Sélo se indican los sitios de

restriccion relevantes de cada pldsmudo.
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1. CITP ES EL UNICO GEN REQUERIDO PARA EL TRANSPORTE DE CITRATO
EN L. lactis biovar diacetylactis |

Previamente al inicio de este trabajo, dos grupos de investigacién, Sesma y cols.
(1990) y David y cols. (1990), habian obtenido pldsmidos recombinantes denominados
respectivamente pFS2! y pNZ67AE, basados en vectores de E. coli, que contienen el
pldsmido lactocdcico de 8,0 kb que codifica para la citrato permeasa P (CitP) de L.lactis
biovar diacetylactis. Ambos pldsmidos recombinantes capacitan a E. coli para transportar
citrato a su interior mostrando una expresion funcional del gen cirP en dicho huésped.

David y cols. {1990) sugirieron que citP era el tnico gen requerido para el transporte
de citrato en E. coli. Sin embargo, Jahns y cols. (1991) mostraron que en el huésped original,
L. lactis, se requiere, para la utilizacién de citrato, la presencia de la regién de DNA que
precede a dicho gen en el pldsmido Cit*.

Con el objeto de determinar si citP es el uinico gen esencial para el transporte de
citrato en L. lactis biovar diacetylactis, se construyeron los pldsmidos pFL3, pFLA y pFL6
(Fig. 5) y se transfirieron a la estirpe MG1363 de L. lactis carente de pldsmidos. Los detalles
sobre su construccién aparecen recogidos en el apartado 17 del capitulo de Métodos y en la
Fig. 4. Estos pldsmidos recombinantes contienen distintas regiones del pldsmido pCIT264
(Cit*) clonadas en el vector de amplio espectro de huésped pLS1.

Las estirpes de L. lactis MG1363 conteniendo pFL3, pFL4 o pFL6 fueron utilizadas
para realizar ensayos de transporte de citrato. La medida de incorporacién de citrato se
efectué con células enteras por determinacién de la acumulacién intracelular dé citrato tal y
como se indica en el apartado 16 del capitulo de Métodos. Los resultados obtenidos con estos
ensayos aparecen recogidos en la Fig. 6.

El pldsmido pFL4, que contiene el fragmento EcoRI-Clal de pCIT264, confirié la
capacidad de transportar citrato a L. lactis MG1363 (Fig. 6). Este resultado demuestra que
la regién localizada "downstream" del gen citP, en el fragmento Clal-EcoRI, no es necesaria
para el transporte de citrato en L. lacfis. Cabe la posibilidad que la regién comprendida entre
el terminador del gen citP y el sitio Clal sea necesaria para el transporte de citrato. Sin -
embargo, esta dltima posibilidad es improbable debido a que en dicha zona estd contenido un
elemento semejante a una secuencia de insercién (IS) y a la inexistencia de ORFs

significativas en su secuencia (David y cols., 1990 y Jahns y cols. 1991).
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Fig. 5. Mapa fisico del pldsmido lactocécico pCIT264 y sus derivados pFL3, pFL4 y pFL6. Los genes se
transcriben en la direccidn indicada por las flechas. Abreviaturas: citP, gen que codifica para la citrato permeasa
P; P, promotor del gen polA de S. pneumoniae; tei-L, gen que codifica para la proteina que confiere la
resistencia a tetraciclina. Los segmentos representan lo siguiente: rayado, plismido lactocécico pCIT264; negro,
fragmento de DNA del plismudo vector pLSI; blanco, fragmento de DNA del plismido pSM29. Sélo se

muestran los sitios de restriccién relevantes para este estudio,

El requerimiento para el transporte de citrato, del fragmento EcoRI-Bglll de pCIT264
que precede al gen citP, fue examinado en las estirpes MG1363/pFL3 y MG1363/pFL6



Resultados

(Fig.6). El pldsmido pFL3 que contiene cirP bajo el control de P,,, conﬁri6 a la estirpe
MG1363 una capacidad para acumular citrato dos veces superior a la mostrada por la estirpe
MG1363/pFLA. Sin embargo, la presencia del pldsmido pFL6, que carece de P,,,, en la
estirpe MG1363 no reverti$ el fenotipo Cit de la estirpe MG1363. Este resultado pone de

manifiesto la necesidad del promotor estreptocdeico (P,,,) para la transcripcién de citP en el

pldsmido pFL3.

Todos estos resultados indican que unicamente se requiere citP para el transporte de

citrato en L. lactis, a la vez que ponen de manifiesto la necesidad de las secuencias de DNA

que preceden inmediatamente a este gen para su expresion.
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Fig. 6. Transporte de citrato en estirpes de L. lactis MGI363 (0), MG1363/pFL3 (O), MG1363/pFL4 (W),
MG1363/pFL6 (®). Las bacterias se crecieron en medio M17. La incorporacién de ('*C]-citrato por células

enteras se midid segun se detalla en el apartado 16 del capitulo de Métodos. Cada punto es la media de al menos

tres experimentos independientes.
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2. TRANSCRIPCION DEL GEN CITP EN L. lactis biovar diacetylactis

Con el objeto de caracterizar la expresién del gen citP a nivel transcripcional, en su
huésped original, L. lactis, se procedid al andlisis de sus mRNAs por hibridacién mediante
Northern blot, segiin se describe en el apartado 10 del capitulo de métodos.

Para ello los RNAs extraidos de cultivos de L. lactis biovar diacetylactis CRL264'
y L. lactis MG1363/pFL3, crecidos hasta una absorbancia de 0,4, fueron fraccionados en
geles de agarosa, y transferidos a membranas de nitrocelulosa, segiin se describe en el
apartado 10 del capitulo de Métodos. La deteccién de los mRNAs especificos se efectud por
hibridacién con una sonda (sonda 1, mostrada en Fig. 7), que incluye los 206 primeros
codones del gen citP. Para preparar dicha sonda se construyé el fago recombinante FM1, que
contiene el fragmento BgllI-BamHI de 0,9 kb del pldsmido lactocdeico pCIT264, en el sitio
BamHI del fago M13mpi8. El DNA monocatenario circular de dicho bacteriéfago se utilizé
como molde para la obtencién de la sonda segun se describe en el apartado 10.3.1 del
capitulo de Métodos.

La deteccién de los transcritos del gen citP con la sonda 1 (Fig. 7, calles 1 y 2),
reveld la presencia de dos mRNAs en la estirpe CRL264 (Fig. 7, calle 1), el mayor de ellos
con una longitud aproximada de 2900 nucleétidos, al cual se denominé mRNA! y el menor
con una longitud aproximada de 1900 nucledtidos, al cual se denomind mRNAZ2. Con el
objeto de determinar si la regién 5 ° de estos mRNAs estaba incluida en el fragmento EcoRV-
EcoRV de pCIT264, se utilizé6 como sonda €l DNA del pldsmido pFU8 (Tabla 2), que
contiene dicho fragmento clonado en el vector pUC18 (sonda 2, mostrada en Fig. 7). El
mRNAT1 de 2900 nucledtidos sintetizado por la cepa CRL264 fue el Gnico transcrito detectado
con esta sonda (Fig. 7, calle 4). Este resultado muestra que la regién 5° del mRNAL1 estd
localizada en el fragmento EcoRV-EcoRV que precede al gen citP. Ademds, el sitio de
iniciacién del mRNA?2 debe estar situado en el fragmento EcoRV-Bg/II, puesto que la estirpe
MG1363/pFL3 no produce el transcrito de 1900 nucleétidos (Fig. 7, calle 2). |

1Esta estirpe natural contiene el pldsmido pCIT264 que codifica para la citarto permeasa P.
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Fig. 7. Deteccién de los transcritos de citP por hibridacién mediante Northern blot. Las estirpes de L. lactis
CRL264 y MG1363/pFL3 fueron crecidas en M17 hasta una absorbancia a 660 nm de 0,4. Los RNAs totales
procedentes de dichas estirpes fueron aislados y fraccionados en gel de agarosa. Posteriormente, dichos RNAs
fueron transferidos a una membrana de nitrocelulosa y se hibridaron bien con la sonda 1 o bien con la sonda
2. Las lineas que estdn situadas sobre el mapa fisico de pCIT264 representan los fragmentos de restriccién
usados como sonda (1 6 2) para detectar los mRNAs especificos de citP. S, los RNAs bacterianos 16S y 238
fueron utilizados como marcadores de tamafio molecular. Esta calle se escindid del gel y se tifi6 con bromuro

de etidio a una concentracién de 0,5 ug mi"'.



Resultados 44

El pldsmido pFL3 carece del fragmento EcoRV-Bg/Il adyacente al extremo 5 “ del gen
citP (Fig. 5) y codifica un tnico transcrito de 2100 nucleétidos detectado con la sonda 1 (Fig.
7, calle 2). El tamaiio del transcrito coincide con una iniciacion de la transcripcion a partir
del promotor P,,, y una terminacién en el terminador transcripcional p-independiente
adyacente al extremo 3 * del gen citP, propuesto por David y cols. (1990). Como se esperaba,
no se detectd sefial de hibridacién con €l RNA obtenido de la estirpe MG1363/pFL3 cuando
se hibridd con la sonda 2 (Fig. 7, calle 3).

Estos resultados muestran que el gen citP se transcribe en dos especies moleculares
de mRNA (mRNA] y mRNA2), presumiblemente a partir de dos secuencias promotoras en

L. lactis biovar diacetylactis.
3, SECUENCIACION DE LA ZONA QUE PRECEDE AL GEN CITP

Los resultados descritos en el apartado anterior indicaban que los extremos 57 del
mRNA1 y del mRNA2 estin situados respectivamente a 1500 y 506 nucleétidos
aproximadamente del extremo 5 del gen cirP. Con el objeto de localizar las secuencias
promotoras putativas de la transcripcién del gen citP en L.lactis biovar diacetylactis, se
determind la secuencia de 1586 nucledtidos que preceden a dicho gen, La determinacién de
la secuencia de nucleétidos se efectué mediante el método descrito en el apartado 7 del
capitulo de Métodos. Para ello se construyeron los pldsmidos recombinantes pFU4, pFUS,
pFU7, pFU8 y pFU9 (descritos en la Tabla II), a partir de varios fragmentos de restriccién
del pldsmido pCIT264, que fueron clonados en el pldsmido vector pUC18. La estrategia de
secuenciacidn, asi como la longitud de la secuencia de nucledtidos obtenida con cada primer
utilizado, estdn recogidas en la Fig. 8. Asimismo, la secuencia de nucleétidos obtenida y los
marcos de lectura abierta inferidos a partir de ella se muestran en la Fig. 9.

La inspeccién de la secuencia obtenida, mostré la presencia de dos promotores
putativos para la transcripcion de dicho gen, denominados P1 y P2. La transcripcién a partir
del promotor putativo P1 darfa lugar a un mRNA de 2914 nucleétidos y el promotor putativo
P2 darfa lugar a un mRNA de 1924 nucledtidos, asumiendo que el extremo 3 de dichos
transcritos estuviera localizado en el terminador p-independiente putativo adyacente al gen

citP. Las longitudes de estos transcritos corresponderian aproximadamente a los tamafios
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determinados por hibridacién mediante Northern blot para mRNAl y mRNA2,
respectivamente,

Asimismo se observaron dos marcos de lectura abiertos (ORFs) putativos parcialmente
solapadas que se denominaron citQ y citR. Ambas ORFs estaban situadas delante de citP y
con la misma polaridad que este gen. Los genes cirQ y citR podrian codificar para la sintesis
de dos polipeptidos de 3876 y 13087 Da respectivamente. En el caso de que los promotores

putativos encontrados fueran funcionales, citQ, citR y citP estarfan incluidos en ambos

transcritos.
cit@
ORF1 = citP
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Fig. 8. Estrategia de secuenciacién de la zona que precede inmediatamente al gen cirP en el pldsmido
pCIT264. Abreviaturas: ciiP, gen que codifica para la citrato permeasa P; citR, gen que codifica para EL
polipéptido CitR; ¢irQ, gen que codifica el polipéptido putativo CitQ. Las flechas indican la estrategia de
secuenciacién de la zona que precede inmediatamente al gen citP, indicando cada una de ellas el inicio, la
direccién y la longitud de la secuencia obtenida a partir de cada uno de los fragmentos, segin se describe en

el apartade 7 del capitulo de Métedos.
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Otra observacién destacable en la inspeccién de la secuencia fué la ausencia de ORFs
en los 983 nucledtidos que separan P1 y P2 en la hebra que codifica para citQ, citR y citP.
Sin embargo, en la hebra complementaria se observd un marco de lectura abierto,
denominado ORFI1, que podria codificar para un polipéptido de 33675 Da. El promotor
putativo de este gen fue denominado P3 y estaria situado en la hebra complementaria y
solapando con el promotor P2, de manera que la regidn -35 de P3 estarfa situada entre la
regién -35 y la regién -10 de P2, tal y como se indica en la Figura 9.

Finalmente se observaron dos repeticiones directas de 17 pb que flanqueaban a ORF1.
La repeticién mas cercana a citP se encuentra solapando con los promotores putativos P2 y

P3 (Fig. 9).

4. CARACTERIZACION DE LAS SENALES TRANSCRIPCIONALES DE CITP EN
L. lactis.

Con el objeto de caracterizar los sitios de iniciacién de los dos mRNAs transcritos de
citP detectados en L. lactis biovar diacetylactis, se procedié a determinar el extremo 5 de
dichos mRNAs, mediante mapeo por endonucleasa S1 y/o por la técnica de extensién del
primer.

La localizacién del sitio de iniciacion de los mRNAs especificos de citP mediante
mapeo con endonucleasa S1 se efectud tal y como se indica en el apartado 12 de Métodos.
Para ello se aislaron los RNAs totales a partir de cultivos de L. lactis biovar diacetylactis
crecidos hasta una absorbancia a 660 nm de 0,4 (fase exponencial) o de 1,2 (fase
estacionaria). A cbntinuacidn los RNAs se hibridaron a 42°C (Fig. 4 calles 1 y 2), 47°C 6
49°C (datos no mostrados) con una sonda que contiene el fragmento de DNA EcoRI-BgllI de
3,5 kb del pldsmido pCIT264, marcado radiactivamente en el extremo 5° previamente
generado por digestion con Bg/II. La preparacion de la sonda se describe en el apartado 12
del capitulo de Métodos. Posteriormente los hibridos DNA-RNA fueron tratados con
endonucleasa S1 y los fragmentos protegidos analizados en geles de poliacrilamida-urea (Fig.
10). La sonda utilizada deberfa proteger los extremos 5 de los dos mRNAs especificos de

citP permitiendo teoricamente, la localizacion de los sitios de iniciacién de dichos transcritos.
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Fig. 10. Localizacién del extremo 5° de los transcritos de cifP mediante proteccién a la digestién con
endonucleasa S1. El fragmento de DNA EcoRI-Bglll de 3,5 kb del pldsmido pCIT264 fué hibridado a 42°C
(calles 5 y 6), con el RNA total obtenido de cultivos bien en fase exponencial (calle 5) o bien en fase
estacionaria (calle 6). El tamafio de los fragmentos de DNA protegidos (calles 5 y 6) y el de los usados como
marcadores de tamaiio molecular (calle 7) se indican en la parte derecha de la figura. La secuencia de DNA
(calles 14 (A, C, G y T) utilizada es la correspondiente a la regién estudiada. El promotor transcripcional P2

y el sitio de iniciacién del mRNA?2 se muestran en el pie de la figura.

Los resultados obtenidos muestran que el extremo 5° del mRNA?2 sdlo se detecta en
la fase estacionaria del crecimiento (Fig. 10, calle 6), mientras que el extremo S * del mRNA1
se detecta preferentemente en la fase exponencial del crecimiento bacteriano y en menor

cuantia en la fase estacionaria (Fig. 10, calles 5 y 6). En el caso del mRNAZ2, los fragmentos
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protegidos que se detectaron tenian una longitud de 237 y 239 pb. Por io tanto dicho mRNA,
se inicia en los nucleétidos 1120 (A) y 1123 (G), como se indica en la Fig. 9. Situado
delante del sitio de iniciacion se encuentra localizada la secuencia del promotor P2, con una
region -35 ATGAAA y una regidén -10 TAAAAA separadas por 17 nucledtidos.

La sonda utilizada para proteger ambos transcritos también permitié situar el inicio
del mRNAI1, a una distancia aproximada de 1200 nucledtidos del sitio Bg/Il. Tomando como
referencia este dato, el inicio del mRNA1 se determind utilizando dos técnicas: la técnica de
extensién del "primer" y el mapeo por digestidén con endonucleasa S1.

La determinacién del inicio del mRNA1 mediante la técnica de extension del "primer”
se llevé a cabo como se indica en el apartado 11 del capitulo de Métodos. E! oligonucleétido
de 17 mer que se utilizé como "primer" en la reaccién de extension fue el siguiente: 5°-
GAAATTAGAGATGATAC-3 . La secuencia de este oligonucleétido es complementaria a
la del mRNAI1 desde el nucledtido 233 al nucleétido 217 en la Fig. 9.

Para la determinacion del sitio de iniciacion del mRNA1 mediante el mapeo por
digestién con nucleasa S1 se procedié seglin se indica en el apartado 12 del capitulo de
Métodos. En esta ocasién la sonda utilizada consistié en un fragmento de 233 pb
(coordenadas 1-233 en Fig. 9), que contenia la secuencia complementaria al inicio putativo
del mRNAI. Dicho fragmento se obtuvo por amplificacién mediante la ;reaccién de
polimerizacién en cadena segin se describe en el apartado 12.1 del capitulo de Métodos.

Ambas técnicas produjeron resultados similares, mostrando que el mRNA1 comienza
en los nucleétidos 104 (A) y 106 (A) (coordenadas en la Fig. 9). Dependiendo de la técnica
utilizada, se observaron una o dos bandas adicionales (Fig. 11, calles 10-13 6 1). Una de
estas bandas adicionales, que corresponderfa a un transcrito inicidndose en el nucledtido 121
(G) (coordenadas en la Fig. 9), aparecia sistemdticamente al utilizar la técnica de mapeo con
endonucleasa S1 (Fig. 9, calles 10-13). Esta banda se observaba independientemente de la
concentracién de la nucleasa y de la temperatura de hibridacién utilizadas (Fig. 11, calles 10-
13). Situado delante del extremo 5’ del mRNA1 aparece la secuencia del promotor P1, con
una regién -35 TTGCGA y una regién -10 TAGAAT separadas por 17 nucleétidos.
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Fig. 11. Mapeo del extremo 5° del mRNAL1 de citP. Calle 1. Extension del primer realizada con el RNA total
extraido de un cultivo en fase exponencial anillado a un oligonucleétido de 17 mer, complementario a la
secuencia de DNA, desde el nucle6tido 233 al 217, en la Fig. 9. Calles 10-13: Proteccién a nucleasa S1. El
RNA total extraido de cultivos en fase exponencial fué hibridado con un fragmento de DNA de 233 pb
(coordenadas 1-233 en Fig. 9.) a 37°C (calles 10 y 11), a 42°C (calles 12 y 13) y tratado con nucleasa S1 a una
concentracién de 50 (calles 10 y 12) o de 100 unidades ml? (calles 11 y 13). La secuencia de DNA (calles 2-4
y 6-9, (A, C, G y T)) fué obtenida utilizando el mismo primer que se emple6 para la extensién de primer. El
promotor transcripcional P1 y el sitio de iniciacién del mRNA1 se muestran en el pie de la figura. Una o dos

flechas indican la posicién de las bandas adicionales detectadas por extensién del primer o por los dos métodos.

Con el prop6sito de confirmar la existencia del terminador transcripcional adyacente
al gen citP propuesto por David y cols. (1990), se procedié al mapeo por digestién con
nucleasa S1 del extremo 3° del mRNA1 especifico de dicho gen. Para ello se utilizé una
sonda de 3181 pb que contiene el fragmento de DNA Banl-EcoRI del pldsmido pCIT264 y
que fue marcado radioactivamente en el extremo 3 ° previamente generado por digestién con

Banl (coordenada 1279 del gen citP, segin David y cols, 1990). La sonda contiene la
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secuencia complementaria al terminador transcripcional propuesto y se prepard tal y como
se indica en el apartado 12 del capitulo de Métodos. La sonda se hibrid6é con el RNA total
extraido de un cultivo en fase exponencial de L. lactis biovar diacetylactis y los hibridos se
trataron con endonucleasa S1. Se detectaron dos fragmentos protegidos de 186 y 187
nucleétidos (Fig. 12, calle 1). Asi, el sitio de terminacion del transcrito fue situado en las
proximidades del extremo 3 “ de una estructura potencial del tipo "tallo-lazo". Esta estructura
estd localizada a 98 nucledtidos del codén UAA de terminacion de la traduccién del gen citP
(Fig. 12). Estos resultados coinciden con los resultados obtenidos por hibridacién mediante
Northern blot (ver el apartado 2 de este capitulo de Resultados) y muestran que el mRNA1
tiene una longitud de 2914 nt, formando citP parte del operén citQRP.
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Fig. 12. Mapeo del extremo 3° del mRNA especifico de citP, mediante proteccién a la digestion con
endonucleasa S1. El fragmento de DNA de 3181 pb BanI-EcoRI del pldésmido pCIT264 se hibridé al RNA total
extraido de cultivos en fase exponencial (calle 1). El terminador transcripcional y los puntos finales del mRNA
marcados por flechas, se muestran a la derecha de la figura. La secuencia de DNA (calles 2-5, (A, C, Gy T))

utilizada como marcador de talla molecular procede de un fragmento de DNA no relacionado.

.
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5. UTILIZACION DE LOS PROMOTORES TRANSCRIPCIONALES P1 Y P2 EN L.
lactis

Con el objeto de determinar los niveles de expresion a nivel transcripcional de citP,
a partir de P1 y P2 durante las distintas fases del crecimiento bacteriano, se procedié a la
deteccién de sus transcritos especificos en estas fases. Para ello se obtuvieron RNAs a partir
de cultivos de L. lactis biovar diacetylactis CRL264 crecidos hasta una absorbancia a 660
nm de 0,2, 0,4, 0,8 y 1,2. Los RNAs fueron fraccionados en geles de agarosa y
posteriormente transferidos a membranas de nitrocelulosa. La deteccion de los mRNAs

especificos de citP se efectué por hibridacién con la sonda 1 (Fig. 13).

g citP

Fig. 13. Deteccién de los transcritos de citP en diferentes fases del crecimiento bacteriano por hibridacién
mediante Northern blot. (a) Mapa fisico del operén citQRP mostrando la sonda utilizada (sonda 1 en Fig. 7),
asi como la representacién de los transcritos de citP. (b) Los RNAs totales fueron preparados a partir de cultivos
de la estirpe CRL264 crecidos hasta una absorbancia a 660 nm de 0,2 (calle 1), 0,4 (calle 2), 0,8 (calle 3) y
1,2 (calle 4 y 5 (exposicién de 6 y 72 horas respectivamente)) y posteriormente fraccionados, transferidos e

hibridados con la sonda 1, segiin se describe en el apartado 10 del capitulo de Métodos.
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Los resultados obtenidos muestran que durante todas las fase exponencial del
crecimiento, se sintetiza mayoritariamente el mRNA1 (Fig. 13, calles 1, 2 y 3) y en menor
cuantia el mRNA2. Sin embargo, en la fase estacionaria del crecimiento se detecta
primordialmente el mRNA?2 (Fig. 13, calle 5). Estos resultados indican que la expresion del
operdn citQRP se mantiene constante durante la fase exponencial del crecimiento y que los
niveles de transcripcién durante la fase estacionaria estdn reducidos.

Como control de las variaciones de sintesis de mRNA durante el crecimiento
bacteriano se analizé, mediante Northern blot y con la misma sonda, el mRNA especifico de
citP sintetizado por la estirpe MG1363/pFL3 en las fases exponencial (0,4) y estacionaria
(1,2) del crecimiento. El pldsmido pFL3 contiene el gen citP bajo el control del promotor
P

transcritos especificos de citP sintetizados a partir de P,,, en las fases exponencial y

soia- LOS resultados obtenidos (no mostrados) no reflejaron diferencias en la cantidad de
estacionaria del crecimiento. Ello indica que la disminucidén de la sintesis de los transcritos
especificos de citP, detectada en la estifpe CRL264 en la fase estacionaria del crecimiento,
son debidas a una utilizacién diferencial de los promotores naturales P1 y P2 por la RNA
polimerasa de L. lactis en la distintas fases del crecimiento y no a una depleccién
generalizada de la transcripcion.

Los resultados mostrados en la Fig. 13 también indican que de las dos especies
moleculares de mRNA a partir de las cuales se transcribe citP, mRNAI se sintetiza
primordialmente en las fases exponencial del crecimiento, mientras que mRNA?2 se sintetiza
en todas las fases del crecimiento bacteriano. Estos resultados podrian parecer contradictorios
con los obtenidos al determinar el sitio de iniciacidn de los mRNAs (apartado 4 de este
capitulo de Resultados). Sin embargo, resultan compatibles si se tiene en cuenta las
diferencias existentes entre las dos técnicas utilizadas y entre las dos sondas empleadas. En
el caso del mapeo con endonucleasa S1, durante la hibridacién con la sonda EcoRI-Bg/II debe
existir una competicién entre el mRNA1 y mRNA?2, estando favorecida la hibridacién para
mRNA1 debido a su mayor longitud de complementariedad con la sonda. En el caso de la
hibridacién realizada mediante Northern blot, los mRNAs son separados fisicamente antes de
su hibridacién con la sonda Bg/lI-BamHI. Ademds, ambos mRNAs presentan el mismo grado
de complementaridad con la sonda. Por tanto, no existe ni competicién, ni discriminacién

entre los dos tipos de mRNAs durante la hibridacién. Asi, puesto que en la fase exponencial
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del crecimiento el transcrito mayoritario es mRNA1, su presencia podria impedir la deteccion
de mRNA2 por mapeo con endonucleasa S1, detectdndose este dltimo por hibridacion
mediante Northern blot. Sin embargo, en la fase estacionaria los bajos niveles d¢ mRNA1 son
detectados por mapeo con endonucleasa S1 debido a la alta afinidad por la sonda, mientras
que por hibridacién mediante Northern blot sélo se detecta el mMRNA?2, que es aparentemente

mayoritario en esta fase de crecimiento.”
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Fig. 14. Deteccién de los transcritos de las estirpes MG1363/pFL4 y MG1363/pFL7. En la parte superior
se muestra el mapa fisico de pCIT264 y del inserto lactocécico de sus derivados pFLA y pFL7, asi como la
sonda utilizada. En la parte inferior se muestra el Northern blot de los RNAs totales que fueron preparados a
partir de cultivos crecidos hasta una absorbancia a 660 nm de 0,4. Los RNAs fueron fraccionados, transferidos
y finalmente hibridados con la sonda 1, segiin se describe en el apartado 10 del capitulo de Métodos. Calle 1:
MG1363/pFLA. Calle 2: MG1363/pFL7.
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La falta de deteccidn, del inicio del mRNA2 en la fase exponencial de crecimiento,
podria ser debida a las causas antes expuestas o a una carencia de utilizacién de P2 por la
RNA polimerasa de L.lactis durante el crecimiento exponencial. Para discriminar entre estas
dos hipétesis, se decidi6 analizar la expresién del gen cirP en ausencia del promotor P1. Para
realizar este estudio se procedié a la construccién del pldsmido pFL7 por digestién de pFL4
con EcoRV y posterior recircularizacién del fragmento EcoRV-EcoRV de 8,5 kb. El plasmido
pFL7 fue establecido en S. preumoniae y posteriormente transferido a L.lactis MG1363.
Este pldsmido contiene el gen citP, unicamente bajo el control del promotor P2, ya que ¢l
promotor P1 se encuentra en el fragmento EcoRV-EcoRV de 2,0 kb presente en pFL4 y
delecionado en pFL7.

Los RNAs totales extraidos de cultivos en fase exponencial de L. lactis MG1363
conteniendo el pldsmido pFL7, fueron analizados por hibridacién mediante Northern blot con
la sonda 1 (Fig. 14}, que incluye los 206 primeros codones de cirP.

v Como era de esperar la estirpe portadora de pFL7 unicamente sintetiza el mRNAZ y
no el mRNAI, confirmando la utilizacién de P2 en la fase exponencial del crecimiento
bacteriano (Fig. 14, calle 2). Con esta misma sonda y por hibridacién mediante Northern blot
se analizaron los mRNAs especificos de citP, que produce L.lactis MG1363 conteniendo el
pldsmido pFL4 (Fig. 14, calle 1). Este pldsmido recombinante, que lleva clonado el
fragmento EcoRI-Clal del pldsmido pCIT264, codific6 para los mismos transcritos (mRNA1
y mRNA2), que el pldsmido parental pCIT264 presente en la estirpe CRL264 de L. lactis

biovar diacetylactis. Este resultado muestra que los promotores P1 y P2 son utilizados por

subespecies distintas de L. lactis.
6. PROCESAMIENTO DEL mRNA1 EN L. lactis

La observacién de diferentes cantidades de mRNA1 y mRNA?2 en varias preparaciones
de RNA procedentes de cultivos bacterianos exponenciales de L. lactis conteniendo pldsmidos
Cit* (Figs. 7, 13 y 14), sugerfan la posibilidad de que el mRNA1 fuera procesado por
ribonucleasas bacterianas, generando una especie molecular de tamafio similar al mRNA2 e
indistingible de éste en las hibridaciones realizadas mediante Northern blot.

Para contrastar esta hipétesis, se inspecciond en primer lugar la secuencia situada
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adyacente al promotor P2 en busca de una estructura secundaria que sirviera de posible diana
para la accién de dichas ribonucleasas. Para este fin se usé el programa Fold (Zuker y

Stiegler, 1981) de la Universidad de Wisconsin GCG package (Devereux y cols., 1989).
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Fig. 15. Estructura putativa secundaria propuesta de la regién implicada en el procesamiento del mRNA1L.
Se muestran los nucledtidos comprendidos entre la coordenada 1139 a la 1227 de la Fig. 9. La secuencias de

Shine-Dalgarno (SD) y los codones de inicio de la traduccidn de citQ Y citR se muestran como flechas dobles.
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El programa predijo una estructura secundaria putativa compleja con una energia libre
de -31,2 Kcal mol* (Fig. 15) situada detrds y a 19 nucleétidos del extremo 5° del mRNAZ2.
(nucleétidos 1139 a 1227 en Fig. 9).

Con el objeto de comprobar si esta estructura actuaba como diana para ribonucleasas
que originasen con su accién mRNAs procesados, se tomo ventaja del hecho de que la Rf sea
un inhibidor especifico de las RNA polimerasas bacterianas. La adicién de este antibidtico
a los cultivos y su posterior incubacion permite analizar el destino de los mRNAs sintetizados
por las células, previamente al tratamiento, en ausencia de sintesis de novo de mRNA. Asi,
un cultivo de L. lactis biovar diacetylactis CRL264 en fase exponencial del crecimiento fue
tratado con Rf, a una concentracién de 200 pg ml'. Tras la adiccién de Rf a los tiempos
indicados en la Fig. 16, se tomaron alicuotas y se extrajeron los mRNAs totales, segiin se
indica en el apartado 8 del capitulo de Métodos. Para detectar las especies moleculares de
RNA originadas como consecuencia del posible procesamiento, los RNAs totales se
fraccionaron en geles de agarosa, se transfirieron y se hibridaron con las sondas 1 y 2, las
cuales flanquean la estructura secundaria predicha (Fig. 16).

El mRNAI1 fue detectado con ambas sondas (Fig. 16). Sin embargo, se observaron
diferentes productos, generados aparentemente por procesamiento del mRNA 1, dependiendo
de la sonda utilizada. De esta forma con la sonda 1 se detect6 un fragmento de RNA con un
tamano aproximado de 1000 nucleétidos, que podria corresponder a una especie molecular
de mRNA comenzando en el extremo 5° del mRNAl y terminando en la estructura
secundaria. Con la sonda 2 se observé la acumulacién de un mRNA de 1900 nucleétidos y
su conversién con el tiempo en un fragmento de 1500 nucleétidos. El fragmento de 1900
nucledtidos podria ser explicado como un RNA que comenzara en la estructura secundaria
y terminara en el extremo 3 del mRNAL. La observacién de que el tamaiio del fragmento
mas pequefio detectado con la sonda 2 (1500 nucleédtidos) coincidiera, aproximadamente con
la longitud del gen citP, es sugerente. Este resultado podria indicar que después de un
procesamiento inicial del mRNAL en dos fragmentos, la regién 5° del fragmento de 1900
nucledtidos, que contiene el gen citR truncado, seria susceptible a degradacién por
ribonucleasas. Sin embargo, la regién 3 * de dicho fragmento, que contiene el gen citP, podria
tener una vida media mas larga, debido a la proteccidén que suministran los ribosomas al

traducir dicho gen.
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Fig. 16. Deteccién del procesamiento del mRNAT1 de cifP. Parte superior. Representacién diagramdtica de la
sintesis y el procesamiento del mRNAI1. Parte inferior. Andlisis de los mRNAs de citP y de su estabilidad
mediante Northern blot. Cultivos en crecimiento exponencial de la estirpe CRL264 se tratron con Rf a tiempo
0. El RNA total se prepar6 a los tiempos indicados (en minutos) y posteriormente fueron fraccionados como se
indica en el apartado 10 del capitulo de Métodos. Los dcidos nucleicos se transfirieron a una membrana de

nitrocelulosa y se hibridaron con la sonda 2 (EcoRV-EcoRV), localizada upstream de citP (Panel izdo.), o con
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la sonda 1 (Bglll-BamHI) que incluye la regién 5° terminal del gen citP (Panel dcho.).
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7. REGULACION POST-TRANSCRIPCIONAL DE LA EXPRESION DEL GEN CITP
POR EL PRODUCTO DEL GEN CITR EN L. lactis

Los experimentos mostrados en el apartado 1 de este capitulo demostraban que €l gen
CitR no se requiere para el transporte de citrato en L. lactis. Como consecuencia el producto
génico CitR, no estd directamente implicado en el transporte de citrato. Estos resultados
indujeron a suponer que CitR podria tener un papel regulador en la expresion de citP.

Con el objeto de comprobar esta hipétesis, se analizé la influencia de CitR sobre la
expresion de citP a nivel transcripcional y post-transcripcional, Para ello se construyd una
fusion génica cat-citP, usando el gen, que codifica la cloranfenicol acetiltransferasa (CAT)
procedente del plasmido pC194 como indicador o "reporter”. Con esta fusién y utilizando
diferentes situaciones génicas, era posible cuantificar el efecto que citR pudiera tener sobre
la expresion de citP, por las variaciones observadas en los niveles de actividad cloranfenicol
acetiltransferasa (CAT) presentes en extractos crudos de cultivos bacterianos, segiin se indica
en el apartado 15 del capitulo de Métodos.

Debido a la inexistencia de vectores para llevar a cabo fusiones traduccionales en L.
lactis, el primer paso para la obtencién de Ia fusién car-citP fue la previa construccién de un
vector, que tomando como indicador el gen cat, sirviera para fusionar con éste, citP u otros
genes.

El nuevo vector para fusiones traduccionales, denominado pFL10, se construyé
clonando el fragmento de 1.1 kb Mbol del pldsmido pJS3 (Ballester y cols., 1986 y Fig. 17),
que incluye el gen cat de pC194, en la diana BamH]I del sitio de multiclonado del fagémido
pALTER-1 (Promega) (Fig. 17), para dar lugar al pldsmido recombinante pFAL6 (Fig. 17).
Sobre el pldsmido recombinante pFAL6 y mediante mutagénesis dirigida, tal y como se indica
en el apartado 14 del capitulo de Métodos se introdujo un sitio EcoRI solapando con la G del
codén ATG de iniciacién de la traduccién del gen car (Hironouchi y Weisblum, 1982)
utilizandoel oligonuclestidomutagénico5 -TATCAAATGAATTCCTTTAATAAAA-3 " para
dar lugar al pldsmido recombinante pFAL7. El gen car mutado se liberé de pFAL7 mediante

Vdigestidn EcoRI-HindIIl y se clond en el plasmido vector pLS1 por sustitﬁcién de su

fragmento EcoRI-HindlIl para dar lugar al pidsmido pFL10 (Fig. 17).
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Fig. 17. Esquema diagramdtico de la construccién del pldsmido pFL10. Abreviaturas: bla, gen que codifica

para la f-lactamasa; catf, gen que codifica para CAT (represantade por el segmento negro); tet-L, gen que

codifica para [a proteina que confiere resistencia a tetraciclina.
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Para construir la fusién entre ¢irP y el gen cat y siguiendo la misma estrategia que se
describe en el parrafo anterior, se introdujo un sitioc EcoRI en el coddn de iniciacion del gen
citP dando lugar al pldsmido recombinante pFAL4 (Fig. 18). En este caso la mutagénesis
dirigida se realiz6 sobre el fragmento EcoRI-Clal de pCIT264 previamente clonado en el
fagémido vector pALTER-1 (pFALIl), usando el oligonucledtido mutagénico 5°-
ATGCGGGTGAATTCATCAT-3 . La regién precedente al gen citP y que incluye sus
sefiales transcripcionales y traduccionales fue liberada de pFAL4 por digestion con EcoRI y
subclonada en el sitio tinico EcoRI de pFL10 para dar lugar al pldsmido recombinante pFL12
(Fig. 18). Este pldsmido contiene el gen car mutado bajo el control de las sefales
transcripcionales y traduccionales del gen citP y codifica para una cloranfenicol acetil
transferasa con un aminoidcido extra Ser,. pFL12 fue establecido en S. preumoniae y
posteriormente transferido por electroporacién a L. lactis.

Para examinar la influencia que pudiera tener el polipéptido CitR sobre la expresién
de citP se construyd el pldsmido pFI20. Para ello los oligonucledtidos siguientes; 5°-
TTTAAACCATGGCGACAACAAAAA-3’y S'-AAAGGATCCTGTCTTATATTCCTA-3"
fueron sintetizados mediante PCR y posteriormente utilizados para amplificar un segmento
de DNA incluyendo el gen citR desde el codén de iniciacién hasta el codén de terminacion
de dicho gen (coordenadas 1212 a 1546 en Fig. 9). Para facilitar la clonacidén del fragmento
amplificado en el vector de expresién pET11d, ambos oligonucledtidos fueron sintetizados
de manera que el producto de 334 pb contenia el sitio Ncol solapando con el codén de
iniciacién de la traduccién de citR y el sitio BamHI “"downstream" de este gen. A
continuacién el producto obtenido por PCR fue clonado entre los sitios Ncol y BamHI de
pET11d, dando lugar al pldsmido pCM6 (Fig. 19). Posteriormente, citR fué situado bajo el
control del promotor polA de S. prneumoniae. Para ello, pCM6 fue linearizado por digestién
con Xbal y después de rellenar los extremos recesivos, fue ligado con el fragmento Bgl/II-Nhel
de 1,1 kb, previamente tratado con el fragmento Klenow de la DNA polimerasa de E. coli
para generar extremos romos. El pldsmido resultante, denominado pCM7 (Fig. 19), fue
digerido con EcoRV para liberar un fragmento de DNA que contenfa el gen citR bajo el
control del promotor polA. Dicho fragmento fue clonado en el sitio vnico BamHI del vector
de bacterias gram positivas, pIL253 (Fig. 19) para dar lugar al pldsmido pFI20. Este
plismido fue inicialmente establectdo en B. subtilis y posteriormente transferido por

electroporacién a L. lactis MG1363 conteniendo pFL12.
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Fig. 18, Esquema diagramdtico de la construccién del pldsmido pFL12. Abreviaturas: bla, gen que codifica
para la 3-lactamasa; car, gen que codifica para CAT; rer-L, gen que codifica para la proteina que confiere
resistencia a tetraciclina; cirP, gen que codifica para CitP. Los segmentos representan lo siguiente: negro, gen

que codifica para CAT; rayado, pldsmido lactocécico pCIT264.
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Fig. 19. Esquema diagramdtico de la construccién del pldsmido pFI20. Abreviaturas: bla, gen que codifica
para la f-lactamasa; car, CAT; rer-L, gen que codifica para la proteina que confiere resistencia a tetraciclina;
cirP, gen que codifica CitP; lacZ, gen que codifica para la f-galactosidasa; MLS, sitio de multiclonado del
pldsmido vector plL253. Los segmentos representan lo siguiente: negro, gen que codifica para CAT; rayado,

plasmido lactocéeico pCIT264.
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Las actividades CAT de los extractos crudos de estirpes de L. lactis MG1363 que
contenfan bien pFL12 o bien pFL12 corresidiendo con pFI20 (Fig. 20), fueron determinadas
seglin se indica en el apartado 15 del capitulo de Métodos. La sobreexpresién de CitR
(codificado por pFI20) en la estirpe de L. lactis MG1363 pFL12/pFI120 provocé un descenso
de cuatro veces en la actividad CAT codificada por el plésmido pFL12 respecto a la estirpe
L. lactis MG1363 pFL12 (Fig. 20). Este resultado revela un efecto inhibitorio en trans, a

nivel transcripcional, de CitR sobre la sintesis de CitP.
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Fig. 20. Influencia de CitR en la expresién de la fusién citP-cat. Izquierda. Northern blot de estirpes de L.
lactis MG1363 portadoras de los pldsmidos indicados. Las estirpes se crecieron en medio M17 hasta una
absorbancia de 0,4 a 660 nm. El RNA total de cada uno de estos cultivos fué preparado y fraccionado segiin
se indica en el apartado 10 del capitulo de Métodos. Los 4cidos nucleicos se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa y se hibridaron con una sonda que incluye el gen cat del pldsmido pC194. Derecha. Actividad de
la cloranfenicol acetiltransferasa (CAT) procedente de fusiones traduccionales cat-citP. Estirpes de L. lactis
MG1363 portadoras de los pldsmidos indicados se crecieron hasta una absorbancia de 0,4 a 660 nm y las
actividades CAT se determinaron a partir de los extractos crudos de estas estirpes como se indica en el apartado
15 del capitulo de Métodos. Cada valor representado corresponde a la media de al menos tres experimentos

independientes. La desviacién estandar observada entre las distintas determinaciones aparece indicada.

",
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Con el fin de descartar que las diferencias observadas se debieran a una mayor
utilizacién de los promotores Pl y/o P2 y por lo tanto a un aumento en la cantidad de los
mRNAs correspondientes, se analizaron los RNAs totales procedentes de cultivos de L.lactis
MG1363 conteniendo pFL12 6 pFL12 y pFI20. El andlisis de estos RNAs se realizé por
hibridacién mediante Northern blot, utilizando una sonda que contenia el gen cat clonado en
el fagémido pALTER. Los resultados de este experimento muestran (Fig. 20) que no hay
diferencia en la cantidad de mRNAs especificos sintetizados a partir de P1 y de P2 por una
u otra estirpe. Por tanto, el efecto de CitR sobre la sintesis de CitP se ejerce a nivel post-
transcripcional.

Para analizar la influencia de citR en cis sobre la expresion de CitP se construyé el
plasmido pFL13 (Fig. 21). Este pldsmido se generé interrumpiendo el gen cizR en el plasmido
mediante digestién con Bglll, relleno de los extremos protuberantes 'generados y
recircularizacién del DNA resultante mediante ligacién. Asi el pldsmido pFL13, contiene una
adicién de 4 nt que cambia el marco de lectura de citR y da lugar a un polipépfido truncado
de 65 aa y 7584 Da. Los extractos preparados a partir de estirpes de L. lactis
MG1363/pFL13 mostraron una actividad CAT dos veces inferior a los extraidos de L. lactis
MG1363/pFL12 (Tabla IV versus Fig. 20). El andlisis de los mRNAs especff'lcos citP-cat
extraidos de estirpes de L. lactis conteniendo bien pFL12 o bien pFL13, no mostraron
diferencias significativas entre ambas estirpes (resultados no mostrados). Estos resultados
indican un acoplamiento de la traduccién de citR y citP, la cual provoca un incremento en la
sintesis de CitP. Sin embargo, la presencia de pFI20 (CitR suplementado en rrans) no afecté
a la actividad CAT codiﬁcada por pFL13 (Tabla IV), lo que sugiere que la represion ejercida
por CitR suplementado en rans, sobre cirP requiere un acoplamiento de la traduccién de citR
y citP.

Con el objeto de examinar con mas detalle esta hipétesis, se construyeron los
plasmidos pFL14 y pFLI15S (Fig. 21). Para construir el pldsmido pFL14, se digirié el
pldsmido pFI2Q con Bg/II y el fragmento de 1341 nucledtidos que contiene el promotor polA
y un tercio del extremo 5° del gen citR fué purificado. Este fragmento fué ligado al
fragmento de 972 nucledtidos Bg/lI-BamHI de pFL12 que incluye los dos terciosl del extremo
3° del gen cifR y la fusidn génica citP-car. La mezcla de ligacidn fué digerida con HindlIIl
y después de rellenar los extremos protuberantes, las moleculas de DNA resultante se ligaron

al vector pLS1 previamente digerido con EcoRI y sus extremos cohesivos rellenados. El
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pidsmido resultante, pFL14, contiene el gen cirR y la fusién génica citP-cat b?jo el control
del promotor polAd, careciendo de los promotores especificos de citP (Pl y PZ) y del sitio
putativo para el procesamiento de mRNA adyacente al gen citR. El plésmi'do pFL15 se
construyd interrumpiendo el gen citR en pFL14, mediante digestién con Bglll, rellenando los

extremos cohesivos generados y recircularizando el DNA resultante mediante fligacic’m.
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Fig. 21. Mapa fisico de pCIT264 y sus derivados. Los genes se transcriben en la direccién indicada por las
flechas. La mutacién presente en los plismidos pFL13 y pFL15 estd indicada. Las posiciones de la secuencia
Shine-Dalgarno (SD) y los codones de inicio de la traduccién (ATG) de citR y citP estan indicados.

Abreviaturas: P1, promotor cit; P_,, promotor polAd; T ,, terminador transcripcional de cir; T, terminador

cats

transcripcionat caz. Los segmentos representan Jo siguiente: abiertos, regiones del plasmido lactocéeico pCIT264;

negro, gen cat de pCl194; rayado vertical, plismido pLS!; rayado hacia la izquierda, inserto neumocéeico;

rayado hacia la derecha, regiones de DNA del pldsmido pET11d incluyendo la secuencia Shine-balgamo (SD, )

o el terminador transcripcional (T,,,) del gen 10 del bacteriéfago T7. Linea simple, plésmidoipIL253. Sélo se
|

representan los sitios de restriccidn relevantes
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La comparacién entre las actividades CAT presentes en los extractos procedentes de
las estirpes de L. lactis MG1363/pFL14 y L. lactis MG1363/pFL15, reveld una disminucién
de dos veces en la actividad CAT de 1a que portaba pFL15 respecto a la que portaba pFL14.
Estos resultados revelan y apoyan la hipétesis de que la traduccién de citR ejerce un efecto
en cis sobre la sintesis de CitP independientemente del promotor usado. A diferencia de los
resuitados obtenidos con pFL12, no se observé un efecto de CitR sobre la actividad CAT
codificada por pFL14 cuando se afiadié en trans esta proteina (codificada por pFI20). Este

resultado indica que el sitio de unidn de CitR en el mRNA no estd localizado en la regién

codificante de CitR.

Tabla IV. Actividad CAT generada por las fusiones traduccionales cizP-cat.

Plasmidos Actividad CAT ?

(U (mg proteina)')

pFL10 <1
pFL13 66537
pFL13, pFI20 66155
pFL14 759+50
pFL14, pFI20 71643
pFL15 38312

a. L. lactis MG1363 portando los plasmidos indicados eran crecidos hasta una absorbancia de 0,4 a 660 nm,
y las actividades CAT eran determinadas como se describe en el apartado 15 del capitulo de Métodos. Cada

dato representa la media de al menos tres determinaciones independientes.



Resultados 68

8. EXPRESION DEL GEN CITP DE L. lactis biovar diacetylactis EN E. coli

Los resultados obtenidos por Sesma y cols. (1990) y David y cols. (1990)jdemostraban
que ¢l gen citP se expresa en E. coli. Sin embargo, David y cols. sélo consiguieron la
expresién del gen en una sola orientacién respecto al vector, infiriendo que las seiiales
transcripcionales naturales de citP no eran funcionales en el huésped heterélogo.

Con el fin de comprobar si las sefales transcripcionales del gen citP utilizadas en su
huésped original L. lactis, eran requeridas para la expresién funcional de dicho gen en E.
coli, se construyeron los pldsmidos pCM5 y pFES1 (Fig. 22). Estos pldsmidos son derivados
de pFS21 (Sesma y cols, 1990 y Fig. 22), hibrido compuesto de pCIT264 yipUC18, que
confiere a E. coli la capacidad de incorporar citrato (Fig. 22). El plasmido pCMS5 carece del
fragmento EcoRV-EcoRV de 2,0 kb de pFS21, en el cual estd incluido el promotor P1. Por
otra parte, el pldsmido pFES! contiene el fragmento Bgl/ll-EcoRI de 4,7 kb de pFS21,
clonado entre los sitios de restriccién BamHI y EcoRI del vector de expresion pETS (Studier
y cols, 1989). Asi, en el pldsmido recombinante el gen citP estd localizado préximo al
promotor transcripcional del gen ¢10 del bacteriéfago T7 y en orientacidn correcta respecto
a éste. Este promotor es unicamente utilizado por la RNA polimerasa del bacteriéfago T7 y
no es reconocido por los factores sigma de la RNA polimerasa de E. coli. El pldsmido pCM5
confirié a E.coli la capacidad de transportar citrato (Fig. 22), indicando que el promotor Pl
no es requerido para la expresidon funcional de la citrato permeasa P en este huésped.
Paralelamente el pldsmido pFE51 era incapaz de conferir el fenotipo Cit* a E. coli DHS-a,
indicando que la regién EcoRV-Bglll, en la cual estd incluido el promotor P2, era esencial
para la expresién funcional del gen citP en este huésped. Con el fin de comprobar esta
hipétesis, se introdujo el pldsmido pFESI en la estirpe BL21(DE3) de E. coli, la cual posee
lisogenizado en su cromosoma el gen que codifica para Ja RNA polimerasa del fago T7.
Como se esperaba, la .estirpe resultante adquirid la capacidad para transportar citrato,

presumiblemente debido a la utilizacion del promotor ¢0 por la RNA polimerasa de T7.
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Fig. 22. Mapa fisico de los pldsmidos pFS21, pCM5 y pFES1 y Transporte de citrato en diferentes estirpes
de E. coli que portan uno de estos plismides. Los genes se transcriben en la direccidn indicada por la flecha.
Abreviaturas: P, ,, promotor del gen lacZ; P,,, promotor del gen ¢10; bla, gen que codifica para la 3-
lactamasa. A la derecha se muestra la capacidad de las estirpes de E. coli DHS-a y BLZI(D.ES) potadoras de
los pldsmidos indicados, para transportar citrato. El transporte de citrato se midié segtin se describe en el
apartado 16 del capitulo de Métodos. La cantidad de radioactividad incorporada en células citrato-positivas (+)
variaba entre 1500 y 7000 cpm, mientras que en las citrato negativas (-) era menor de 1000 cpm. La utilizacién
de citrato en medio de Christensen por las estirpes indicadas fué positiva {+), cuando se visualizd la produccién

de color rojo en el medio; -, representa reaccién negativa.

Con el objeto de detectar el patrén transcripcional del gen citP de L. lactis biovar
diacetilactys en el huésped heterdlogo E. coli,, se extrajo el RNA total de la estirpes de E.
coli DHS-a/pFS21 y los RNAs fueron fraccionados en geles de agarosa y posteriormente
transferidos a membranas de nitrocelulosa. La deteccion de los mRNAs especificos de citP
en E. coli se efectud por hibridacién con la sonda 1 descritas en el apartado 2 de este capitulo
de Resultados. Los resultados, recogidos en la Fig. 23, muestran, a diferencizlt con L. lactis
biovar diacetylactis, un dnico transcrito de 1900 nucleétidos, que coincide aproximadamente
en tamafno con el mMRNA2 sintetizado en el huésped original y cuya sintesis parecia légico

suponer que se iniciara mediante la utilizacién del promotor P2 por la RNA polimerasa de
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E. coli. Por otra parte, la ausencia del transcrito de 2900 nucleétidos indicaba que P1 no es
funcional en E. coli y confirmaban la dispensabilidad de este promotor P1 para la expresién
de citP en este huésped (Fig. 23, calle 1).

Fig. 23. Deteccién del transcrito especifico de citP sintetizado en E. coli DH5-a/pFS21. Los RNAs totales
fueron preparados y fraccionados segiin se describe en el apartado 10 del capitulo de Métodos. Los 4cidos
nucleicos se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se hibridaron con la sonda 1 (mostrada en Fig. 7).
E. coli DHS5-a/pFS21 (calle 1) fué crecido en medio LB. L. lactis biovar diacetylactis CRL264 (calle 2) fué

crecido en medio M17.

Para comprobar si el unico transcrito especifico de citP detectado en E. coli se
sintetizaba o no a partir del promotor P2 caracterizado en su huésped original, se procedi6
a determinar el extremo 5 de este transcrito mediante mapeo con endonucleasa S1. Para este
propdsito se utilizé la misma sonda y el mismo procedimiento que los utilizados para mapear
los extremos 5 del mRNA1 y el mRNA2 en L. lactis y que estdn descritos en el apartado

4 de este capitulo de Resultados. Los resultados, recogidos en la Fig. 23, confirman la
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existencia de un tnico sitio de iniciacién de la transcripcién y este tinico transcrito,

denominado mRNA2’, posee un extremo 5 diferente del obtenido para el mRNA2 en el

*,

huésped original. Concretamente el tinico mRNA2’, a partir del cual debe sintetizarse CitP
en E. coli comienza en (A) y (G) (coordenadas 1027 y 1028 en Fig. 9). Delante del sitio de
iniciacién se observé una secuencia promotora. A este nuevo‘ promotor se le denominé P2 °.
La secuencia de este promotor posee \;na regién -35 TTGgaA y una regién -10 TATAAg.
Estos hexameros se desvian respectivamente en dos y en un nucleétidos de la secuencia

consenso reconocida por el factor ¢”° de 1a RNA polimerasa de E. coli, -35 TTGACA y -10
TATAAT (Rosenberg, A. y Court, D., 1979).
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TTGGAA GTGTGCTATTATAAGTCA TATAAG TCGTGAG
-35 18 nucledtidos -10

Fig. 24. Mapeo del extremo 5° de los transcritos de citP sintetizados por E. coli DH5-a/pFS21. Calle 5:
Proteccidn a nucleasa S1. El RNA total fué extraido de cultivos en fase exponencial de E. coli DH5-a/pFS21
e hibridado con el fragmento de DNA EcoRI-Bgill de pCIT264 a 42°C y tratado con nucleasa S1 a una
concentracién de 100 unidades ml'. El promotor transcripcional P2° y el sitio de iniciacién del mRNA
sintetizado se muestra en el pie de la figura. La secuencia de DNA (calles 14, (A, C, G y T)) utilizada como

marcador de talla molecular procede de un fragmento de DNA no relacionado.
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La existencia de un terminador transcripcional se determind mediante mapeo por
digestién con nucleasa S1 del extremo 3 de los mRNA especifico del gen citP sintetizado
en E. coli. Para este propésito se utilizé la misma sonda y el mismo procedimiento que los
utilizados para mapear los extremos 3 * de los mRNAs especificos de citP en L. lactis y que
estdn descritos en el apartado 4 de este capitulo de Resultados. Se detectaron dos fragmentos
protegidos de 182 y 183 nt (Fig. 25, calle 1). Asi, al igual que en L. lactis (Fig. 12), el sitio

de terminacidn del transcrito fué situado en las proximidades del terminador p-independiente.
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Fig. 25. Mapeo del extremo 3° del mRNA especifico de citP, mediante proteccién a la digestién con
nucleasa S1 en E. coli. El fragmento de DNA de 3181 pb Banl-EcoRI del pldsmido pCIT264 se hibrid6 al RNA
total extraido de cultivos en fase exponencial (Calle 1). El terminador transcripcional y los sitios de terminacién
del mRNA marcados por puntos, se muestran a la derecha de la figura. La secuencia de DNA (calles 2-5 (A,C

G y T)) utilizada como marcador procede de un fragmento de DNA no relacionado.
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Los resultados descritos en este apartado demuestran que en E. coli el gen citP se
expresa a partir de una secuencia promotora P2° (no funcional en L. lactis) generando un

transcrito de 1983 nt.

9. INFLUENCIA DEL pH SOBRE LA EXPRESION DEL GEN CITP

La citrato permeasa P de L. lactis biovar diacetylactis presenta actividad detectable
dentro de un estrecho rango de pH entre 5,0 y 6,0 (Harvey y Collins, 1961) y resultados no
mostrados). Asimismo, L. lactis muestra su éptimo para metabolizar citrato dentro de este
rango de pH (Starrenburg y Hugenholtz, 1991). Estos hechos sugerian que alteraciones del
PH podrian, ademds de regular la actividad de CitP, controlar los niveles de expresion génica.

Con el objeto de observar cual era el efecto del pH del medio de cultivo sobre la
expresion del gen citP a nivel transcripcional, se analizaron los RNAs totales procedentes de

cultivos de estirpes de L. lactis biovar diacetylactis CRL264 crecidos a pH 7,0 6 a pH §,5.

- e -2900

=1900

Fig. 26. Influencia del pH del medio de cultivo sobre la transcripcién del gen citP. Estirpes de L. lactis
biovar diacetylactis CRL264 se crecieron en M17 a pH 5,5 (calle 1) o a pH 7 (calle 2). El RNA total de cada
uno de estos cultivos fué preparado y fraccionado segiin se indica en el apartado 10 del capitulo de Métodos.
Los dcidos nucleicos se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se hibridaron con la sonda 1 (mostrada

en Fig. 7).

€,
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El anilisis de los mRNAs especificos del gen cirP sintetizados a estos pHs y a partir
de sus promotores naturales (P1 y P2), se efectué por hibridacién mediante Northern. La
sonda utilizada fué la sonda 1, descrita en el apartado 2 de este capitulo de Resultados. La
cantidad de los mRNA1 y mRNA?2 (Fig. 26} sintetizados a pH 7,0 (calle 1) 6 a pH 5,5 (calle
2) fue similar. La cuantificacién se realizé utilizando el sistema PhosporImager (Molecular
Dinamics). Consiguientemente, estos resultados muestran que a pH 5,5, €l cual estd dentro
del rango de pH dptimo para el funcionamiento de la citrato permeasa, no se observa una
elevacién de la transcripcién del operén citQRP.

Para comprobar si el pH del medio de cultivo influfa 0 no sobre la expresion del gen
citP a nivel traduccional, se compararon las actividades CAT presentes en extractos de la
estirpe de L. lactis MG1363 que contenia el pldsmido pFL12, crecida a pH 7,0 6 a pH 5,5.
Previamente, se analizé el mRNA especifico de la fusién citP-cat por hibridacién mediante
Northern blot y se comprobd que la variacién de pH no afectaba a la transcripcién de citP
en dicha estirpe (resultados no mostrados). Consiguientemente, las lposibles diferencias
detectadas entre las actividades CAT medidas en extractos que provienen de células
portadoras de pFL12, crecidas a pH 5,5 o a pH 7,0, reflejarfan una sintesis diferencial de la
citrato permeasa a ambos pHs, debido a que en pFL12, el gen CAT estd bajo el control de
las sefales transcripcionales y traduccionales del gen citP.

Los resultados aparecen recogidos en la Fig. 27. Los extractos preparados a partir de
cultivos de L. lactis MG1363/pFL12 crecidos a un pH de 5,5 mostraron, consistentemente,
una actividad CAT tres veces superior a aquellos preparados a partir de la misma estirpe
crecida a pH 7,0 (Fig. 27). Estos resultados muestran un incremento de la sintesis del
producto de la fusién citP-cat o una alteracién del enzima CAT a pH 5.5, que conllevara a
una mayor actividad. Para discernir entre estas dos posibilidades se utilizd el pldsmido pFIl
(ver detalles de su construccién en el apartado 11 de este capitulo de Resultados), que
contiene el gen car natural de pC194. La estirpe L. lactis MG1363/pFI1 mostré los mismos
niveles de actividad CAT a pH 7,0 y 5,5, indicando que no existe una alteracion intrinseca
del enzima determinada por la variacion del pH. Asi, parece que a pH de 5,5, se produce una
estimulacién de la eficiencia de traduccion del gen de la citrato permeasa P. Finalmente, se
comprobé que los niveles de actividad CAT codificados por pFL12 a pH 5,5 eran susceptibles
a la inhibicién ejercida en rrans por CitR (pFI20) (Fig. 27), siendo este efecto inhibitorio

asimilable al previamente detectado a pH 7,0 (Fig. 20). Para descartar que la inhibicién
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ejercida en trans por CitR a pH 5,5 fuera debida a una variacién en la transcripcién del
operdn citQRP, se analizaron los mRNAs especificos del gen citP por hibridacién mediante
Dot blot. La sonda utilizada fué la sonda descrita en el apartado 7 de este capitulo de
Resultados y que incluye el gen car. Como se esperaba los resultados no muestran ninguna
variacién significativa en la transcripcidn del operdn cirQRP en presencia o no de CitR a este
pH (Fig. 27).

*Proporcidn
'Actividad Actividad CAT
Plasmido CAT pH 5,5/pH 7,0

0,75 6

0 0@Q 2 | 41854280 3:1

W N ) . pFL12/pFI20 13207183 3,7:1

Fig. 27, Influencia del pH del medio de cultivo sobre la expresidn génica de las fusiones traduccionales car-
citP. Estirpes de L. lactis MG1363 portadoras de los pldsmidos indicados se crecieron en M17 a pH 5,5 hasta
una absorbancia de 0,4 a 660 nm, y se analiz6, mediante Dot blot (capitulo 9 de Métodos), su concentracién
en mRNA citP-cat (izda.) y su actividad CAT. Cantidades crecientes (0,75, 1,5, 3 y 6 ug) del RNA total de
cada uno de estos cultivos fué analizado mediante Dot blot con la sonda que incluye el gen car (ver texto), tal
y como se indica en el apartado 9 del capitulo de Metodos.

'Estirpes de L. lactis MG1363 portadoras de los plismidos indicados se crecieron a pH 5,3 y las actividades
CAT se determinaron a partir de los extractos crudos de estas estirpes como se indica en el apartado 15 del
capitulo de Métodos.

Los datos de actividad CAT a pH 7,0 estdn recogidos en la Fig. 20.

10. EL CITRATO NO ES UN EFECTOR DE LA EXPRESION DEL GEN citP

A partir de los trabajos previos realizados por otros autores no se habia podido
clarificar si el transporte de citrato en L. lactis biovar diacetylactis es un proceso inducible

o constitutivo. Asi, mientras que Harvey y Collins (1961) comunicaban que el transporte de
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citrato era inducido por la presencia de citrato en el medio de cultivo, Smith y cols. (1992)
deducian que el consumo de citrato en L. lactis biovar diacetylactis era un procesos
independiente de la presencia de este metabolito durante el crecimiento bacteriano.

Para comprobar como influia la presencia de citrato en el medio de cultivo (M17)
sobre la expresién del gen citP a nivel transcripcional, se analizaron los RNAs totales
procedentes de cultivos de estirpes de L. lactis biovar diacetylactis CRL264 crecidas en
presencia o en ausencia de citrato. El andlisis de los mRNAs especificos de citP sintetizados
en presencia o en ausencia de citrato en el medio de cultivo y a partir de sus prometores
naturales (P1 y P2) se efectud por hibridacién mediante Northern blot, utilizando la sonda 1
descrita en el apartado 2 de este capitulo de Resultados. Los resultados muestran que no
existen diferencias significativas al comparar las cantidades relativas de mRNAs especificos
de citP, sintetizadas por los dos cultivos bacterianos (Fig. 28). Estos resultados muestran que
la transcripcion del gen citP no es afectada por la presencia citrato en el medio de cultivo y
por lo tanto que estos mRNAs se sintetizan constitutivamente en L. lactis biovar

diacetylactis.

2904 2900
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Fig. 28. Influencia del citrato en el medio de cultivo sobre la expresién del gen citP. Izquierda. Northern
blot de estirpes de L. lactis biovar diacetylactis CRL264. La estirpe se crecié en medio M17 (calle 1), 0 en
medio M17 suplementado con citrato al 1% (calle 2). El RNA total de cada uno de estos cultivos fué preparado
y fraccionado segtin se indica en el apartado 10 del capitulo de Métodos. Los 4dcidos nucleicos se transfirieron

a una membrana de nitrocelulosa y se hibridaron con la sonda 1 (mostrada en Fig. 7).
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Con el objeto de comprobar si la presencia de citrato ejercia un efecto sobre la
expresién del gen citP a nivel post-transcripcional, se determinaron los niveles de transporte
de citrato de la estirpe CRL264 crecida en presencia o en ausencia de citrato. La estirpe
CRL264 acumul6 citrato en la misma proporcién, independientemente de que el medio de
cultivo estuviera o no suplementado con citrato (datos no mostrados). Estos resultados
muestran que el transporte de citrato en L. lactis biovar diacetylactis es un proceso no

regulado por la presencia de citrato en el medio de cultivo.

11. ANALISIS DE LA REGION QUE PRECEDE AL GEN citQ EN EL PLASMIDO
pCIT264

Al inspeccionar la secuencia de nucledtidos que precede al gen citP, y como ya se
indicé en el apartado 3 de este capitulo de Resultados, se observé un marco de lectura
abierto, denominado ORFI1, compuesta por 296 codones, que podria codificar para un
polipéptido Ele aproximadamente 33675 Da, flanqueado por dos repeticiones inversas de 17
nucleétidos. Este marco de lectura abierto estd localizado entre el promotor Pl y el gen cirQ
en la hebra complementaria a la hebra codificante del operdn citQRP, y por lo tanto deberia
transcribirse en sentido opuesto a los genes cit. El polipéptido codificado por ORF1 podria
estar implicado en el transporte de citrato. Sin embargo, el producto de ORF1 no es necesario
para el transporte de citrato en L. lactis biovar diacetylactis tal y como se deduce del
apartado 1 de este capitulo de Resultados, donde se muestra que cizP es el unico gen presente
en el pldsmido pCIT264, que es requerido para el transporte de citrato en su huésped original,
L. lactis. No obstante, para comprobar si el producto génico de ORF1 tenfa o no efecto sobre
los niveles de incorporacién de citrato en L. lactis, se construyd el pldsmido pFIl. Este
pldsmido contiene el fragmento EcoRI-Bglll de pCIT264 clonado en el sitio dnico Smal del
vector de bacterias gram positivas pIL253. Este vector estd presente en un nimero de 15
copias por célula en L. lactis (dato obtenido en esta Tesis). El pldsmido pFIl fue transferido
por electroporacién a células de L. lactis MG1363 que contenian el plasmido pFL3, el cual
codifica para el gen citP (ver Fig. 5). Posteriormente se comparé el transporte de citrato en
estirpes de L. lactis MG1363 en las que corresidian ambos pldsmidos y en las que sélo
portaban pFL3. No se observaron diferencias en los niveles de incorporacion de citrato entre

ambas estirpes (datos no mostrados), y por lo tanto estos resultados indican que la proteina
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de 37 kDa no estd implicada en dicho proceso en L. lactis. Una bisqueda en el banco de
datos NBREF reveld la existencia de homologia de ORF1 con dos ORFs (ORFA y ORFB) que
solapan entre si y que estdn incluidas en un elemento de insercién (IS) putativo localizado
"upstream" del gen glgC de Bacillus stearothermophilus (Fig. 29). De los 108 aminodcidos
contenidos en ¢l segmento amino terminal de ORFA, €l 27% eran idénticos y otro 24 %
similar a los 107 primeros aminoicidos del producto codificado por ORF1. La regién
carboxilo terminal de ORF1 muestra un 35 % de identidad y un 16 % de similaridad a los
185 aminodcidos de ORFB. v

ORFA: 1 VQEHFHFTTDRAKIQKQYAAIFVFUSAQL SCIQVHLH RRNRHLVKQEDAVIIRIHLLGKL LGFTSRAWHRFVTGNLF

ORF1: 1 MTYNSTLPKVFVYLLTTIETLYQTSVPLEVQNRKNVHLATS*DCLVIACYLWGVLHFSETLKAKHQ LAQSLF

ORFA: TﬁVSlLERSRYNRRCRALGFAIKWIAVVSKT 108

.
--‘-‘»-

&
¥S FVRR NALLPSIQVIRQALVFK“VEGMSVSIIDSFPIPLCQPIRNFRSKVLGDYANVGYNATKGQYFYG

a: H S : :w\(;

85 £
ORFB: 1 AKRGQHHAYAVVDSLPLPLCHTARMMRVKRFQEIADIG!CAS_ QWYYG

ORFl:  PHN--

ORF1:

QRFB:

ORF1:

ORFB:

Fig. 29. Comparacién de la ORF1 del pldsmido lactocdcico pCIT264 con la ORFA y ORFB de Bacillus
stearothemophilus. Los nimeros indican las posiciones en la secuencia de la proteina. Se muestran ORFI,
ORFB completos y los 108 amino4cidos del extremo amino terminal de ORFA. Estdn sombreados los residuos

aminoacidicos 1dénticos. :, indica los residuos aminoacidicos similares.

Otro hecho destacable es que ORFA y ORFB estdn incluidas en un fragmento de DNA

de 968 nucledtidos flanqueado por dos repeticiones inversas de 14 nucledtidos las cuales son



Resultados 79

muy similares a las dos repeticiones inversas de 17 nucleétidos que flanquean el fragmento
de DNA de 967 nucleétidos en el cual estd incluido ORF1 (Fig. 30). Estos datos sugieren
fuertemente que la regién de DNA situada entre el promotor Pl y el inicio de citQ es un
elemento de insercién (IS) relacionado evolutivamente con aguel presente en Bacillus
stearothermophilus.

Una bisqueda de homologia entre la secuencia de DNA del elemento de 1 kb presente
en pCIT264 y la secuencia de DNA de los pldsmidos lactocdeicos presentes en el banco de
datos de EMBL, mostré que varios fragmentos del elemento IS-putativo de pCIT264 estaban
presentes en los pldsmidos pSK11L, pTN20 y pPN40 (Fig. 31).

1 TTTACCCGAATTGCTAGTTAA 21 | ORF1 ) 985 TCAACTAGCAATTCGGGTA 1003

L L3 - & P ol
1 TTCACCCGTGCTGCTAGATAA 21 MZZ77ORFAZZZZZNNNN\NORFBANNNNNY) 982 TCAACTAGCACCACGGETG 1000

ERDTEME =iy

g

Fig. 30. Elementos putativos de insercién (IS} del plismido lactocGeico pCIT264 y de la regidn situada
"upstream” del gen glgC de Bacillus stearothermophilus. La longitud y direccién de las repeticiones invertidas
que flanquean los elementos putativos de insercién (IS) se indican con flechas. Los nuclestidos idénticos
presentes en ambos elementos putativos estdn sombreados. La localizacidn y la direccién de la transcripcién de

las ORFs dentro de los elementos putativos de inserci6én estdn indicados.

Un fragmento de 263 nucledtidos (coordenadas 431 a 666 en Fig. 9) del elemento IS
de pCIT264 tiene una identidad del 99 % con una regién que comienza en el extremo 3 del
gen de resistencia a infeccién por fagos (abiC) presente en el plasmido pTN20 (Durmaz y
cols., 1992). El pldsmido pPN40 contiene una regién de 192 nucledtidos qué muestra una
identidad del 98 % con el margen izquierdo del elemento IS de pCIT264 (coordenadas 111
a 302 en Fig. 9). Este fragmento de 192 nucledtidos precede al gen de resistencia a nisina
(nsr) en el pldsmido pPN40 (Froshet y Mckay, 1991). 69 nucledtidos localizados en el
margen izquierdo del elemento de pCIT264, aparecen también en posicion invertida en el

pldsmido necesario para la utilizacién de la lactosa, pSK11L.
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Fig. 31. Comparacién esquemdtica de plismidos lactocécicos. Simbolos: los segmentos sombreados indican

la polaridad de regiones homdlogas de elementos putativos de insercién (IS) en estos plismidos lactocéeicos;

ios segmentos verticales indican regiones de replicacién homdlogas; ..., indican que la secuencia de DNA es

desconocida.
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Esta identidad podria ser mayor, ya que en el momento actual no se ha determinado
toda la secuencia de nucleétidos del pSKL11 y por lo tanto no se ha podido establecer
mediante comparacién de secuencia la extensioén de la regidn de homologia. Ademds ambos
pldsmidos, pSK11L y pCIT264, deben de proceder de un pldsmido ancestral comun, ya que
comparten un 5¢ % de homologia en sus regiones de replicacion.

Estos datos siguen apoyando la teoria postulada anteriormente en la que se propone
que la secuencia "lider” presente en el mRNA1 ha sido generada por introduccién de un
elemento IS entre el promotor P1 y el inicio del gen cirQ, posiblemente por un evento de
transposicion. De esta manera la introduccién del elemento IS habria creado el promotor P2,
a partir del cual comienza la transcripcion del mRNA2 (apartado 4 de este capitulo de
Resultados). Asimismo, el elemento IS podria haber creado un promotor putativo denominado
P3, responsable de la transcripcién de ORF1. El promotor putativo P3 estd solapando con el
promotor P2 pero en la hebra complementaria, de tal forma que la regién -35 de P3 estarfa
situada entre la regidén -35 y la regién -10 de P2 (ver Fig. 9).

Para comprobar si el promotor P3 creado por la posible insercién del eiemento IS de
pCIT264, era o no funcional en L. lactis biovar diacetylactis CRL264, se procedié a la
determinacién del inicio del mRNA3 especifico de ORF1 (detectado por hibridacién de
Northem, resultados no mostrados) por la técnica de extension del "primer" tal y como se
indica en el apartado 11 del capitulo de Métodos. El oligonucledtido que se utilizé en la
reaccién de extensién fué el siguiente: 5 -GCTATTATAAGTCATATAAG-3". La secuencia
de este oligonucledtido es complementaria al mRNA3 de ORF1 desde el nucledtido 1002 al
nucledtido 1021 en la Fig. 9. Esta técnica mostré que el extremo 5° del mRNA3 estd
localizado en el nucledtido 1079 (A). Este sitio de iniciacién de la transcripcion
corresponderia a la utilizacion del promotor P3 (Fig. 32). Este promotor posee una region -
35 TTGATA y una regién -10 TAGTTA separadas por 16 nucledtidos. Estos resultados
muestran la funcionalidad del promotor P3 en L. lactis e indican la expresidn de la ORF1 en
dicho huésped.
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Fig. 32. Mapeo del extremo S° del mRNA3 especifco de ORF1. Calle 5: Extension del primer realizada con
el RNA total extraido de un cultivo en fase exponencial de L. lactis biovar diacetylactis CRL264 fué anillado
a un oligonucleétido de 20 bases que es complementario al mRNA3 desde el nucle6tido 1002 al 1021 en la Fig.
9. El promotor transcripcional P3 y el sitio de iniciacién del mRNA3 se muestran en el pie de la figura. La
secuencia de DNA (calles 14, (A, C, G y T)), utilizada como marcador de talla molecular procede de un

fragmento de DNA no relacionado.
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ORGANIZACION GENICA DEL OPERON CITQRP DE L. lactis biovar
diacetylactis |

Previamente al inicio de este trabajo, ya se habia demostrado que la clapacidad para
el transporte de citrato en L, lactis biovar diacetylactis estaba asociada a la citrato permeasa
P (David y cols, 1990). Asimismo, la secuencia de aminodcidos de esta proteina habia sido
inferida a partir de de la secuencia de nucledtidos del gen cirp codificante (David y cols.,
1990). No obstante se desconocia, si el gen citP localiza en un pldsmido Cit*, descrito por
varios autores (Kempler y McKay, 1979, David y cols., 1990, Sesma y cols., 1990} era o
no el tnico gen requerido para el transporte de citrato en L. lactis. Los datos obtenidos por
Jahns y cols. (1991) fueron sugerentes a este respecto ya que mostraron la necesidad de zonas
que preceden al gen citP, para la utilizacién de citrato en L. lactis. 1

En el transcurso de esta tesis se ha determinado la secuencia de nucleotidos de la
region de 1586 nt que precede al gen cifP en el plasmido pCIT264 (Cit*). La inspeccién de
esta secuencia ha revelado la existencia de dos marcos de lectura abierta (citQ Y citR) que
se encuentran parcialmente solapadas entre si y en la misma hélice que citP (Figs. 9 y 33).

El gen citR precede a citP en pCIT264 y el sitio propuesto de unidén a los ribosomas
para citR se encuentra situado dentro de una estructura secundaria compleja :predicha por
ordenador con ayuda del programa Fold (Fig. 15). Considerando como codon de iniciacién
de la traduccidn el primer ATG localizado detrds del sitio de unidn a los ribosomas (Fig. 9),
citR deberia codificar un polipéptido de 13087 Da. El producto del gen citR ha sido
hiperproducido en un vector de expresion de E. coli y visualizado en geles de poliacrilamida
con un tamaiio aproximado de 13 kDa (datos no mostrados), que coincide con el tamafio
tedrico propuesto. La existencia de CitR en L. lactis ha sido demostrada mediﬁnte Western
blot, al detectar el polipéptido en extractos crudos de L. lactis biovar diacetylactis CRL264
con anticuerpos anti-CitR (comunicacién personal de C. Magni).

El gen citQ precede a citR en pCIT264 y parte de su secuencia, que $e encuentra
incluida por completo en la estructura secundaria anteriormente predicha (Fig. 15), solapa
parcialmeﬁte con la secuencia de cifR. El gen citQ deberia codificaria para un polipéptido de
3876 Da. No se ha demostrado la existencia del polipeptido CitQ, pero delante &el codon de
iniciacién de la traduccién ATG, existe una secuencia de unién a los ribosomas (5°-

uGAAAcGAGGUCcA-37) que es complementaria al extremo 3 del RNA ribosomal 16S de
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L. lactis (3°-UCUUUCCUCCACU-5") (Ludwig, W., y cols., 1985). Esta: secuencia de
Shine-Dalgamo deberfa tener una energia libre de unién (dg) al extremo 3 del rRNA 168
de -9,7 kcal mol”, de acuerdo con las reglas de Schurr y cols. (1993) en las cuales se tiene
en cuenta una perdida de energia libre de 3,4 kcal mol™ producida en la iniciacién de la
formacién del duplex.

En el sistema de E. coli, el andlisis de la distribucion de energia libre de 1159 sitios
de unidn a los ribosomas ha revelado que el valor medio de energia libre por gen es de -4,9
kcal mol" y solamente 33 de estos genes dan una energia libre inferior a -10 kcal mol?
(Schurr y cols., 1993). Tenemos que hacer constar que un SD candnico da un valor de
energia libre de -19,5 kcal mol” y que el valor mas préximo detectado en E. coli es de -14,3
kcal mol'. Estos datos sugieren fuertemente que el SD de citQ debe ser reconocido por los
ribosomas de L. lactis y por lo tanto el polipeptido CitQ debe ser sintetizado in vivo.

Durante el desarrollo de esta tesis hemos mostrado que el gen citP se transcribe
primordialmente en la fase exponencial del crecimiento a partir del promotor P1, el cual
precede en 1487 nt a dicho gen (Figs. 9, 10 y 11). También hemos mostrado que la
transcripcion de citP termina en una estructura secundaria, caracteristica de los terminadores
procariéticos p-independientes, localizada a 98 nt del extremo 3 “ del gen citP (Figs. 12 y Fig.
33). La transcripcién de citP a partir de P1 genera un transcrito de 2914 nt (Fig. 7)
denominado mRNA1. La existencia de cirQ y citR plantea una organizacién génica en la cual
citQ, citR y citP constituyen una unidad transcripcional que se encuentra bajo el control del
P1. Por lo tanto se puede inferir que citP forma parte de un operén que hemos‘denominado
citQRP, compuesto por los genes citQ, citR y citP.

El hecho que la regién de 983 nt del mRNA1 que se localiza entre P1 y P2, no
contenga ninguna ORF, es sorprendente. Sin embargo, dentro de esta regién se ha observado
la existencia de dos repeticiones inversas de 17 nt separadas por 967 nt (Figs. 9 y 29). La
inspeccién de la secuencia de esta regién también ha demostrado la existencia de una ORF,
denominada ORF1, localizada en la hélice de DNA complementaria a mRNA (Figs. %y32).
Asimismo, hemos comprobado que ORF1 se transcribe a partir de P3 (Figs. 9 y 31). Esta
ORF estd formada por 296 codones y su secuencia de aminoicidos muestra una homologia
del 51% con dos marcos de lectura abiertos solapantes (ORFA y ORFB) de una IS putativa
de B. stearothermophilus (Fig. 28). Ademds, esta IS constituida por 968 nt estd flanqueada

por una repeticion inversa de 14 nt incluida en una regién que es homdloga a aquella que
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bordea a la ORF1 de pCIT264 y que contiene la repeticién inversa de 17 nt (Fig. 30). Asi,
16 de los 21 nucleotidos localizados delante de la ORFA, son idénticos aI aquellos que
preceden a la ORF1 y 15 de los 19 nucleotidos localizados detrds de la ORF1, son iguales
a aquellos situados detrds de la ORFB. Todos estos datos sugieren que la regién de pCIT264,
que contiene ORF1 es una IS. Varias secuencias de insercién de L. lactis han sido
identificadas y caracterizadas en L. lactis (Gasson, J., 1993). Sin embargo, no hemos
encontrado homologia entre ellas y la IS putativa del plasmido pCIT264.

Por otra parte, mediante inspeccién del banco de datos EMBL hemos comprobado que
parte de la secuencia de DNA de esta IS estd presente, con un alto grado de homologia, en
otros pldsmidos lactocécicos (ver apartado 11 del capitulo de Resultados y :Fig. 31). En
experimentos recientes no recogidos en la parte experimental de esta tesis, herﬁos detectado
por hibridacion de Southern con una sonda interna a la IS, que en el DNA total digerido con
EcoRI de las estirpes de L. lactis biovar diacetylactis CRL264 y CRL30 (estirpe curada de
pCIT264) existen al menos 6 fragmentos que hibridan con la sonda indicando que multiples
copias de la IS estdn presentes en el genoma de estas estirpes. Ademds, hemos comprobado
que esta nueva IS estd presente en el cromosoma de la estirpe libre de pldsmidos L. lactis
subsp. lactis MG1363, todo lo cual da idea de su dispersion.

Todos estos datos sugieren que ¢l pldsmido pCIT264 deriva de un pldsmido parental
Cit* en el cual el promotor P1 precedfa de forma inmediata al operén citQRP (Fig. 33).
Aparentemente, durante el proceso evolutivo, la extensa regidn lider presente en el mRNAL
fué presumiblemente originada por un evento de transposicién, resultando en la introduccién
de una secuencia de insercién entre el promotor natural P1 y el gen citQ, dando lugar a la
estructura génica actual presente en pCIT264. Asimismo, dicha introduccion ha dotado a
pCIT264 de tres promotores transcripcionales (P2, P2°Y P3), Que no estaban presentes en
el pldsmido parental Cit*, El promotor P3 permite la expresién de ORF1, cuya funcién es
desconocida hasta el momento. Sin embargo, hemos mostrado que aparentemente no estd
implicada en el transporte de citrato (ver apartado 11 de resultados) y su secuencia de
aminodcidos no presenta homologfa con las correspondientes secuencias de las transposasas
contenidas en el banco de datos EMBL. Los promotores P2 y P2 estdn implicados en la

expresion del operén citQRP y su significacidn biolégica serd discutida en el apartado

siguiente. 1
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Fig. 33. Hipotesis sobre la introduccién del elemento putativo IS en el pldsmido parental Cit*.
Abreviaturas: P1 Y P2, promotores de citQRP en L. lactis; P2 °, promotor de citQRP en E. coli; P3, promotor
de ORFI en L. lactis; T,p, terminador transcripcional de citQRP EN L. lactis y E. coli. Los segmentos
representan lo siguiente: rayado hacia la izquierda, 1S; rayado vertical, citR; blanco, pCIT264: negro,

repeticiones invertidas que flanquean a IS. i
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INFLUENCIA DEL ELEMENTO DE INSERCION DE pCIT264 EN LA EXPRESION
DEL OPERON CITORP

Ocasionalmente las secuencias de insercidén (IS) proporcionan promotorés que activan
la expresién de genes integrados en el transposdn al que flanquean o de genes adyacentes a
la secuencia insertada (Amdbile-Cuevas y Chicurel, 1992). De esta forma las secuencias de
insercién pueden activar genes que, previamente a la insercidn, carecen de promotores para
su expresion. La activacion puede ser debida bien a la existencia de un promo!tor dentro del
transposon ¢ a la creacién de un promotor como resultado de la insercién (Labes y Simon,
1990). Ambos supuestos suceden en ¢l caso que nos ocupa. |

Los resultados recogidos en los apartados 4 y 8 del capitulo de Resultados de esta tesis
han demostrado que la IS de pCIT264 contiene dos promotores (P2 y P2 ") capaces de dirigir
la expresion del operon citQRP. El promotor P2, creado al igual que P3 por la introducién
de la IS, es reconocido por la RNA polimerasa lactocéeica (Fig. 10), mientras que P27, cuya
secuencia estd completamente incluida en la IS (Fig. 33), es unicamente funcional en E. coli
(Fig. 24). La creaccién por insercién de un nuevo promotor, P2, en L.lactis‘no parece la
respuesta a 1a falta de un promotor para la transcripcion del gen citP en este huésped, ya que
la existencia del promotor P1, cuya secuencia completa estd fuera de la IS, parece ser anterior
a la insercién de este elemento en el pldsmido Cit* (Fig. 33). La expresién del operdn citQRP
en L. lactis a partir del promotor P2 durante la fase exponencial del crecimiento, aunque
existe, parece ser minoritaria en comparacién con aquella que se produce a partir del
promotor natural P1 (ver apartado 5 del capitulo de resultados y el apartado siguiente de
discusién). Sin embargo, en la fase estacionaria del crecimiento, P2 es el promotor
preferencialmente utilizado para la expresién del operdn citQRP (Fig. 10). Por lo tanto, en
L. lactis, 1a posible ventaja selectiva de pCIT264 sobre el plasmido parental Cit* por la
creacion de P2, no es adscribible a la activacién de la expresién del operdn citQRP, sino que
es probablemente debida a un incremento de la expresion de dicho operén primordialmente
en la fase estacionaria del crecimiento. '

En el sistema de E. coli la introduccién de la IS ha posibilitado la transcripcién del
operdn citQRP en este huésped heterélogo. En esta ocasion la presencia de la 1S en pCIT264,
conteniendo el promotor P2 “ ha producido la activacién del oper6n citQRP. Esta conclusién

estd basada en los resultados obtenidos mediante la obtencién de plasmidos derivados de



Discusidn ‘ 89

pCIT264 y andlisis de la capacidad de estirpes de E. coli portadoras de €llos para transportar
citrato (Figs. 5 y 6). Ademds, hemos mostrado que en este huesped ¢l gen citPl se transcribe
en un dnico mRNA, denominado mRNA2" de 1983 nt (Fig. 23) sintetizado a partir del
promotor P2 * (Fig. 24) y que tiene su extremo 3 °, al igual que en L. lactis, en la estructura
secundaria situada "downstream" del gen citP (Fig. 25). Previamente al inicio de esta tesis,
David y cols., (1990) observaron que el gen citP del pldsmido lactocdeico pCT176 sélo se
expresaba en E. coli, cuando estaba clonado en el vector pBR328 en la orientacién correcta
respecto al promotor del gen car de dicho vector. En base a estos resultados, los autores
concluyeron que el gen citP de L. lactis se expresaba en el pldsmido hibrido en E. coli a
partir del promotor cat. Asimismo, postularon que las sefiales transcripcionales naturales del
gen citP no eran funcionales en E. coli, o bien no estaban presentes en el pléémido hibrido
obtenido. Nuestros resultados de expresién de citP en el sistema heterélogo, apoyan la
hipétesis de que el promotor natural de citP no es reconocido por la RNA polimerasa de E.
coli, ya que hemos probado que P1 no es funcional en este sistema (Figs. 23 y 24). Sin
embargo, existen discrepancias entre los resultados de David y cols. (1990) y los recogidos
en este trabajo, puesto que si hemos observado expresién del gen citP a partir del promotor
P2°. Estas discrepancias podrian ser explicadas por dos causas: 1) el promotdr P27 no estd
presente en el pldsmido pCT176. Esta explicacion la asuminos basadandonos en el hecho de
que el fragmento EcoRV-Bglll, que contiene el promotor P2 *, posee un tamaﬁ:o de sélo 0,5
kb en el plasmido pCT176 (David y cols., 1990), mientras que en pCIT264 es de 0,916 kb
(tamafio determinado por la determinacién de la secuencia de nucleétidos de este fragmento,
Fig. 9). Asi, es factible que el pldsmido pCT176 sdlo contenga una parte de la IS presente
en pCIT264 (como ocurre en los pldsmidos pNP40,pSKIL.11 y pTN20) y que carezca del
promotor P2°. 2) en el pldsmido hibrido construido por David y cols (1990), en el cual los
genes citP y car estaban clonados en orientaciones opuestas, la transcripcion desde el
promotor P, podria interferir con la transcripcion convergente desde el promotor P2°,
resultando en una inhibicién de la sintesis del mRNA2” y como consecuencia de la sintesis
de CitP. Este mecanismo de inhibicién de la transcripcién ha sido descrito en E. coli.
Cualquiera de estas dos hipotesis justificaria la falta de expresién observada por David y cols.
{1990) y hace compatibles sus resultados con los obtenidos en este trabajo.

La significacion bioldgica que puede tener la existencia de sefiales transcripcionales

que son reconocidas en E. coli (P2°) y no en L. lactis para la transcripcién del operén
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cit@QRP, es desconocida. Sin embargo, la capacidad para fermentar citrato pOdI‘l’«li suponer una
ventaja selectiva en ciertos habitats para una especie que es normalmente, aunque no siempre,
Cit,, como sucede en el caso de E. coli. La adquisicién de esta capacidad podria ser debida
a la movilizacidn del plasmido Cit, por pldsmidos conjugativos desde L. lactis a E. coli, ya
que se ha comunicado que el pldsmido Cit, puede ser facilmente transferido por movilizacién
(Jahns y cols., 1991). Sin embargo, esta posibilidad es improbable debido a que el pldsmido
Cit* posee una regién de replicacién (Pedersen, M. y cols., 1994) que es homologa a la de
una familia de pldsmidos con replicacidn tipo theta. El pldsmido tipo de esta familia, pWV02
(Kiewiet y cols., 1993), asi como otro pldsmido perteneciente a la misma, pCI305 (Hayes y
cols., 1991) no replican en E. coli, por lo tanto es muy probable que el pldsmido Cit* no
replique en este huésped. No obstante una de la caracteristicas de las estirpes naturales de L.
lactis es la presencia de multiples pldsmidos corresidiendo en la misma célula, algunos de los
cuales replican via circulo rodante. Dentro de la familia de pldsmidos que replican por el
mecanismo de circulo rodante se encuentran los pldsmidos naturales de L. lactis pSH71 y
pWVOI los cuales son capaces de replicar en E. coli (de Vos, 1987). Asi, aunque el pldsmido
Cit* fuera incapaz de establecerse en E. coli, cabria la posibilidad de que en L. lactis el
operén citQRP fuera transferido mediante un proceso de transposicién (se conoce la existencia
de al menos una secuencia de insercién tipo ISS1 en el pldsmido Cit*, Jahns y cols., 1991)
a un pldsmido que replicara via circulo rodante y este pldsmido podria a su vez seR
transferido horizontalmente de L. lactis a E. coli, ya que ambas especies comparten nicho
ecoldgico en el hombre.

Recientemente estudios en Streptococcus han revelado la existencia de transposones
conjugativos (Amdbile-Cuevas y Chicurel, 1992), que son capaces de escindirse,
circularizarse y sufrir una transferencia conjugativa de manera semejante a los pldsmidos
conjugativos. Uno de estos transposones conjugativos ha sido identificado en L. lactis
conteniendo genes que codifican para una bacteriocina (Horn y cols., 1991). Teniendo en
cuenta estos datos también cabrfa la posibilidad de que un transposén que contuviera el
operdn citQRP sufriera una transferencia conjugativa similar a la ocurrida con la IS descrita
por Horn y cols.(1991), aunque se desconoce la existencia de tal transposén y si dicha

transposicion pudiera ocurrir desde L. lactis a E. coli.
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UTILIZACION DIFERENCIAL DE PROMOTORES EN L. lactis Y EN E. coli PARA

LA EXPRESION DEL OPERON CITQRP .

La transcripcidn de genes por las RNA polimerasas bacterianas} requiere el
reconocimiento de secuencias especificas en el DNA, denominadas promot&res, por los
factores sigma de dicho enzima. En el sistema de L. lactis, a diferencia con E coli, no se
han realizado estudios de transcripcidn in vifro, ni se ha identificado ningun factc%r sigma. Por
ello, se desconoce el numero de factores sigma lactocdcicos existentes y la‘:s secuencias
reconocidas por ellos. Sin embargo, si se han clonado secuencias lactocdceicas quie promueven
la transcripcién en este sistema. Ademds van de Guchte y cols. (1992) han co;mparado las
regiones que preceden al inicio de la transcripcion de 21 de estas secuencias de L. lactis (s6lo
6 de ellas preceden a genes identificados). Los resultados de dicha comparacién lilan mostrado
una alta conservacion de las secuencias tTGtTa y T(t/a)AAA en las regidnes —.’;55 y -10 que

|

preceden al sitio de iniciaci6n de la transcripeién y que parecen ser las secuencias reconocidas
|

I
!partir de los

promotores P1+P2 mediante determinacion de la actividad CAT codificada por: el pldsmido

por el factor sigma mayoritario de la RNA polimerasa lactocécica.

En este trabajo experimental se ha analizado la expresién del gen citP a

pFL12 (Fig. 20). Asimismo, la contribucién de P2 en la expresion de este igen ha sido
determinada por la construccién del plasmido pFL17 (derivado del plasmido pFL12 obtenido
por eliminacion del fragmento EcoRV-EcoRV, que contiene Pl) y determifiacién de la
actividad CAT codificada por él (255 U mg proteina !, dato no mostrado en ej capitulo de
resultados). La comparacién de iéls actividades CAT codificadas por pFL12 y pFL17 muestra
que la expresién a partir de P2 es aproximadamente 4,5 veces inferior a la obteinida a partir
de P1 (Tabla V). Por otra parte, se ha analizado la expresién de citP a partir de los
promotores estreptocdcicos P, (Tabla IV y Tabla V) Y P, (Ldpez de Felipe y:cols. (1994)
y Tabla V). Los resultados obtenidos muestran que en L. lactis P, es el promotor mas
fuerte de los analizados. Este promotor es €l \inico que contiene una secuencia TfG localizada
delante y separada por un nucleotido de la regién -10. Esta secuencia estd presefxte en varios
promotores lactocdcicos y parece estar relacionada con la fuerza de éstos (van (ier Vossen y
cols., 1987). Ademds, la presencia de una regién rica en residuos a delante dél -35 podria
contribuir a la fuerza de este promotor como ocurre en E. coli (Ellinger y ciols., 1994),

huésped en el que P,,, es también funcional (Ballester y cols. 1990).
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Los promotores P1 y P, presentan una fuerza similar en L. lactis (Tabla VI) y de
hecho ambos presentan una desviacién de dos nucledtidos en las regiones -35 y -10 y el
mismo espaciado de 17 nt. (Fig. 34). La debil utilizacién del promotor P2 (Tabla V) podria
ser adscribible a la baja coincidencia con la regién - 35 candnica, y en la que sélo tres
residuos estan conservados (Fig. 34). Alternativamente, la debil expresién detectada a partir
de este promotor podria ser debida a que P2 fuera reconocido por un factor sigma minoritario
de L. lactis, no descrito hasta ahora, funcional en las etapas de crecimiento exponencial y
estacionaria.

Por otra parte, la ausencia de actividad de P2 ° (Fig. 10) observadas en L. lactis, no
tiene una explicacion obvia, ya que P2 * posee unas regiones -35 y -10 que se qesvian de las
secuencias consenso en el mismo nimero de nucledtidos y en las mismas posiciones que P1,
y ademds el espaciado entre estas regiones de 18 nt es igual al existente en P‘;ou (Fig. 34).
Sin embargo, el alto contenido de AT (62%) del cromosoma de L. lactis predice un
requerimiento mas estricto para el reconocimiento de secuencias promotoras por la RNA
polimerasa lactocécica, que el observado para E. coli. Esta prediccién ha sido confirmada,
ya que secuencias lactocécicas aisladas en E. coli, debido a su actividad promotora, no eran
funcionales en el huespéd original {(Bojovic y cols., 1991). Asi, es posible que la presencia
de una G en la iltima posicién de la regién -10 del promotor P2, la cual sélo estd presente
en 1 de los 21 promotores analizados por de van de Gutche y cols (1992), provoque la falta
de reconocimiento de este promotor por la RNA polimerasa lactocécica. Esta circunstancia
no parece influir a la expresién en el sistema de E. coli, puesto que hemos detectado, que el
gen citP, solo se expresa a partir del promotor P2 “ en este sistema (Fig. 24). La secuencia
de este promotor s6lo se desvia en 2 Y 1 residuos, respectivamente, de las secuencias -35
(TTGACA) Y -10 (TATAAT) reconocidas por el factor mayoritario (¢’°) de E. coli
(Rosenberg y Court, 1979). Asimismo, el espaciado entre ambos hexanucledtidos es de 18
nucledtidos valor que coincide con el espaciado consenso (17'1). Por otra parte, el promotor
P2’ tiene otra caracteristica que no tienen ni P1 ni P2, y es la presencia de uné extensién de
residuos adenina precediendo al hexamero -35 (Fig. 34). Esta caracteristica deberia servirle
para ser un promotor eficiente en E. coli, ya que se ha observado que estas secuencias
influencian positivamente la funcién promotora en este huésped (Ellinger y cols., 1994). Por
tanto, parece l6gico inferir que el promotor P2 ” es reconocido por el factor sigma mayoritario

de la RNA polimerasa de E. coli.
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Tabla V. Comparacion de la fuerza de promotores en la expresion de citP en L. lactis

Plasmido Promotores Actividad CAT (%)’
pFL16 P, 100 i
pFL14 PpolA 31,8 '
pFL12 P1+P2 37,3 (30,5+6,8)?

pFL17 P2 6,8

'Las actividades CAT aparecen expresadas en porcentaje, siendo 100 % el valor detectado en extactos de L. lactis
MG1363/pFL16. Los datos numéricos de actividad CAT aparecen recogidos en la Fig. 20 (pFL12), Tabla IV
(pFL14) y en Lépez de Felipe y cols (1994).

’La actividad CAT debida al promotor P2 ha sido considerada igual a la detectada en los extractos conteniendo
pFL17. La contribuci6n del promotor Pl en la actividad CAT ha sido calculada por sustracion;dcl valor debido

a P2, al valor total obtenido en los extractos conteniendo pFL12.

El hecho de que el promotor natural del operén citQRP (P1) no sea réconocido por
el factor ¢’ de la RNA polimerasa de E. coli no parece muy clara, puesto que su secuencia
se desvia de las secuencias candnicas en el mismo nimero de residuos que el promotor P2 °.
Esta falta de reconocimiento podria indicar, que la utilizacién de P1 por la RNA polimerasa
lactocéeica requiere la existencia de algin factor especifico de su huesped natural. Sin
embargo, hemos comprobado que Pl es funcional en el huésped heterdlogo S. preumoniae
(Lépez de Felipe y cols, 1994), por tanto, si fuera cierto el requerimiento de un factor del
huésped para el reconocimiento de PI, este factor estarfa presente en otra bacteria gram
positiva, S. pneumoniae, y no seria codificado por E. coli (bacteria gram negativa).

De lo anteriormente comentado y del conocimiento actual se puede deducir que este

es el primer caso descrito de un promotor de L. lactis, que no es funcional en E. coli.
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-35 espaciado -10
PretL

< 16 > i

Ppald TAGCTCTTCCCA aTGgTA TTTITITGATTCTTTCCTT TAtAAt GGGTGTA '
< 18 > ‘

P1 TCAGCTTATTAT TTGegA AACAAAACAGAAAGGAA TAgAAt AAAAATA
< 17 >

P2 ATTTATTTTCCA aTGaaA TTAACTAGCAATTCGGG TAAAAA TATCAAGTACAG
< 18 >

P2°  AAAC

CTT TTGgaA GTGTGCTATTATAAGTCA TAtAAg TCGTGAG
< 18 >

Fig. 34. Secuencia de nucledtidos de las regiones que incluyen los promotores P, P, P1, P2y P2°. Las
regiones -35 y -10 de los promotores aparecen indicadas con nmegrilla. Las secuencias que pueden estar
implicadas en la fuerza de los promotores aparecen sombreadas. Los sitios de iniciacién de la transcripcién
aparecen subrayados. Los datos mostrados han sido obtenidos en este trabajo o recogidos de Lépez de Felipe

y cols. {1994).

CITP ES EL UNICO GEN ESENCIAL PARA EL TRANSPORTE DE CITRATO EN
Lactococcus lactis biovar diacetylactis.

_ La utilizacién de citrato por Lacfococcus lactis biovar diacetylactis tiene una gran
importancia en las fermentaciones de productos ldcteos ya que la conversién de este
metabolito da lugar, entre otros, al compuesto aromdtico diacetilo. La p}oduccién del
compuesto diacetilo es esencial en la produccién del aroma y sabor de determinados productos
ldcteos. Asimismo, durante el metabolismo del citrato se produce CO, lo que produce una
textura caracteristica en los productos fermentados. La primera etapa en el metabolismo del
citrato es el transporte de dicho metabolito al citoplasma de la célula. Como se ha dicho en
el primer apartado de este capitulo la capacidad de transportar citrato en L. lactis biovar

diacetylactis estd asociada a la citrato permeasa P codificada por el gen citP presente en un
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plasmido Cit* (Kempler y Mckay, 1979, David y cols., 1990, Sesma y cols., 1990). No
obstante se desconocia st se requerfan otros productos génicos codificados por el pldsmido
Cit* para el transporte de citrato en L. lactis.

Para despejar esta incégnita, durante el desarrollo de este trabajo experimental se
construyeron diferentes pldsmidos derivados de pCIT264 (ver apartado 1 del capitulo de
Resultados). Estos derivados se construyeron subclonando diferentes regiones de pCIT264 en
el pldsmido de amplio rango de huésped pLS1. Una vez construidos se midié el transporte
de citrato en las estirpes de L. lactis que portaban estos derivados. Uno de estds pldsmidos,
pFLA, que contiene la regién que precede al gen citP en pCIT264 pero no la que estd situada
"downstream” de dicho gen (Fig. 14), fué capaz de conferir la capacidad de transportar
citrato a L. lactis (Fig. 6). Este dato demostré que la zona delecionada no era nacesaria para
el transporte de citrato en su huésped original. Asimismo, se examiné el requerihiento de las
zonas precedentes al gen citP en el transporte de citrato mediante la construccién de los
pldsmidos pFL3 y pFL6 (Fig. 4). El pldsmido pFL3, ademds del gen citP porta un fragmento
de DNA cromosémico de 8. preumoniae. Este fragmento de DNA que contiene el promotor
transcripcional del gen polA, sustituye a la regién de pCIT264 que incluye los promotores P1
y P2 y los genes citQ y citR en el pldsmido pFL4. La estirpe de L. lactis MG1363 (Cit) por
introduccién del pidsmido pFL3 adquiri6 la capacidad para incorporar citrato al citoplasma
celular (Fig. 6). Este resultado demuestra que tanto citQ como citR no estdn directamente
implicados en el transporte de citrato.

La necesidad de las zonas que preceden a citP en pCIT264 para su transcripcién, se
puso de manifiesto al no detectar transporte de citrato en celulas de L. lactis MG1363
conteniendo el pldsmido pFL6 (Fig. 6). Dicho plésrhido fué obtenido a partir del pldsmido
pFL3 por eliminacién, mediante deleccién, del promotor estreptocéeico (P,,,) que dirigfa la
transcripcidn de citP en el plasmido parental (Fig. 5). Por otra parte, no se observé efecto
alguno sobre el transporte de citrato generado por la estirpe de L. lactis MG1363 portadora
del pldsmido pFL3, al suplementarla con el pldsmido pFI1, el cual contiene ORFI clonado
en el vector de bacterias gram+ pIL253 (ver detalles de su construccién en el apartado 11
del capitulo de Resultados). Este resultado indica que el producto de ORF1 no estd implicado
en el transporte de citrato. :

Asi, podemos deducir de nuestros resultados que el requerimiento del pldsmido Cit*

para el transporte de citrato en L. lactis es exclusivamente debido a la citrato permeasa P
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producto del gen citP. Asimismo, hemos demostrado que el requerimiento de la region que
precede a citP en dicho proceso es debido a la necesidad de secuencias promotoras que
permitan la expresién de dicho gen. En consecuencia, nuestros resultados explican la
imposibilidad de utilizar citrato en estirpes de L. lactis portadoras de un derivado del
pldsmido Cit™ obtenido al deleccionar el fragmento EcoRV-BgllI que precede al gen citP en
el pldsmido parental (Jahns y cols., 1991), ya que dicho fragmento contiene los promotores
transcripcionales del operén citQRP. |

REGULACION POST-TRANSCRIPCIONAL DEL OPERON CITQRP

La construccién de derivados deleccionados de pCIT264 ha permitido mostrar que el
producto del gen citR no es esencial para que L. lactis transporte citrato a su citoplasma. No
obstante, debido a que citR forma parte del mismo operén que citP era l6gico suponer que
el producto del gen citR estuviera implicado en la regulacién de la expresién de citP.

Para comprabar dicha hipdtesis se ha examinado el efecto del gen F:itR y de su
producto CitR sobre la expresién del gen citP, para lo cual se contruyé el pléSmido pFL12
(Fig. 18). Este plasmido contiene una fusion citP-cat bajo el control de P1 y P2 El efecto
de citR sobre esta fusidn, y por extrapolacidn sobre citP, se examiné suplementando citR bien
en cis o bien en trans respecto a cirP. El andlisis de la regulacién de citR en trans sobre citP
fué posible al introducir el pldsmido pFI20 en la estirpe de L. lactis MG1363/pFL12. El
pldsmido pFI20 produce una sobreexpresién de CitR en la célula, ya que el gen codificante
estd clonado bajo el control del promotor estreptocécico P,,, (Fig. 19).

La presencia del pldsmido pFI20 no afectd ni al nimero de copias de IpFL12 (7+1)
ni a la sintesis del mMRNA especifico citP-cat (Fig. 20). Sin embargo, la sobreexpresién de
CitR producida por pFI20 provocd un descenso de cuatro veces en la actividad CAT
codificada por pFL12 (Fig. 20). Puesto que los niveles del mRNA especifico citP-cat
permanecian inalterables, independientemente de la presencia o no del producto del gen citR,
estos resultados revelan que CitR ejerce un efecto inhibitorio en trans sobre la‘traduccién de
citP y que la diana de CitR tiene que estar localizada en el mRNA del operdn citQRP. Para
intentar delimitar por exclusidn la posicidén de dicha diana, se generd el plésmidio pFL14 (Fig.
21) a partir de pFL2. En pFL14, las senales transcripcionales naturales (P1 y P2) que

controlan la transcripcién de la fusién cirP-car fueron sustituidas por el promotor P,,,, se

!
i
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eliminé el gen citQ y se sustituyd el sitio de unién a los ribosomas del gen cirR por el SD del
gen ¢10 del bacteriéfago T7.

No se observd efecto alguno sobre la actividad CAT codificada por pFL14 cuando la estirpe
de L. lactis portadora de este plasmido se suplementé con CitR (pFI20) (Tabla IV). Asi,
nuestros resultados muestran que la diana de CitR no se encuentra en el mRNA codificado
por el plasmido pFL14, pero si en aquel codificado por pFL12. Por tanto, podemos deducir
que dicha diana no esta incluida en las regiones codificantes para CitR y CitP.

Para analizar la posible regulacién ejercida por citR en cis sobre citP, se construyeron
los pldsmidos pFL13 y pFL15 (Fig. 21) generados, respectivamente, a partir de pFL12 y
pFL14 por interrupcién del gen citR. La interrupcion de citR provocé que pFL13 Y pFLI15
generasen unas actividades CAT dos veces inferiores a las codificadas por sus pldsmidos
parentales respectivos (Tabla IV), sin afectar a la sintesis del mRNA especifico citP-cat
(resultados no mostrados). Por lo tanto, hemos observado un efecto de la traduccién de citR
en cis sobre la sintesis de CitP con independencia del promotor transcripcional utilizado (P1
o P,,,). Estos resultados indican, que CitP puede sintetizarse sin que se traduzca citR. Sin
embargo, parece existir un acoplamiento parcial de la traduccidn de citR y citP, que provoca
un aumento en la sintesis de CitP. Las distancias existentes desde el codon de terminacién de
la traduccidn de citR (TAA), y al sitio de unién a los ribosomas (AuAAAuGGAGaGA) o al
codon de iniciacién de la traduccién (ATG) del gen citP son de 7 y 25 nucleotidos
respectivamente, Ambos valores son inferiores a 35 nucleotidos, que es aproximadamente la
distancia cubierta por los ribosomas durante la traduccién (Schurr y cols., 1993). Por tanto,
es factible que los ribosomas que terminan la traduccién de citR puedan unirse al SD de citP
con mayor eficiencia que los ribosomas libres, o bien que obvien el sitio de unién a los
ribosomas y reconozcan el primer codon ATG de citP iniciando la traduccién de dicho gen.
Ambas posibilidades provocarian la misma respuesta, que consiste en el incremento de la
sintesis de citP.

Asimismo, la presencia de pFI20 no afecté significativamente a la actividad CAT
generada por pFL13 (que no expresa CitR (Tabla IV), confirmando que la represién ejercida
por CitR en trans requiere un acoplamiento de la traduccién entre citR y citP.

La regulacién post-transcripcional de la expresién del gen cirP parece implicar a otros
factores ademds de CitR. Durante el transcurso de este trabajo, en los diferentes experimentos

de Northern blot, realizados para detectar los transcritos especificos de citP en la estirpe de
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L. lactis biovar diacetylactis, se observaron cantidades variables de mRNA1l y mRNA2
(Figs. 7, 13 y 14), sugiriendo que la especie molecular mRNA1 podria ser procesada por las
ribonucleasas lactocéeicas. Apoyando esta hipdtesis el andlisis de la secuencia con el
programa Fold revel6 la existencia de una estructura secundaria compleja putativa que podria
constituir una diana para el ataque endonucleolitico por ribonucleasas bacterianas (Fig. 15).

Esta hipétesis fue analizada mediante aislamiento de los RNAs procedentes de cultivos
de L. lactis biovar diacetylactis CRL264 /pCIT264, pretratados durante diferentes tiempos
con Rf, inhibidor especifico de las RNA polimerasas bacterianas. A continuacién, se analizé
el destino de los mRNAs especificos de citP mediante Northern blot utilizando dos sondas
(ver apartado 6 del capitulo de Resultados). El mRNA1 fué detectado con ambas sondas, pero
posteriormente y dependiendo de la sonda utilizada se detectaron diferentes especies
moleculares de mRNA especificas de cizP. Los resultados obtenidos muestran gue el mRNA1
es probablemente convertido en un fragmento de 1000 nt y un fragmento de 1900 nt,
correspondientes respectivamente a las regiones 5° y 3 del mRNA1 (Fig. 16). El transcito
de menor tamafio probablemente no es traducido, ya que la inspeccién de la secuencia de la
regién que comprende no revela ningln cuadro de lectura abierto significativo.

Después de la acumulacién del transcrito de mayor tamafio se detectd su posterior
conversién en un transcrito de 1500 nt (Fig. 16). El tamafio de esta especie molecular
coincidiria con la longitud del gen citP, sugiriendo que después del procesamiento inicial del
mRNA1 en dos fragmentos, la regién 5 ° del fragmento de mayor tamaifio estaria sujeto a un
ataque endonucleolitico.

La longitud de las dos especies de RNA (1000 Y 1900 nt), generadas a partir del
mRNA1 sugieren, que el procesamiento de este RNA tiene lugar en la estructura secundaria
compleja. La estructura propuesta (Fig. 15) pertenece al tipo de estructura que constituye la
diana caracteristica para el ataque endonucleolitico en otros sistemas bacterianos (Gamper y
cols., 1992; Lesage y cols., 1992; Liu y cols., 1992). La estructura secundaria y el
procesamiento especifico del transcrito del operén citQRP podrian estar implicados en el
control post-transcripcional de la expresién de citR. Varios datos parecen sugerirlo. El codon
de iniciacién de la traduccion de cifR estd localizado en el extremo 3° de la estructura
secundaria y el sitio putativo de unién a los ribosomas de citR (AGAAG), que es
complemetario al extremo 3° de L. lactis 16S-rRNA (Ludwig y cols., 1985), estd

parcialmente bloqueado en los dos tallos de la estructura. La formacién de la estructura
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secundaria en el mRNA intacto podria interferir con la traduccién de citR, ya que este tipo
de estructuras parecen influir en la eficiencia de la iniciacién de la traduccién en L. lactis
(van de Gutche y cols., 1992). También, es previsible que exista una competicién entre los
ribosomas que estdn traduciendo el gen cirQ (incluido en dicha estructura) y las ribonucleasas
que procesan ¢l mRNAI tal y como ocurre en el operén lac de E. coli (Yarchuk y cols.,
1992). La unién de los ribosomas libres al SD de citQ en el mRNAI intacto, posibilitaria la
traduccién de este polipeptido evitando la formacién de la estructura secundaria y
consiguientemente el procesamiento de dicho transcrito (Fig. 34). Este suceso favoreceria la
expresién del gen citR por traduccién acoplada de los ribosomas que acaban de traducir c¢irQ,
0 por un mecanismo de cambio de cuadro de lectura. Estos mecanismos de regulacién
traduccional son funcionales en otros sistemas bacterianos como por ejemplo es el caso del
gen ermC de Staphylococcus aureus (Mayford y Weisblum, 1989) y el operén de E. coli
codificando el factor de iniciacién traduccional IF3 y la proteinas ribosomales (L35 y L20)
(Lesage y cols., 1992).

El andlisis e interpretacion de los resultados discutidos en este apartado nos ha llevado
a postular el siguiente mecanismo de regulacion de la expresién del operdn citQRP (Fig. 34).
El operén cirQRP se transcribiria en un mRNA (mRNAI1) que podria tener dos destinos: 1)
procesamiento (panel izquierdo) y 2) estabilizacion por traduccién de citQ (panel derecho).

1) El procesamiento del mRNAI, presumiblemente debido a la accion de
ribonucleasas, generaria una especie de RNA de 1000 NT, que seria posteriormente
degradada y una especie de 1900 nt, que podria ser utilizada por los ribosomas para sintetizar
la citrato permeasa P. La sintesis de la permeasa serfa posible por la unién de los ribosomas
al SD de cirP, no existiendo en este caso traduccién acoplada de citR y citP.

2) La utilizacién del SD del gen citQ por los ribosomas lactocdcicos {en el apartado
1 de la discusién se ha indicado que deberia ser un SD potente), impediria la formacién de
la estructura secundaria y como consecuencia el procesamiento del mRNA1. Posteriormente
tendria lugar la traduccién de citR, que podria estar 0 no acoplada a la de cirQ. Cuando los
ribosomas acabaran de sintetizar CitR serian reutilizados en la traduccién de citP y el
polipéptido CitR, sintetizado a partir de esta u otra molécula de mRNA (hemos demostrado
que CitR actua en trans), interaccionaria con el mRNA1 inhibiendo la sintesis de CitP, que

estd acoplada a la traduccidn de citR.
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Fig. 34. Mecanismo hipotético de regulacién de la expresién génica del operdn citQRP. El mecanismo
regulador graficamente propuesto se desarrolla en el texto, Abreviaturas: 5D o, Shine-Dalgamo de cit(); SDyp,
Shine-Dalgamo de citR; SD_, Shine-Dalgamo de citP; T 5, terminador de citR. --, representan los nbosomas.

-, representa efecto regulador negativo de la traduccidn de citP.

En el desarrollo de este trabajo no hemos identificado la diana de CitR, sin embargo,
hemos mostrado que este polipéptido no altera la sintesis del mRNAL. Por lo tanto los
promotores transcripcionales (P1 y P2) no constituyen la diana de CitR. Ademds, esta diana
no estd localizada en las regiones codificantes para CitR y CitP. Asi, es posible que la
regulacién post-transcripcional ejercida por CitR sea debida a la interaccidn del polipéptido

con la estructura secundaria compleja que incluye citQ y el codon de iniciacion de la
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traduccion de citR. La unidn del represor a su diana estabilizarfa dicha estructura y bloquearia
la traduccidn de citR (este es un mecanismo comun de represores traduccionales, ver revisén
de McCarthy y Gualerzi, 1990) impidiendo la traduccién acoplada de citR y citP y

provocando asi un decrecimiento en la sintesis de CitP.

EL CITRATO NO CONTROLA LA TRANSCRIPCION DEL GEN CITP, NI
ESTIMULA EL TRANSPORTE DE CITRATO

La regulacién post-transcripcional de la expresién del operén citQRP descrita en el
apartado anterior parece estar encaminada a controlar muy estrictamente los niveles de citrato
permeasa P en L. lactis biovar diacetylactis. A la vista de estos resultados surgfa una
pregunta obvia. ;Cual es el efector de dicha regulacion?. Un posible candidato para esta
funcidn era el citrato, sustrato de CitP.

El efecto que la concentracidn de citrato tiene sobre el transporte de este metabolito
al citoplasma de L. lactis ha sido investigado en varias ocasiones. Starrenburg y Hugenholtz
(1991) observaron que la presencia de citrato en el medio provocaba un ligero estimulo del
crecimiento de L. lactis estableciendo los productos que se formaban a partir del citrato
aniadido.

Estos antecedentes sugerfan que el efector de la regulacion de la expresion del operén
citQRP podna ser la presencia de citrato en el medio de cultivo.

En este trabajo hemos investigado esta posiblidad mediante andlisis de la influencia
del citrato en la transcripcién del operén citQRP y en la capacidad para transportar citrato.
La estirpe L. lactis biovar diacetylactis CRL264 que contiene el pldsmido pCIT264 (Cit"),
fué crecida en presencia y en ausencia de citrato y se compard la sintesis de los mRNAs
especificos de citP y los niveles de transporte de citrato. Las cantidades relativas de los
mRNAs especificos de cirP fueron esenciaimente las mismas, independientemente de que. el
cultivo fuera o no suplementado con citrato (Fig. 28). Los resultados obtenidos para
comprobar la influencia del citrato sobre la transcripcién de citP fueron apoyados por los
resultados de transporte de citrato obtenidos con L. lactis biovar diacetylactis CR1.264. Esta
estirpe acumuld esencialmente la misma cantidad de ["*C] independientemente de que el medio
estuviera o no suplementado con citrato. Estos resultados demuestran que la presencia de

citrato en el medio no regula ni la transcripcién del gen citP, ni el transporte de citrato en
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la estirpe CRL264. Como consecuencia podemos deducir que la expresion de la citrato
permeasa P codificada por ¢l plasmido pCIT264 no estd afectada por la presencia de citrato
en el medio de cultivo. Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos por Smith y cols.
(1992), ya que dichos autores comunicaron que la utilizacién de citrato por la estirpe C17 de
L. lactis biovar diacetylactis portadora del pldsmido Cit* pSL2 era independiente de la
presencia del metabolito en el medio de cultivo.

Sin embargo, como se ha comentado previamente en la introduccién los pldsmidos
Cit* presentes en distintas estirpes de L. lactis biovar diacetylactis aunque son similares no
son idénticos. Por tanto no podemos descartar, que el pldsmido ancestrat Cit* carente del
elemento de insercién si fuera inducible por citrato. Asimismo, es posible que alguno de los
pldsmidos existentes en la actualidad sea inducible, como sugiere el incremento de utilizacién

de citrato en presencia de este compuesto, descrito por Harvey y Collins (1961).

EL pH DEL MEDIO DE CULTIVO INFLUYE EN LA SINTESIS DE LA CITRATO
PERMEASA P

Los resultados discutidos en el apartado previo mostraban que la presencia de citrato
en el medio de cultivo no era el efector de la regulacién de la expresién del operén citQRP.
Con el objeto de identificar el efector de esta regulacién tomamos en consideracién los
conocimiento existentes respecto a la utilizacién de citrato en L. lactis.

La influencia del pH sobre el metabolismo del citrato comenz6 a ser estudiada en 1936
cuando Long y Hamer describieron que la formacién de acetoina por Streptococcus sélo se
produce cuando el pH del medio es mas bajo de 6. Puesto que el metabolismo del citrato es
necesario para la produccién de acetoina, Harvey y Collins (1961) supusieron que el
transporte de citrato era también dependiente del pH. Estos autores observaron que el
transporte de citrato en Streptococcus diacetylactis se incrementaba rapidamente cuando el
pH bajaba de 6 demostrando, asimismo, que la dependencia de pH, durante la utilizacién de
citrato, era determinada por la actividad de la citrato permeasa P. Posteriormente, se ha
comprobado que el rango dptimo para la actividad de la proteina transportadora de citrato de
L.lactis estd entre valores de pH de 5,0 y 6,0 que coincide con el rango de pH dptimo para
la conversidn del citrato (Starrenburg y Hugenholtz, 1991).

Estos antecedentes nos hicieron suponer que la alteracion del pH en los medios de los
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cultivos durante las fermentaciones licticas podria ser el efector de la regulacién de la
expresion del operén citQRP.

El efecto que ejerce el pH sobre la expresién de proteinas transportadoras ha sido
previamente observado y puede producirse de varias formas (ver revisién de Olson, 1993).
Una de las formas a través de las cuales el pH ejerce un control sobre la expresion génica es
la regulacion transcripcional de ciertos genes tales como el gen que codifica para el
transportador de menaquinonas en B. subtilis (Hill y cols., 1990). También puede actuar
induciendo la sintesis de determinadas proteinas como por ejemplo la lysina permeasa de E.
coli (Steffes y cols., 1992).

Con el objeto de observar cual era el influencia del pH del medio de cultivo sobre la
expresion del gen citP, en el transcurso de este trabajo se ha analizado dicha expresién a nivel
transcripcional y traduccional en cultivos de L. lactis crecidos a ph 7,0 6 a pH 5,5 (ver
apartado 9 de resultados). La alteracién del pH no afecto los niveles de mRNA1 y mRNA2
codificados por L. lactis biovar diacetylactis CRL264 (Fig. 26), ni los niveles del transcrito
citP-cat sintetizado por L. lactis MG1363/pFL12 (datos no mostrados) (Fig. 26).

Sin embargo, la acidificacién del medio de cuitivo de pH 7,0 a pH 5,5 provocé que
la actividad CAT observada en los extractos obtenidos a partir de cultivos de L. lactis
MG1363/pFL12 sufriera un incremento de tres veces (Fig. 27). Asimismo, la sintesis de
CAT a pH 5,5 fué parcialmente inhibida por la presencia de CitR (Fig. 27).

En consecuencia, cuando el pH del medio de cultivo se acidifica desde pH neutro hasta
pH 5,5 se produce una estimulacién a nivel post-transcripcional de la expresién del gen citP
que se traduce en un incremento en la sintesis de CitP y que esta aparentemente controlada
por los niveles de CitR en la bacteria.

El incremento en la sintesis de la citrato permeasa de L. lactis a pH 5,5 cabria ser
esperado ya que la expresidn de varias protefnas de membrana resulta afectada por el
tratamiento dcido (Olson, 1993). Este efecto no es sorprendente, ya que dichas proteinas estdn
expuestas al pH extracelular o implicadas en procesos asociados con el movimiento de
protones (Olson, 1993). El ajuste en el nivel de estas proteinas es probablemente requerido
para amplificar 6 compensar los cambios en las actividades provocados por los cambios de
pH. De esta manera, es factible que a pH 7,0 L. lactis sintetice CitP ¢ inserte dicha proteina
en su membrana, la acidificacion paulatina del medio de cultivo durante las fermentaciones

licticas, conllevaria a un incremento progresivo de la capacidad para incorporar citrato y
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alrededor de pH 5,5, éptimo de actuacion de CitP, se alcanzarian los mayores niveles de
transporte debido a la actividad de la proteina transportadora y al incremento de su sintesis.
En este punto, cabria preguntarse ;cual es la significacién biolégica de esta
regulacién?. ;por qué la bacteria necesita controlar tan estrictamente los niveles de una
proteina de transporte?. El crecimiento de L. lactis en citrato como unica fuente de carbono
ha sido comunicado una sola vez (Starrenburg y Hugenholtz, 1991). Dicho crecimiento se
produce en condiciones muy criticas observandose en quimiostatos a valores dé pH entre 5,5
y 6,0. Este rango tan estrecho es presumiblemente debido a que a valores de pH inferiores
a 5,5 6 superiores a 6,0 no tiene lugar el metabolismo de citrato (Hugenholtz, J., 1993), Por
lo tanto, parece que el pH seria el efector de la regulacion a nivel post-transcripcional
ejercida por CitR sobre la sintesis de CitP y controlaria estrictamente el rango éptimo de
actividad de este polipéptido, con el fin de mantener los niveles intracelulares de citrato en

un rango que pueda ser metabolizado por Ia bacteria y que no resulte téxico para ella.
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* Se ha secuenciado la regidén que precede al gen citP en el pldsmido pCIT264 de
Lactococcus lactis biovar diacetylactis y se han detectado tres ORFs: ¢itQ, citR y ORF1 con
capacidad para codificar polipeptidos de 3876, 13087 y 33675 Da, respectivamente. Las tres
ORFs mencionadas preceden a citP. Sin embargo, cirQ y citR se encuentra localizadas en la
misma hebra codificante que cirP, mientras que ORF1 estd localizada en la hebra

complementaria.

* Se ha establecido la existencia del operén citQRP en Lactococcus lactis biovar
diacetylactis mediante la identificacién de dos transcritos (mRNA1 y mRNA2) especificos
de citP. Dichos transcritos poseen una longitud de 2914 y 1924 nucleétidos e inctuyen los tres

genes que constituyen el operén cirQRP.

* Se han caracterizado los sitios de iniciacién y el sitio comiin de terminacién de los
transcritos del operén citQRP en L. lactis. Los extremos 5° de los mRNA]l y mRNA2
preceden, respectivamente, en 1048 y 32 nucledtidos a cirQ. El extremo 3° de ambos
transcritos estd localizado detras de citP y dentro de una estructura secundaria caracteristica
de los terminadores del tipo p-independiente de organismos procariotas. Asimismo se han
identificado los promotores transcripcionales putativos P1 y P2 de los transcritos mRNAI y
mRNA2. |

* Se ha detectado el procesamiento in vive de la especie molecular mRNA1 que genera dos
especies moleculares de 1000 y 1900 nucledtidos. Se ha postulado que el sitio de
procesamiento estaria localizado en una estructura secundaria compleja y serfa catatizado por

una o mas ribonucleasas de L. lactis.

* CitR, el producto del gen cifR, suplementado en frans, provoca un efecto inhibitorio a nivel
post-transcripcional sobre la expresién de CitP. Por lo tanto, CitR parece ser un regulador

negativo de la expresién de CitP.
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* La presencia de citR precediendo a cirP en la misma molécula de DNA provoca un
incremento en la sintesis de la citrato permeasa P y como consecuencia la traduccién de CitR

y CitP parecen estar acopladas.

* La acidificacién del medio de cultivo de pH neutro a pH 5,5 no afecta a la transcripcién
del operén citQRP en L. lactis. Sin embargo, esta variacién de pH estimula la sintesis de la

citrato permeasa P.

* La presencia de citrato en el medio de cultivo no afecta a la expresién de la citrato

permeasa ni al transporte de este metabolito en L. lactis.

* Se ha demostrado que el gen cirP del pldsmido pCIT264 es el inico gen requerido para el
transporte de citrato en Lactococcus lactis biovar diacetylactis. Consiguientemente, la citrato
permeasa P es la unica proteina requerida para la incorporacién de este metabolito en este

sistema bacteriano.

* Se ha determinado que el gen citP se transcribe en E. coli en un mRNA2" de 983
nucledtidos. Se han caracterizado los sitios de iniciacién y terminacién del mRNA2 °. El sitio
de terminacién estd localizado en el terminador putativo p-independiente situado detrds de
citP. El sitio de iniciacidén ha sido localizado a 125 nucleétidos delante de citQ. Este sitio estd
precedido por un promotor P2, que es probablemente reconocido por el factor 67° de la RNA

polimerasa de E. coli.

* La regidn de pCIT264 de 1 kb, que contiene ORF1 y el promotor P2 °, estd flanqueada por
dos secuencias de 17 nucleétidos idénticas y de polaridad invertida. Se ha postulado que esta
region constituye una secuencia de insercién y que su introduccién en un pldsmido parental
Cit*, ha generado los promotores transcripcionales del operén citQRP (P2) y de ORF1 (P3)
presentes en pCIT264.
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