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RESUMEN

_En bacterias, la expresién de las aminoacil tRNA sintetasas se regula dependiendo
de 1a velocidad de proliferacion de las células y de la disponibilidad del aminoécido
sustrato de cada sintetasa. En E. coli la expresién de cada una de estas enzimas se regula
en forma independiente, existiendo una variedad de mecanismos de control. En bacilos
Gram (+) por el contrario, se ha descrito la existencia de un mecanismo de regulacion por
terminacién/antiterminacion de la transcripcién, comin para la mayoria de los genes de
aminacil tRNA sintetasas, pero que permite la respuesta especifica a la limitacién del
amino4cido correspondiente.

En este laboratorio se inicid el estudio de los mecanismos de control de la
expresion de genes cuyos productos participan en la biosintesis de proteinas en la bacteria
quimiolitotréfica Thiobacillus ferrooxidans. En trabajos anteriores se cloné y secuencié
el gen tyrZ, que codifica para una tirosil tRNA sintetasa de esta bacteria, y que es similar
al producto del gen tyrZ de B. subtilis. Para analizar la posibilidad que la similitud
estructural entre los productos de los genes tyrZ de B. subtilis y de T. ferrooxidans se
extienda al mecanismo de regulacién de su expresion, se planteé el estudio de los
mecanismos que regulan la expresion del gen fyrZ de T. ferrooxidans.

Por experimentos de complementacion de una mutacién termosensible en el gen
tyrS de E. coli se demostrd que el gen &yrZ de T. ferrooxidans codifica para una tirosil
tRNA sintetasa funcional. Se determiné la existencia de una copia de H7Z en el
cromosoma de T. ferrooxidans. La transcripeion de fyrZ in vivo se demostré por PCR de
¢DNA de T. ferrooxidans. Los experimentos de extensién de un partidor complementario
a la regién 5° no codificante de fyrZ sugieren que el lider del mRNA es de
aproximadamente 350 pb.
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El gen #yrZ se encuentra rio arriba del operén de rRNA rrnT2, separado del
tRNA 168 por aproximadamente 100 pb. Ya que en la regién espaciadora entre ambos
genes no se identificé un terminador de la transcripcién independiente del factor rho, se
estudi6 la posible cotranscripcién de yrZ y rraT2. Aunque parece existir transcripcion
del gen de tRNA 168 desde una regién interna en £yrZ, no se detect6 la existencia de un
mRNA que abarque ambos genes, posiblemente por la inestabilidad del RNA precursor.

Para estudiar la expresion de #yrZ dependiente de la disponibilidad de tirosina se
analizé 1a actividad de la tirosil tRNA sintetasa en una condicion de carencia artificial de
tirosina, inducida por un ihibidor de la enzima, hidroxamato de tirosina. La actividad
especifica de la enzima de bacterias tratadas con este compuesto aument6 6 a 7 veces con
respecto a las cultivadas en un exceso de tirosina. Es posible que este efecto sea causado
por el aumento de la sintesis de la tirosil tRNA sintetasa en carencia de tirosina. La
induccién de la sintesis puede ser el resultado del control de la traduccion o de la
transcripcién, a nivel de la iniciacién o de la elongacién del mRNA. Se requiere
experimentos adicionales para comprobar el origen de la regulacién de la actividad
especifica de Ia tirosil tRNA sintetasa de T. ferrooxidans en limitacion de tirosina.

En la region correspondiente al lider del mRNA de fyrZ se identificé los siguientes
elementos estructurales: (1) un terminador de la transcripcién independiente del factor
rho (2), una secuencia de 12 nucle6tidos similar a la caja T de genes de aminoacil tRNA
sintetasas de bacterias Gram (), localizada rio arriba del terminador y (3) una estructura
secundaria que presenta un coddén para tirosina inico en esta regién. Estos elementos
estdn presentes en la region lider del mRNA de genes de aminoacil tRNA sintetasas de
bacterias Gram (+) y se ha observado que participan en la regulacién de la expresion de
estos genes en respuesta a la disponibilidad del aminoécido correspondiente, mediante un
mecanismo de terminaci6n/antiterminacién de la transcripcién. Considerando estos
antecedentes es posible suponer que la regulacion de la expresion del gen HrZ,

dependiente del nivel de tirosina interno, se produce por un mecanismo de

terminacion/antiterminacién de la transcripcion, similar al descrito en bacterias Gram (+).




SUMMARY

_In bacteria aminoacyl tRNA synthetase expression is regulated in relation to
growth rate and on the cognate amino acid level. In E. coli the expression of each
synthetase gene is regulated independently and a variety of regulation mechanisms exist.
In contrast, in Gram (+) bacilli one regulation termination/antitermination mechanism has
been described, which is common for the majority of the aminoacyl tRNA synthetase
genes, but that provides a specific response to starvation for each amino acid.

This laboratory has been studing the study of control mechanisms of gene
expression of products taking part in the protein biosynthesis in the chemolithotrophic
bacterium 7. ferrooxidans. In previous work this group has cloned and sequenced the
tyrZ gene from this bacterium, which encodes for a tyrosyl-tRNA synthetase similar to
the yrZ gene product from B. subtilis. In order to analyze the possibility that the
structural smilarity between the products of the fyrZ genes from B. subtilis and T.
ferrooxiodans extends to the mechanism of regulation of their expression, we undertook
the study of the mechanism that regulates the expression of fHrZ gene from T.
ferrooxidans.

Using complementation experiments of a thermosensitive mutation of the #rS
gene from E. coli it was possible to confirm that #yrZ encodes for a functional tyrosyl
tRNA. synthetase. This gene is present in one copy per chromosome in 7. ferrooxidans.
In vivo transcription of frZ was shown by means of PCR amplification of T.
Jferrooxidans cDNA. Primer extention experiments of a primer complementary to the 5°
noncoding region of yy7Z suggest that the leader mRNA is about 350 bp.

The tyrZ gene is located upstream the rrnT2 rRNA operon and is approximately
100 bp from the 16S rRNA gene, the first gene of the operon. In view of the fact that no

rtho independent transcription terminator was found between both genes, the possibility of




cotranscription has been studied. The rRNA operon is transcribed from two promotors:
one of them is near the 16S rRNA, and the other one seems to be in an internal region of
tyrZ. We failed to detect a mRNA that comprises both genes. One possibility for this
result is the instability of an hypothetical RNA precursor.

_To study the effect of the tyrosine level on #yrZ expression, the tyrosyl tRNA
synthetase activity was studied under an artificial starvation condition induced by the
enzyme inhibitor tyrosine hydroxamate. The specific activity of the enzyme from bacteria
treated with this chemical increased 6 to 7 times when compared with cells grown at high
tyrosine concentration. It is possible that this increase in activity is produi:ed by an
increase in the rate of synthesis of the enzyme induced by the lack of tyrosine. Induction
of the synthesis may be the result of the control of the mRNA translation or of the
transcription, at the level of the initiation or of mRNA elongation. Additional
experiments are required in order to check the origin of the regulation of the specific
activity of the TyrRZ in tyrosine starvation.

In the leader region of the #y7Z mRNA we have identified the following structural
elements: (1) a rho independent transcription terminator, (2) a 12 nucleotides sequence
similar to the T box of the aminoacyl tRNA synthetase genes of Gram (+)
microorganisms, found upstream of the terminator and (3) a secondary structure that
includes a codon for tyrosine, unique in this region. These are conserved elements present
in the leader mRNA of Gram (+) aminoacyl tRNA synthetase genes, and have been
related with the operation of an expression control mechanism by
termination/antitermination of transcription, and depend on the level of the cognate
amino acid in the cell. Considering these facts, it is postulated that the regulation of T.
ferrooxidans tyrZ gene expression is a consecuence of the presence of a control
mechanism involving termination/ antitermination of the transcription similar to the one

found in Gram (+) bacteria.




INTRODUCCION

I.- AMINOACIL tRNA SINTETASAS DE BACTERIAS.

1. - Funcién de las aminoacil tRINA sintetasas,

La traduccién del mensaje genético en proteinas implica la correspondencia
perfecta entre cada uno de los 64 codones que se pueden encontrar en un mRNA y su
aminoéacido correspondiente. En este proceso, el tRNA es el encargado de proveer ¢l
aminodcido, para que éste sea luego incorporado al polipéptido naciente. La especificidad
de este aminoacil tRNA estd determinada por el reconocimiento del coddn en el mRNA
por el anticodén el tRNA. El apareamiento del codén al anticoddn del tRNA ocurre en
forma independiente de la naturaleza del aminoécido que esté unido a él, por lo tanto, la
amninoacilacién del tRNA con un aminoicido inadecuado necesariamente acarrea la
incorporacién de un aminoécido erréneo en la proteina. En consecuencia, la especificidad
con que se lleva a cabo la etapa de sintesis del aminoacil tRNA, catalizada por las
aminoacil tRNA sintetasas (aaRS), es de importancia fundamental y recae sobre estas
enzimas la responsabilidad de asegurar la fidelidad del proceso de traducci6n.

La reaccion de aminoacilacion del tRNA es un proceso que ocurre en dos etapas:




1) aaRS + ATP:Mg* + aa —> aaRS:aa~AMP + PPi: Mg*

2) aaRS:aa~AMP + tRNA—— aaRS + aa-tRNA + AMP

ATP:Mg® + aa + tRNA — aatRNA +PPi: Mg® + AMP

2.- Niimero de genes para cada aaRS.

En E, coli existe una aaRS por cada uno de los 20 aminodcidos conocidos, con la
excepcion de lisil tRNA sintetasa, ya que dos genes codifican para esta enzima: lysS'y
lysU. Las dos especies de LysRS tienen 505 residuos de aminoécido y presentan un 88 %
de identidad (Levéque y cols. 1990). La razén de la existencia de dos LysRS es
desconocida, aunque se sabe que la expresion de lysU se induce por aumentos de
temperatura, por anaerobiosis y por adicion de leucina al medio de cultivo (Clark y
Neidhardt, 1990).

En el bacilo Gram (+) Bacillus subtilis se han descrito dos genes distintos que
codifican para treonil tRNA sintetasas (thrS/thrZ), y dos genes para tirosil tRNA sintetasa
(tyrS/tyrZ) (Glaser y cols., 1991; Henkin y cols., 1992; Putzer y cols., 1990). En el caso
de treonil tRNA sintetasas, ambos productos génicos comparten solamente el 51,5 % de
los residuos idénticos, lo que las hace tan distintas entre si como de Ia treonil tRNA
sintetasa de E. coli. La divergencia de secuencia es aiin mayor entre las dos tirosil tRNA
sintetasas (27 % de residuos idénticos), siendo TyrRS un 55 % y TyiRZ un 27,7 %
idénticas a la enzima correspondiente de E. coli (Glaser y cols., 1991, Henkin y cols.,

1992). En cada caso, ambos genes exhiben patrones de expresion diferentes: en




condiciones de crecimiento vegetativo se expresan thrS'y fyrS, permaneciendo thrZ'y tyrZ

inactivos (Putzer y cols., 1992).

3.- Clasificacién de Ias aminoacil tRNA sintetasas.

— El ntimero creciente de secuencias de aminoacil tRNA sintetasas ha facilitado su
comparacion y el descubrimiento de elementos comunes que permiten la clasificacién de
estas enzimas en dos clases (resumido en Miennel y cols., 1995). Las enzimas reunidas
en la clase I tienen en comiin la presencia de dos secuencias de consenso cortas, que
corresponden a los aminodcidos HIGH (en la regién amino terminal de la proteina) y
KMSKS (localizada en la region media de la proteina). La importancia de los residuos
que forman parte de estas secuencias de consenso se ha estudiado mediante mutagénesis,
principalmente en MetRS y TyrRS, encontrdndose que cumplen funciones fundamentales
en la activacion de los aminodcidos respectivos (Fersht y cols., 1988; Leatherbarrow y
Fer-sht, 1987; Leatherbarrow y cols., 1985; Mechulam y cols., 1991; Schmitt y cols.,
1995).

Las aminoacil tRNA sintetasas de clase II no poseen las secuencias HIGH y
KMSKS, pero se ha observado en estas enzimas la presencia de segmentos homdlogos
diferentes a los que existen en las sintetasas de clase I. Ellos han sido llamados “segmento
1” (en la region amino terminal de la proteina), “segmento 2” (en Ia regién ceniral),
“segmento 3” (en la region carboxilo terminal). Cada segmento contiene un nicleo

central conservado con al menos un residuo de aminodcido que no varfa (Eriani y cols.,




1990). Se observé que las sintetasas de clase I corresponden a enzimas que aminoacilan
preferencialmente el grupo 2°-OH de la adenosina terminal del tRNA, mientras que las
de clase II pueden aminoacilar principalmente el grupo 3°-OH, lo que sugiere un ancestro
comiin para las enzimas que pertenecen a la misma clase (Eriani y cols., 1990). En la tabla
1 se rﬁuestra un listado de las aminoacil tRNA sintetasas de E. coli ordenadas segiin esta
clasificacion.

La comparacién de la estructura tridimensional de algunas aaRS obtenida por
cristalografia de rayos X ha permitido observar similitudes estructurales que refuerzan la
clasificacién anterior. Por ejemplo, el anilisis de la estuctura cristalina del complejo
formado por la MetRS de E. coli y ATP, habfa demostrado con anterioridad que esta
enzima presentaba un sitio de unién al mucledtido, con una estructura denominada
“bolsillo de Rossman” (Rossman y cols., 1974), similar a la observada en deshidrogenasas
(Risler y cols., 1981), presente también en la TyrRS de B. stearothermophilus (Bhat y
colz.‘)., 1982) y en la GInRS de E. coli (Rould y cols, 1989). En los modelos de la estuctura
de TyrRS y de MetRS, los dos residuos de histidina dé la secuencia HIGH estin
ubicados en posiciones relativas similares, y ambos se encuentran cercanos al sitio activo
(Blow y cols., 1983). En las tres aaRS mencionadas los aminoacidos de la secuencia
KMSKS se localizan en la vecindad del bolsillo de Rossman.

Por otro lado, al analizar la estructura de SerRS, una sintetasa del grupo II, no se

observo la presencia del bolsillo de Rossman, sino que en el sitio activo se observd la

existencia de una estructura de hoja [ antiparalela, de siete hebras (Cusack y cols., 1990).




Tabla 1

Clase 1 HIGH [KMSKS
Cys o 461 - + +
Met oy 676 2,3 + +
Val o 951 2 + +
Tle o 939 2,3 + +
Leu o 860 2 + +
Arg o 577 2.3 + +
Glu o 471 2’ + +
Gln o 551 2 + +
Tyr o, 424 2 + +
Trp oy 325 2,3 + +
Clase I1 Segmento | Segmento | Segmento
1 2 3
Ala N 875 3 + +
Gly o B 303/689 3 +
Ser o 430 2,3 + + +
Thr oy 642 3 + + +
Pro o 572 2,3 + + +
His a 424 K + + +
ASp o 590 3 + + +
ASn o 467 3 + + +
Lys o 505 ¥ + + +
Phe (021523 327 2 + +

Caracteristicas de aminoacil {RNA sintetasas de bacterias. * o o B corresponde a
Iz nomenclatura utilizada para indicar la diferencia estructural entre los mon6meros
que forman cada aminoacil tRNA sintetasa.




Otra aaRS del grupo II, AspRS contiene una hoja § antiparalela rodeada de o-hélices,
formando una estructura que es topologicamente similar a la del sitio activo de SerRS
(Ruff y cols., 1988). En ambos casos los segmentos 1, 2 y 3 se localizan en estas
estructuras de hoja B (Leberman y cols., 1991; Moras, 1992). De estos estudios se puede
deduc=r que la clasificacion de aminoacil tRNA sintetasas en enzimas de clase I y II se
correlaciona con las similitudes en la estructura tridimensional de estas enzimas. La
dilucidacién de la estructura cristalina de otras aminoacil tRNA sintetasas permitira
conocer si éste es un fenémeno mds general o solo una coincidencia.

Ademiés de la capacidad de discriminacién exhibida por cada una de las aminoacil
tRNA sintetasas a través de su mecanismo de accidn, la concentracion relativa de tRNAs
y de aminoacil tRNA sintetasas también puede contribuir a la especificidad de la reaccién
de aminoacilacién in vive. En consecuencia, el problema de la fidelidad en la
incorporacién del aminoécido adecuado estd también relacionado con la regulacién de la
expresion y de los niveles de aaRS en una célula. Este hecho se ilustra bien por
experimentos que indican que la naturaleza del aminoécido incorporado en una proteina
en una pogicién determinada puede cambiarse variando la concentracidn de la aaRS
correspondiente o Ia concentracién de un tRNA que sea capaz de competir con el tRNA
correspondiente. Por ejemplo, el tRNA supresor ambar derivado del tRNA™ de E. coli,
que normalmente es aminoacilado con tirosina in vivo, se esterifica con glutamina cuando
se eleva la concentracién intracelular de GInRS; este efecto se revierte por la

sobreexpresién simultinea de TyrRS o de tRNA®™ (Sherman y cols, 1992; Swanson y




cols., 1988). En efecto, el estudio de Ia regulacién de la expresion de varias aaRS (Putzer
y cols., 1995) y de tRNAs de E. coli (Jinks-Robertson y Nomura, 1987), muestra que las
concentraciones intracelulares de estas macromoléculas estdn sometidas a rigurosos
controles. Estos mecanismos regulatorios son Utiles en la adaptacién de los niveles
intrace.:lularcs de cada tRNA aminoacilado a las condiciones de proliferacion. Estos
controles probablemente contribuyen a Ia especificidad total del proceso de

aminoacilacién del tRNA in vivo.

4.- Regulacién de Ia expresién de aaRS en bacterias.

En bacterias los niveles de aaRS se regulan de acuerdo a la concentracion
intracelular de amino4cidos y a la velocidad de proliferacién (Putzer y cols., 1995) En
ambos casos la regulacion de las sintetasas se produce en un contexto general de
regulacién de la sintesis de varios componentes celulares, principalmente de los que

constituyen la maquinaria biosintética de proteinas.

4.1.- Control dependiente de Ia velocidad de crecimiento.

La composicion macromolecular de la célula bacteriana esti estrechamente
relacionada con su actividad metabdlica. Cuando la velocidad de proliferacién aumenta
las células incrementan su tamaiio, contienen mas DNA, RNA y proteinas (Bremer y
Dennis, 1987) . El incremento relativo de RNA es mucho mayor que el de proteinas, que

a su vez es mayor que el de DNA. A 2, 5 duplicaciones por hora, una célula de E. coli




contiene diez veces mas RNA total que a 0,6 duplicaciones por hora (Bremer y Dennis,
1987). A mayor velocidad de crecimiento, mayor es la proporcion de RNA estable
(rRNA y tRNA) en el RNA total. Responsable del aumento de la velocidad de sintesis de
los componentes celulares es la maquinaria tfraduccional, cuyos principales componentes,
los ﬁ&mm, varian desde 7.000 por célula a baja velocidad de crecimiento hasta 70.000
a velocidades de crecimiento altas. En estas condiciones, los ribosomas pueden llegar a
constituir hasta el 45 % de la masa celular, invirtiéndose gran cantidad de la energia
celular en su sintesis.

Al aumento de la sintesis de RNA y proteinas con ¢l aumento de la velocidad de
crecimiento se denomina contro! dependiente de la velocidad de proliferacion o
regulacién metabdlica. Los mecanismos responsables del aumento de la sintesis de los
ribosomas (TRNA y proteinas ribosomales) y de otros factores que participan en el
proceso de traduccion, con la velocidad de proliferacién bacteriana se han investigado
exte.znsamente (Jinks-Robertson y Nomura, 1987, Grunberg-Manago, 1987, Putzer y cols.

1995).

4.1.1.- rRNA. Aunque se han propuestos muchos modelos para explicar este fen6meno,
bésicamente éstos pueden ser divididos en dos grupos: modelos asociados a guanosina
3’-difosfato 5’-difosfato (ppGpp) (Ryals y cols., 1982; Baracchini y Bremer, 1988;
Baracchini y Bremer, 1991; Jensen y Pedersen, 1990), y modelos de regulacién por

retroalimentacion negativa por ribosomas (Jinks-Robertson y cols., 1983). Basados en el




hecho que existe una correlacion lineal inversa entre los niveles de ppGpp y la velocidad
de crecimiento, el modelo del ppGpp propone que la concentracion intracelular de este
nucleétido regula directamente la sintesis de rTRNA, al unirse a la RNA polimerasa,
inactivandola y restringiendo el namero de moléculas de RNA polimerasa disponibles
para InICIElI' la transcripcion en promotores de RNA estables (rRNA y tRNA). Por otro
lado, el modelo de regulacién por retroalimentacion negativa por ribosomas propone que
la velocidad de sintesis de rfRNA es gobernada por un mecanismo de retroalimentacién
sensible a la capacidad traduccional de la célula. En este modelo, los ribosomas libres que
no estan involucrados en el proceso de traduccibn, participarian como efectores directos
o indirectos, para reprimir Ia transcripcién de los operones de rRNA. De esta manera se
lograria que los niveles de rRNA (y por lo tanto de ribosomas}) sintetizados por la célula
correspondan a las necesidades metabélicas reales determinados por la velocidad de
crecimiento. Estos modelos no necesariamente son mutuamente exclusivos y es posible

que ambos coexistan, siendo incluso complementarios.

4.1.2.-Proteinas ribosomales. La expresibn de la mayor parte de las proteinas
ribosomales se regula por un mecanismo de retroalimentaciéon negativa a nivel de la
traduccion (revisado por Jinks-Robertson y Nomura, 1987) Los genes de estas proteinas
estdn organizados en operones; una proteina ribosomal especifica codificada por el
operdén actua como un represor de la expresién, ya que posee la capacidad de unirse a su

propio mRNA policistronico e inhibir la traduccién (Cole y Nomura, 1986, Lindahl y
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Zengel, 1986). Bajo condiciones en que existe exceso de rRNA, la proteina control se
unird preferentemente a su sitio en el rRNA y se ensamblara en el ribosoma, mientras que
en condiciones en que la concentracién del rRNA es limitante, el ligando preferencial no
se encontrard disponible y la protefna ribosomal represora se unird a su mRNA, o que
dismiﬁtﬁré la traduccidn de la protefnas codificadas en el operébn. Mediante este
mecanismo, los cambios producidos en la velocidad de sintesis del rRNA provocaran
cambios concomitantes en la velocidad de sintesis de las proteinas ribosomales cuya
expresion se regule por este sistema. La consecuencia de este mecanismo es que el tRNA
se convierte en el verdadero efector de Ia regulacion de Ja expresién de estas proteinas
ribosomales por velocidad de crecimiento. Este modelo es valido para los operones L11,
L10, 810, o y 520 (Jinks-Robertson y Nomura, 1987), pero no es suficiente en algunos
casos (Lindahl y Zengel, 1990), por lo que se supone la existencia de mecanismos

adicionales para la regulacién de la sintesis de protefnas ribosomales.

4.1.3.- tRNA. La sintesis de tRNA también es un proceso sometido al control por
velocidad de crecimiento. El mimero de moléculas de tRNA por célula aumenta desde
63.000 a 700.000 cuando los tiempos de duplicacién varian desde 100 a 24 min,
manteniéndose constante la relacién de concentracién entre tRNA y tRNA (Bremer y
Dennis, 1987). Los genes de tRNA estdn sometidos a regulacién por retroalimentacion, al
igual que la de los operones de rRNA (Gourse y cols., 1985, Jinks-Robertson y cols.,

1983).
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4.1.4.- Aminoacil tRNA sintetasas. Como otros componentes del aparato traduccional,
los requerimientos de las aminoacil tRNA sintetasas por parte de Ja célula bacteriana
varian dependiendo de las condiciones de proliferacion. Es asi como el control
dependiente de Ia velocidad de proliferacién afecta a la mayor parte de las aminoacil
tRNAmsintetasas estudiadas hasta la fecha, Mediante un andlisis sistemético de la
expresién de las aaRS en células de E. coli cuitivadas en diferentes condiciones por la
met6dica de geles bidimensionales de O’Farrel se determiné que la concentracién celular
de casi todas las sintetasas aumenta con la velocidad de proliferacién (Putzer y cols.,
1995). La magnitud del aumento en el nivel de cada enzima varia entre 1,5y 3 veces

para un aumento de cinco veces en la velocidad de crecimiento.

4.2.- Control dependiente de la concentracién de aminoécidos.

Ademis del control por velocidad de proliferacion, en bacterias la expresion de las
ami;loacil tRINA sintetasas se regula de acuerdo a la disponibilidad de los aminodcidos
especificos para cada enzima (Putzer y cols., 1995). La gran mayoria de las 2aRS se
sintetizan mas rapidamente en células cultivadas en condiciones de carencia de su
aminoécido respectivo (Nass y Neidhardt, 1967, Grunberg-Manago, 1987). Es posible
suponer que al aumentar la concentracioén de la sintetasa existiria una utilizacién mds
eficiente del aminodcido residual, de manera que la célula pueda sobrevivir hasta

recuperar los niveles apropiados del aminoacido mediante induccion de la via biosintética

correspondiente. Es posible que por esta razdn el efecto de aumento de Ia expresion sea
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mas evidente en bacterias mutantes auxotrdficas, o en presencia de andlogos de
aminodcidos (McGinnis y Williams, 1971, Nass y Neidhardt, 1967). La respuesta es
especifica, ya que la expresion se induce s6lo por el aminoacido correspondiente, y no
por carencia generalizada de aminoécidos. La induccion de la expresidn generalmente es
transit-oria, en una magnitud que varia dependiendo de la especie bacteriana. En E. coli la
induccién es de dos a cuatro veces, mientras en B. subtilis es de diez veces. En todos los
casos estudiados la adicién del aminoacido al medio de cultivo elimina la induccién. Los
resultados de los estudios fisiologicos y genéticos realizados sobre la regulacién de las
sintetasas, con frecuencia son dificiles de interpretar, pero al parecer en muchos casos la
induccién se produce por desrrepresion de la sintesis a nivel transcripcional o
traduccional. En algunos casos se ha logrado identificar los elementos en el DNA o RNA
que son importantes para el control, los factores involucrados en la regulacién y los

detalles moleculares del mecanismo de regulacion.

5.- Mecanismos de regulacion de Ia_expresién de aminoacil tRNA sintetasas de E.

coli.

En E. coli se han clonado y secuenciado todos los genes de aaRS. En muchos
casos se ha localizado el punto de inicio de la transcripcion y la region donde se localizan
las sefiales regulatorias de la expresion del gen. Todos los genes de aaRS tienen

promotores acoplados al factor o, incluso AsU, que se induce por shock térmico.

Todos los promotores de genes de aaRS se analizaron por un algoritmo que clasifica a los
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promotores bacterianos como fuertes o débiles, dependiendo de la distancia que separa a
las regiones de consenso -10 y -35. Segun este ordenamiento, los promotores de genes
de sintetasas se consideran débiles. Esta afirmacién es concordante con Ia observacion de
que los promotores de los genes de aminoacil tRNA sintetasas se alejan del consenso
descrit—o para promotores bacterianos (Putzer y cols., 1995).

A pesar de la similitud de la funcién de las aaRS, en E. coli los mecanismos por
los que se regula su expresién parecen ser diferentes en cada caso. Mediante la
combinacion de experimentos de tipo fisiolégico, del andlisis genético realizado en cepas
mutantes, y de ensayos in vitro, se ha logrado identificar las secuencias reguladoras y los
factores que participan en la regulacion. Sin embargo, para la mayor parte de las aaRS
estudiadas se conoce parcialmente el mecanismo de regulacién de Ia expresion.

En el caso de la valil tRNA sintetasa de E. coli, la regulacién por velocidad de
proliferacién al parecer ocurre a nivel transcripcional. Se observé que la sintesis de la
enzi.ma no aumentaba en bacterias traspasadas desde un medio que contenia acetato
como fuente de carbono a otro con glucosa si se incluia rifampicina en el medio. Esto
sugiere que el aumento de la sintesis de valRS por aumento de Ia velocidad de
crecimiento requiere eventos de iniciacién de la transcripcién (Reeh y cols., 1977). Por
otro lado, para estudiar la expresion de triptofanil tRNA sintetasa de E. coli se utiliz6 una
fusién del gen lacZ a la regién 5° de gen #rpS, que incluia al promotor y el inicio de la

regién codificante del gen, integrada en el cromosoma (Hall y Yanofsky, 1982). La

expresion de [-galactosidasa en la cepa cultivada en distintos medios varié con la
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velocidad de proliferacién, en forma paralela al aumento del mRNA de #rpS. Resultados
similares se obtuvieron al estudiar la expresion de glutaminil tRNA sintetasa (glnRS) de
E. coli, bajo una variedad de condiciones de proliferacién: en estos experimentos se
cuantificé el mRNA de ginS de una cepa silvestre de E. coli, encontrandose que el nivel
del @A aumentaba con el incremento de la velocidad de proliferacion (Cheung y
cols.,, 1985). En estos dos ultimos casos los autores propusieron un mecanismo
transcripcional para la regulacién de la expresién de #pS y de ginS. Sin embargo,
cambios en el nivel de mRNA en estado estacionario no son una prueba de un control
transcripcional, ya que pueden deberse a alteraciones en la sintesis o en la estabilidad del
mRNA.

El caso de alanil tRNA sintetasa fu¢ el primero para el que se demostré un
mecanismo molecular para la regulacion de su expresion. En ensayos in vitro se observd
que la alanil tRNA sintetasa es capaz de inhibir especificamente la transcripcién de su
pro.pio gen, alaS, efecto que aumenta en presencia de alanina. La enzima se une a la
region promotora de alaS, protegiendo frente a la digestion con DNasal, una regién del
DNA que contiene dos secuencias repetidas vertidas (Putney y Schimmel, 1981).
Lamentablemente hasta ahora no ha sido posible detectar un aumento de la expresién en
E. coli cultivadas en carencia de alanina, por lo tanto, no se ha confirmado en

experimentos in vivo el modelo de autorregulacién transcripcional establecido in vitro

para la regulacién de la expresion de alas.
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Varias lineas de experimentos demuestran que la expresién de metionil RNA
sintetasa se regula por la disponibilidad de metionina en E, coli y en S. typhimurium
(Archibold y Williams, 1972; Archibold y Williams, 1973; Casio, 1975). El gen metG se
expresa desde dos promotores, uno de ellos ubicado entre 30 y 40 nucleétidos rio arriba
del m1010 de metG, y el otro dentro de la regién codificante de mrp, el gen que precede a
metG (Dardel y cols., 1990). Experimentos de proteccion a nucleasa S1 demuestran que
la transcripcién iniciada en este 1ltimo promotor es atenuada en un terminador de la
transcripcion independiente de rho, localizado aproximadamente 220 nucleStidos rio
abajo del promotor. Entre el promotor y el terminador, la regién lider presenta una
secuencia que podria formar una estructura secundaria similar a Ja del tRINA. Basindose
en estos antecedentes se propuso un modelo de control por autorregulacién, en que un
exceso de metionil tRNA sintetasa podria unirse al lider del mRNA y de alguna manera
afectar la terminacién de la transcripcidn en el terminador (Dardel y cols., 1990). Sin
eml;argo, se requiere mas experimentacién para evaluar el modelo de autorregulacién
propuesto para la expresién de metG.

El mecanismo de regulacion de la expresién del gen de la treonil tRNA sintetasa
(thrS) de E. coli es uno de los mejor descritos hasta ahora. Inicialmente se demostrd que
al cultivar mutantes de E. coli auxotr6ficos para la sintesis de treonina en condiciones de
limitacion de este aminodcido, se producia un aumento transitorio en la actividad treonil

tRNA sintétasa (Archibold y Williams, 1972). Posteriormente, una serie de experimentos

realizados tanto in vifro como in vivo, demostraron que la expresién de la treonil tRNA
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sintetasa se regulaba a nivel de la traduccién, mediante un mecanismo de regulacién
autégeno (Lestienne y cols., 1984; Springer y cols., 1985). Mediante experimentos
genéticos fué posible definir el sitic blanco de la regulacién, que se denominé “operador
traduccional”. Este se localizé rio abajo del sitio de inicio de la transcripeion, pero rio
arriba 'c-iel coddn de inicio de la traduccién del gen de #hrS (Springer y cols., 1986). La
participacién directa de la treonil tRNA sintetasa en la autorregulacion negativa se
demostré mediante experimentos de proteccién a RNasa (Moine y cols, 1990); el sitio de
unién de la sintetasa al mRNA corresponde a una regién de la secuencia capaz de formar
una estructura secundaria similar al brazo que contiene el anticodén en varios
isoaceptores de tRNA™ . Previamente este sitio del mRNA habia sido identificado como
un elemento de la regulacién de la expresién de thrS (Springer y cols., 1986). La unién de
ThrRS al mRNA en el sitio operador inhibfa su propia traduccién al ocluir Ia unién del
ribosoma al sitio de inicio de la traduccién. Asf mismo, se observd que el tRNA™ era
cape‘lz de desplazar al mRNA operador de su sitio de unidn en la sintetasa, y de suprimir
el efecto represor de la enzima, comportindose por lo tanto como un antirrepresor. Esto
sugiri6 a los autores que in vivo la concentracién intracelular de tRNA™ libre podria
modular la actividad represora de la treonil tRNA sintetasa, y por lo tanto la expresién
del gen thrS.

Estudios recientes demostraron que el control por retroalimentacién negativa a
nivel traduccional es esencial para la regulacion por velocidad de proliferacién de la

expresion del gen thrS. Bacterias silvestres y mutantes que contenian alteraciones en la
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secuencia de la region operadora de la copia cromosomal del gen thrS se cultivaron a
diferentes velocidades de proliferacién, observindose que las mutantes no eran capaces
de controlar la expresion de ThrRS (Putzer y cols, 1995). Una explicacion de los autores
para estos resultados es que a una velocidad de proliferacién alta, condicién en que
aumel—l’t-an los niveles de tRNA™ , la mayor parte de la sintetasa est4 participando en Ia
aminoacilacién, lo que significa que poca sintetasa est libre para unirse a su mRNA,; por
lo tanto, la expresion de thrS se desrreprime. En resumen, la regulacion dependiente de
lIa velocidad de crecimiento en el caso de ThrRS puede ser causada por cambios en la
concentracion celular de tRNA™ , de la misma manera que Ia velocidad de sintesis de
rRNA modula Ia expresién de los operones que codifican para las proteinas ribosomales.
Otro sistema de E. coli que se conoce con bastante detalle es el de fenilalanil
tRNA sintetasa. Esta enzima es un tetrdmero compuesto por dos tipos de subunidades,
codificadas por los genes pheS y phel, que corresponden a la subunidades pequefia y
gra;lde, respectivamente (Fayat y cols., 1974). Ambos genes son contiguos en el genoma
de E. coli y se encuentran formando un operdn. Estudios fisioldgicos demostraron que la
expresion de fenilalanil tRNA sintetasa se induce alrededor de 2,5 veces en un mutante
auxotréfico para fenilalanina cultivado en carencia del aminoacido (Nass y Neidhardt,
1967). La regulacién del operdén pheST se ha estudiado con detalle in vitro y también in
vivo. Mediante secuenciacién y ensayos de transcripcién in vitro se identificd el promotor
de la transcripcién, que se encuentra localizado aproximadamente 400 pb. rio arriba de

pheS . Entre el promotor y el inicio del gen pheS existe un marco de lectura potencial que
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codifica para un péptido de 14 residuos de aminoécido, con cinco residuos de
fenilalanina, tres de las cuales son contiguos (Fayat y cols., 1983). Esta region del mRNA
tiene el potencial para plegarse en varias estructuras secundarias alternativas, una de las
cuales es similar a la adoptada por terminadores de la transcripcién independientes del
factor- rho. Alternativamente, la formacion de otra estructura podria impedir la formacién
del terminador (Landick y Yanofsky, 1987). Estos rasgos son caracteristicos del modelo
de atenuacion de la transcripcion que regula la expresién de algunos operones cuyos
productos estan involucrados en la biosintesis de aminodcidos en E. coli. El modelo,
inicialmente propuesto por Lee y Yanofsky (1977) para el operdn frp de E. coli,
establece que la velocidad de traduccién de un pequefio péptide codificado en la regién
lider del mRNA, que depende de la disponibilidad de tripofanil tRNA™ , determina cul
de las dos posibles estructuras se formaré en el mRNA. En el caso del operén pheST , la
factibilidad de este mecanismo ha sido probada mediante experimentos in vivo (Springer
y C(.)IS., 1983). La expresion del operdn pheST aumenta si la concentracion intracelular de
tRNA™ aminoacilado disminuye, o si las propiedades traduccionales. de este tRNA se
alteran, probablemente debido a que la traduccion del péptido lider se vuelve mas lenta.
Se postula que la traduccién lenta favoreceria la formacién de la estructura
antiterminadora e inhibirfa la terminacién de la transcripcién en el terminador. La
participacién de las estructuras del atenuador presentes en Ia regién lider del mRNA de

pheST se demostraron mediante un andlisis mutacional detallado de la regién lider

(Springer y cols., 1985; Mayaux y cols., 1985).
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6.- Regulacién de la expresién de aminoacil tRNA sintetasas de bacterias Gram ().

Se han clonado y secuenciado los genes de las aminoacil tRNA sintetasas para 11
amino4cidos de distintas especies de Bacillus (ref. en Putzer y cols.,, 1995),
princii)almente de Bacillus subtilis y de B. stearothermophilus, encontrindose que son
estructuralmente similares a las de E. coli y otras bacterias Gram (-). En Ia mayor parte
de ellas las secuencias de aminodcidos son esencialmente conservadas; sin embargo, ain
en aquellos casos en que el grado de similitud de secuencia es bajo, los rasgos de la
estructura terciaria que son fundamentales para la funcién de la enzima son muy similares.
Es asi como muchas sintetasas de Bacillus spp son capaces de complementar mutaciones
en aaRS de E. coli. No hay diferencias significativas de tamafio entre las sintetasas de
ambas especies, e incluso la estructura cuaternaria de las enzimas que aminoacilan el
mismo tRNA es muy conservada. Sin embargo, los genes de las aminoacil tRNA
sint‘etasas de Bacillus presentan algunos aspectos diferentes de los homoélogos de
bacterias Gram (-). Como se mencion6é anteriormente, en E. coli las sintetasas son
codificadas por genes Unicos, con la Gnica excepcién de lisil tRNA sintetasa que es
codificada por dos genes muy similares entre s{ (85 % de similitud). En cambio, en B.
subtilis se han descrito dos ejemplos de 2aRS que son codificadas cada una por dos genes
distintos: treonil tRNA sintetasa es codificada por los genes thrS y thrZ (Putzer y cols.,

1990), y tirosil tRNA sintetasa por los genes #yrS' y #yrZ (Glaser y cols., 1991; Henkin y

cols., 1992). En ambos casos, los dos genes se expresan diferencialmente. t/rS'y #7S se
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expresan normalmente en condiciones de proliferacion vegetativa y generan la actividad
basal de carga de Ios tRNA respectivos. En cambio, thrZ y tyrZ no se expresan en esas
condiciones. Ambos genes pueden complementar una mutacion termosensible en los
genes respectivos en E. coli (Glaser y cols., 1991; Putzer y cols., 1990). En B. subtilis la
induc;:ién de thrZ se logra bajo dos condiciones: en carencia de treonina o en casos de
inactivacion del gen thrS. Por lo tanto, la inactivacién de este gen no es letal para la
célula, ya que puede ser compensada por la expresion de thrZ.

Una diferencia fimdamental entre las aaRS de E. coli y de B. subtilis se relaciona
con la regulacién de la expresidn de estas enzimas. En E. coli, y también en S.
typhimurium, existen diversos mecanismos destinados al control de la expresion,
encontrandose una estrategia diferente para cada sintetasa. En bacterias Gram (+) por el
contrario, la expresidon de la mayor parte de los genmes de sintetasas descritos
aparentemente se regula por un mecanismo de terminacién/antiterminacién de la
tral'lscripcién que es comin para todas ellas. Este mecanismo se extiende a la regulacién
de la expresion de algunos operones biosintéticos de amino4cidos (Grandoni y cols.,

1992).

6.1.- Regiones regulatorias.
Actualmente se conoce la secuencia de 21 genes de aminoacil tRNA sintetasas de

diferentes especies de bacterias Gram (+). Estudios recientes relacionados con la

expresion de genes de aaRS y de genes de protefnas que participan en la biosintesis de
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aminoacidos han permitido conocer la existencia de elementos regulatorios conservados,
localizados en la regi6n lider del mRNA (Grundy y Henkin, 1994; Putzer y cols.,1995).
Estos elementos regulatorios consisten en un terminador de la transcripcién
independiente del factor rho, precedida de una secuencia conservada de aproximadamente
18 nuéleétidos, denominada “caja T”. En la figura 1 se muestra una comparacion de la
secuencia de la regi6n lider de los mRNA se varios genes de sintetasas y de algunos
operones de Ia biosintesis de aminodcidos de bacterias Gram (+).

Otro de los elementos caracteristicos de la region lider de los mRNAs de
sintetasas de bacterias Gram (+) es la estructura secundaria que se ha predicho se
formaria entre el sitio de inicio de la transcripcidn y el terminador. Esta estructura, muy
conservada a pesar del grado de divergencia en la secuencia (Grundy y Henkin, 1993),
est4 formada esencialmente por tres horquillas (I, II, Il en la Fig 2), en una de las cuales
se observa un codon para un aminoacido que corresponde a la sintetasa codificada por el
gen; En el caso de #yrS se ha demostrado que este triplete es fundamental para especificar
el amino4cido apropiado por el cuél se induce Ia regulacién, por lo que se ha Ilamado
“secuencia especificadora” (Grundy y Henkin, 1993).

En pricticamente todas las secuencias de Bacillus hay tres residuos de citosina
localizadas en el terminador que pueden aparearse con tres guanosinas de la caja T. En el
unico caso en que la secuencia de la caja T es diferente, en la secuencia del terminador se

observa el cambio necesario para conservar la complementariedad de bases (Putzer y

cols., 1995).
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Fig. 1.- Secuencias regulatorias conservadas de Ia regién 5° no codificante de genes
de aminoacil tRNA sintetasas y de enzimas de Ia biosintesis de aminodcidos de
bacterias del género Bacillus, Lactobacillus y Lactococcus. Las secuencias que se
muestran estdn localizadas a distancias variables rio arriba del codén de iniciacién. Para
un operon, se muestra el codén de iniciacién del primer gen, sefialado a la derecha de Ia
figura. Las secuencias repetidas invertidas similares a un terminador de Ia transcripcion
estan subrayadas con una flecha. La caja T ( T box), y la secuencias conservadas del
terminador se muestran enmarcadas en un recuadro. Se usa “r ” para indicar Ia presencia
de nucleotidos de purina. Con asteriscos se sefialan los nucle6tidos que se repiten en todas
las secuencias mostradas. Bsu, Bacillus subtilis; Bst, Bacillus stearothermophilus; Bct,
Bacillus caldotenax; LL, Lactococcus lactis, Le, Lactobacillus casei. (Adaptado de
Putzer y cols., 1995)
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Fig. 2.- Modelo estructural para Ia regién lider del mRNA del gen HrS de B.
subtilis. Se muestran Ias estructuras alternativas de terminacién y de antiterminacién
de la transcripcién. Los ntimeros indican la posicidn en relacion al sitio de inicio de
Ia transcripcién. Los nimeros romanos I, II y I indican Ias horquillas principales
de la estructura secundaria. Los nucledtidos del codén de tirosina (secuencia
especificadora) se muestran encuadrados. Los nucleétidos de la caja T y de otros
regiones conservadas se identifican con asteriscos. (Adaptado de Henkin y
cols.,1994),
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6. 2.- Mecanismo de regulacién.

La expresion de las aaRS no ha sido estudiada en forma tan sistemédtica en
Bacillus spp como en E.coli. Los casos més estudiados son los de tirosil tRNA sintetasa
y treonil tRNA sintetasa de B. subtilis. Se sabe que la expresion de ambas sintetasas
aumer.l;a en condiciones de carencia de sus aminoicidos respectivos (Dale y Nester, 1971;
Putzer y cols., 1992). Para estudiar la expresién del gen #rS, una construccion que
contenia la region correspondiente al lider de £yrS fusionado al gen lacZ se introdujo en el
cromosoma de una cepa mutante de B. subfilis, auxotréfica para tirosina. Se midié la

actividad de B-galactosidasa en estas bacterias cultivadas en exceso o carencia de tirosina.

Se observd que Ia expresidn de B-galactosidasa aumentaba en carencia de tirosina, lo que
sugirié que la regulacion ocurria a nivel transcripcional (Putzer y cols., 1992). Se
realizaron experimentos similares para estudiar la regulacién de treonil tRNA sintetasa de
B. subtilis, encontrdndose resultados parecidos (Putzer y cols., 1992).

La transcripcion del gen #yrS comienza en forma constitutiva en un promotor
asociado al factor o* aproximadamente 300 pb rio arriba del sitio del codén de inicio de
la traduccién (Henkin y cols., 1992). La regién lider contiene todos los elementos
estructurales que son conservados entre los genes de sintetasas de bacterias Gram (+), al
igual que el gen #ArS. El lider de thrZ es mucho mas largo (800 bases), y posee tres
copias de los elementos regulatorios encontrados en los genes de sintetasas de bacterias

Gram (+), lo que probablemente contribuye al bajo nivel de transcripcion de este gen

(Putzer y cols., 1992). La funcién que cumplirian los elementos estructurales de la region
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lider del mRNA en el mecanismo de regulacién de la expresion de los genes de aaRS se
analizé sisteméiticamente mediante el estudio de hibridacién de los mRNA a dichos
elementos y por la utilizaciéon de construcciones quiméricas, generadas por la fusién de
un gen reportero (JacZ) a fragmentos mutados del lider del mRNA de genes de aaRS.
Para anahzar el efecto de las mutaciones del lider en la expresidn del gen JacZ, estas
construcciones se introdujeron en el cromosoma de B. subtilis y se midid la actividad de
B-galactosidasa. Mediante este tipo de experimentos se observdé que al eliminar el
terminador de la transcripcion presente en el lider del mRINA de #yrS, el gen reportero se
expresaba en forma constitutiva, con un aumento en la expresion de 7 veces en relacion al
control sin mutar. Por otro lado, la eliminacién de parte de la secuencia de la caja T
provocd una disminucién dréstica de la expresién de Ia -galactosidasa, que ademds no
era inducible (Henkin y cols., 1992). El anélisis estructural de la regién lider de yrS
muestra que la caja T y el terminador, debido a complementariedad de bases, pueden
formar una estructura secundaria alternativa (Putzer y cols. 1992), impidiendo Ia
formacién de la horquilla del terminador. La capacidad de formar estas estructuras
alternativas es el elemento sustancial del modelo de terminacién/antiterminacion de la
transcripcion de genes de aaRS de bacterias Gram (+).

Un factor importante en la regulacion de la expresion de las aaRS de B. subtilis
parece ser la relacién entre la concentracién de tRNA especifico aminoacilado y no

aminoacilado. En el caso de treonil tRNA sintetasa, se demostré que la disminucién de la

concentracién de treonil-tRNA™, generada mediante la disminucién de Ia concentracién
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intracelular de ThrS, induce la expresion de thrS y thrZ de la misma manera que la
carencia de treonina (Putzer y cols., 1992). Por otro lado, se propuso que el tRNA™" no
aminoacilado reconoce un codén especifico en la regién lider de S, y participa
directamente en la induccién de la expresion (Grundy y Henkin, 1993). La presencia de
un co&.c')n para el aminodcido correspondiente de la sintetasa en la region lider del mRNA
en cada uno de los genes de sintetasas de bacterias Gram (+) sugiere que los tRNA
especificos participan como efectores de la regulacién de Ia expresion en todos los casos.
Para estudiar a funcion del codén presente en la regién lider de #yrS y la participacién del
tRNA en la regulacién de la expresion, se utilizaron quimeras entre la regién 5° de #rS al
gen lacZ, en las que el coddn original UAC habia sido cambiado. Estas construcciones se
introdujeron en el cromosoma bacteriano y se midi6 la actividad B-galactosidasa en las
bacterias. El cambio del triplete original UAC a UUC, que codifica para fenilalanina,
result6 en la pérdida de Ia induccién por limitacién de tirosina y generd la capacidad de
ind1'1cir la expresion de lacZ por fenilalanina (Grundy y Henkin, 1993). La conversion del
triplete a codones sin sentido (UAG y UAA), result6 en un fenotipo no inducible, que fué
suprimido por introduccién de la quimera en una cepa de B. subtilis que contenfa un
tRNA supresor (originado por una mutacién en lis-tRNA), capaz de reconocer estos
codones sin sentido. Més atin, en estas condiciones la respuesta regulatoria fué inducida
por lisina (Grundy y Henkin, 1993). Estos resultados indicaron que el tRNA no

aminoacilado, que se acumula en condiciones de limitacion del aminod4cido,

probablemente interacciona con el lider del mRNA de #rS en forma especifica,
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favoreciendo y estabilizando la formacién de Ia estructura del antiterminador. Grundy y
cols. (1994) postularon que otro punto de contacto entre el tRNA y el mRNA, ademds de
la asociacién codén-anticodén, estarfa dado por la complementariedad de bases entre el
extremo aceptor del tRNA y la secuencia UCCN de la caja T, que en Ia estructura de
antite;x.ninacién se encuentra desapareada formando parte de una burbuja. Considerando
que esta posicién es un importante elemento de identidad en muchos tRNAs (incluyendo
el tRNA™ ) este punto de interaccién constituye un segundo sitio del mRNA
determinante de la especificidad en Ia respuesta al tRNA adecuado.

Se ha propuesto que la estabilidad de la estructura de antiterminacion
probablemente no es suficiente para permitir la transcripcion a través del terminador en
condiciones de carencia del amino4cido especifico (Gendron y cols., 1994). Es posible
que se requiera la participacién de algin factor que estabilice o favorezea la estructura de
antiterminaciéon. Considerando el alto grado de conmservacién de los elementos
regllllatorios en la mayoria de los genes de aaRS de B. subtilis, es posible suponer que
este factor deberia ser tnico e involucrado en Ia regulacion de todos estos genes.

En resumen, todos los resultados experimentales recopilados en el estudio de la
expresion de aaRS de B. subtilis apuntan a que el control de la expresién de los genes se
produce por un mecanismo alternativo de terminacién/antiterminaci6n de Ia transcripcién,
dependiente de la disponibilidad del amino4cido especifico de cada sintetasa. En figura 3
se muestra un esquema del modelo propuesto para este mecanismo de regulacién

(Henkin y cols., 1993). Cuando las bacterias proliferan en un medio con concentraciones
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v-T[Tirosina] % Terminacidn
l[Tirosinq] '% Antiterminacidn

Fig. 3.- Representacién esquemitica del modelo de regulacion de Ia expresion del
gen rS de B. subtilis por terminacién y antiterminacién de la transcripcion. La
estructura en cruz representa al tRNA™" , aminoacilado o no aminoacilado con tirosina. El
circulo achurado representa a posibles factores proteicos involucrados en la
antiterminacién. En la parte superior se muestra la estructura de terminacion que adoptaria
el lider del mRNA en exceso de tirosina. En la parte inferior, la estructura de
antiterminacién que se formaria en condiciones de limitacién de tirosina (Adaptado de
Groundy y Henkin, 1993).
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saturantes de un aminodcido, Iz expresion de la aaRS correspondiente se mantiene baja a
causa de la terminacién de la transcripcion en el terminador de la region lider del mRNA
de Ia sintetasa. Por el contrario, en condiciones de carencia del aminoécido, se induce la
expresion de la sintetasa por la formacién de una estructura de antiterminacion, que
consis—tue en el apareamiento de las secuencias conservadas de la caja T y de una parte del
terminador. Esto impediria la formacién del terminador y la RNA polimerasa podria
transcribir el mRNA completo del gen. La estabilizacién de la estructura de
antiterminacion se lograria por la interaccion del tRNA adecuado no aminoacilado, con la
regién lider del mRNA de la sintetasa correspondiente a través de los elementos
determinantes de la especificidad, como el codén y la secuencia de la caja T. No se
descarta la participacién de un potencial factor que estabilice la estructura de

antiterminacion de la transcripcién en condiciones de carencia del amino4cido.

II.--CARACTERIST 1CAS DE Thiobacillus ferrooxidans.

Thiobacillus ferrooxidans es una bacteria quimiolitotéfica, autotréfica y acidéfila,
que junto a otros microorganismos forma parte de la comunidad biolégica que participa
en la biolixiviacién de metales desde los minerales que los contienen. T. ferrooxidans
tiene Iz capacidad de oxidar fierro ferroso y compuestos de azufre reducido. La
importancia econémica y las caracteristicas bioquimicas poco comunes de T,

Jerrooxidans han impulsado extensas investigaciones relacionadas con la fisiologia y con

aspectos genéticos de esta bacteria.
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1.- Fisiologia de T. ferrooxidans .

T. ferrooxidans es una bacteria del género Thiobacilli, de la familia
Thiobacteraceae. Es un bacilo Gram (-), clasificado en la subdivision B de las
Proteobacterias (Woese, 1987). Todas las cepas de 7. ferrooxidans pueden crecer en
condic—iones estrictamente autotr6ficas. Obtienen el carbono necesario para la sintesis de
compuestos celulares mediante la fijacion de CO; atmosférico a través del ciclo de Calvin
(Gale y Beck, 1967). Algunos autores han sefialado que T. ferrooxidans puede crecer en
condiciones heterotrdéficas, sin embargo estos informes se consideran errados, atribuidos
a la posible contaminacién de los cultivos de T. ferrooxidans con una bacteria
heterotréfica del género Acidophilium (Harrison, 1984). Barros y cols. (1984),
informaron del crecimiento de una cepa de 7. ferrooxidans en un medio mixto de fierro y
glucosa. Sin embargo, se ha descrito que en general los compuestos orgdnicos inhiben el
crecimiento de esta bacteria (Tabita y Lundgren, 1971; Alexander y cols., 1987).

T. ferrooxidans es un microorganismo quimiolitotréfico, que obtiene la energia
que requiere para su crecimiento y mantencién a partir de la oxidacién de Fe?* a Fe*' y
de compuestos de azufre reducido a sulfatos, utilizando oxigeno como dltimo aceptor de
electrones. Es un acidéfilo obligado, capaz de crecer entre pH 1,5 y 4,0. Es mesé6filo ya
que prolifera a temperaturas que oscilan entre 30 y 35°C. Como fuente de nitrégeno, 7.
Jerrooxidans es capaz de utilizar sales de amonio mediante una reacci6n catalizada por la
glutamina sintetasa, o de fijar nitr6geno atmosférico a través de la nitrogenasa

(Mackintosh, 1978).
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2. Metabolismo de T. ferrooxidans.

Las vias metabolicas en T. ferrooxidans parecen ser las tipicas presentes en
microorganismos quimiolitotréficos. La bacteria posee un cicle de Calvin (Gale y Beck,
1967); posiblemente una via de oxidacién de las hexosas monofosfato, enzimas
glicoliticas y un ciclo del 4cido citrico incompleto (Anderson y Lundgren, 1969). Esta es
una caracteristica de microorganismos quimiolitotréficos y se piensa que se debe a que el
ciclo est4 dirigido a proveer de metabolitos intermediarios carbonados para la sintesis de
aminodcidos, mis que funcionar como una via catabdlica (Smith y cols., 1967). Una
caracteristica de microorganismos quimiolitoautotréficos, entre ellos algunas cepas de T.
Jerrooxidans, es la carencia de NADH, oxidasa, que se considera la causa principal de Ia

autotrofia obligada de estas bacterias (Smith y cols., 1967).
IIL.- OBJETIVO GENERAL DE 1L.A TESIS.

El laboratorio en que se realiz esta tesis, desde hace algin tiempo ha estado
interesado en el estudio de los mecanismos que regulan la expresion génica en T.
ferrooxidans. Esta bacteria crece lentamente, y una posible explicacion a esto es el bajo
rendimiento energético que se obtiene de la oxidacién de los compuestos inorganicos de
que se nutre 7. ferrooxidans. En bacterias, la capacidad de las células-de proliferar a altas

velocidades depende, en parte, de la capacidad de las células de responder al

5
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enriquecimiento nutricional del medio mediante el aumento de la sintesis de proteinas, es
decir de la capacidad de incrementar la sintesis de ribosomas y de los precursores
necesarios para la sintesis de proteinas. Considerando estos antecedentes, este laboratorio
se interes6 hace un tiempo en el estudio de la expresion de genes que codifican para
componentes de Ia maquinaria traduccional en 7. ferrooxidans, como los genes de rRNA,
tRNAs y aminoacil tRNA sintetasas. El conocimiento de aspectos que regulan Ia
expresion de los genes de estas macromoléculas podria contribuir a la comprensién de los
factores que limitan el crecimiento de esta bacteria,

Los genes de tTRNA de T. ferrooxidans se aislaron a partir de una genoteca del
DNA cromosomal de Ia bacteria (*, Salazar y cols., 1989). Se encuentran organizados en
dos operones, rrnT1 y rrnT2, cada uno con la estructura caracteristica de los operones de
rRNA bacterianos (5°~-168-238-558-3%). Rio arriba del operén rrn72 se identificé la
presencia de elementos caracteristicos de la region promotora de genes de rRNA, como
secuencias similares a los elementos de consenso para promotores asociados al factor o™
, una secuencia lamada “discriminadora”, que en E. coli participa en la respuesta a la
carencia generalizada de aminodcidos, y elementos de antiterminacion de la transcripcion,
que cumplirian la funcién de impedir la terminacion prematura de la transcripcion
enregiones internas del operdn ribosomal (Takamiya y cols., 1990).

Rio arriba del operén de rfRNA rrn72 se identificé un gen que codificaba para una

tirosil tRNA sintetasa de T. ferrooxidans. En la secuencia predicha de Ia proteina, de 407

* Parte de los resultados del estudio de los genes de rRNA de T. ferrooxidans conformaron Ia Tesis de
Bicgimico de la srta. Salazar, presentada a la Universidad de Concepcién.
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amino4cidos, se observé la presencia de las secuencias HIGH y KMSKS, que son
elementos muy conservados, presentes en todas las aaRS de clase I (Fig 4). Rio arriba
del supuesto coddén de inicio de la traduccién se encontrc'; una secuencia similar a la
secuencia de Shine Dalgarno.

- Al comparar la secuencia predicha de la tirosil tRNA sintetasa de T. ferrooxidans
con la de otras tirosil tRNA sintetasas de origen bacteriano, se encontr6é que presentaba
un 24 % de identidad con la TyrRS de E. coli, B. stearothermophilus, y B. subtilis. Un
alineamiento multiple de la secuencia de las cinco TyrRS descritas de bacterias (Fig. 5)
mostré una identidad total de s6lo 16 %, que aumenta a 20 % cuando se considera a los
aminodcidos funcionalmente conservados (similitud). Por otro lado, se observd que la
tirosil tRNA sintetasa de T. ferrooxidans es un 44 % idéntica y un 77 % similar a Ia
secuencia predicha a partir del gen #7Z, que codifica para una segunda tirosil tRNA
sintetasa en B. subtilis. Por esta razdn se denominé TyrRZ a la tirosil tRNA sintetasa de
T f;arraoxidans y tyrZ al gen que la codifica.

La forma S de las tirosil tRNA sintetasa y también de treonil tRNA sintetasa son
muy similares en secuencia a los enzimas homélogas de E. coli y se encuentran en

bacterias Gram (-) y Gram (+). Sin embargo, la forma Z de estas enzimas se ha descrito

s6lo en B. subtilis, una bacteria Gram (+). La tirosil tRNA sintetasa codificada por el gen
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¢ Y T VA RMTULEURTUDUDU FWNE KU RY S A NQ P IATIH
640 CGTGTTATACCGTGGCGGCGATGCTGGAGCGCGATGACTTCAACAAGCGTTACAGTGCGAATCAGCCCATCGCCATTCA

E F L ¥ P L L Q G Y D S vA I KA DV ETULGSGT D Q
CGAGTTTCTCTATCCTTTGCTACAAGGTTATGACTCGGTCGCTATCAAAGCGGACGTGGAGCTGGGCGGCACGGACCAG

R F N L LV GREILIOQRIETYSGOQIE K P QL VLTMMZPTI
800 CGCTTCAACCTGCTGGTGGGTCGGGAATTACAACGAGAGTACGGCCAGAAACCGCAGTTGGTGCTCACCATGCCCATTC

L EGLDG GV QKMSHKSSLGNTFTIAVYVETDTPTPA ATEM
TCGAGGGTCTGGACGGTGTGCAAARGATGTCCARATCCCTGGECAATTTCAT CGCAGTAGARGACCCGCCCGCAGAGAT

F G K I M 8§ I $ b F L MW RY YA ATLSU RV P AV E Q
960 GTTCGGCAAGATCATGTCTATCTCGGACTTCCTGATGTGGCGTTACTACGCGCTACTTTCCCGTGTACCTGCGGTAGAG

Q T R L Q K EAA S GAURNUPRIDTIIZKILUDILA ATGEL
CAGACGCGCCTGCAGAAAGAGGCGGCCAGTGGGGCGCGCAATCCGCGTGATATCAAGCTGGATCTGGCTGGTGAGTTGG

V R R F HGTA AW AU QEA AHRTI AT FULA ART FOQIRUHET P
1120 TGCGTCGTTTTCACGGCACCGCGGCGGCTCAGGAAGCGCATATCGCCTTCCTTGCACGGTTTCAGCGCCACGARACTCC

E DL P L QA I KL S EA PPRUL S QL L V Q V HUL A
TGAAGATCTGCCGCTGCAAGCCATAAAGCTGTCCGAGGCCCCTCGACTCAGTCAGCTATTGGTACAGGTACACCTTGCT

A S T S EAMUPRI KM EKEGA AUV RV DWURURV V D P A
1280 GCCAGTACCAGCGAGGCGATGCGTAAGATGAAGGAGGGCGCTGTGCGGGTCGACTGGCGAAGGGTTGTCGACCCTGCGA

T I L AL DAV Y LL QVF G KU RHFA ARV ATLUGQI KG E
CAATTCTGGCTCTGGATGCGGTATATCTGCTGCAATTTGGTARACGGCACTTCGCCCGCGTCGCTCTGCAGAAAGGCGA

*

1440 ATGATGACGCTCTAATTGCTGGTTCCATATGGGATGGTGCCACATAACCATGGTGCGAGGGCAGGGAAGTCGARATTGG
-35 -10
CTGTTGACACCCTTCGGGACCTCCGTATAATGCGCCCTCACGACGCGGCGCTGAGCCGCAGGACTCCGGTCCGARTTGT
1600 TCTTTTCCAGCCGAGTGGAGATGTGTGGGGTTTAGGCCCAGGGGGATTATGAAGCGCGTAGGCGTGGATGATCGCCCTG
AGCAATATAGTTTGAATGGATTGAACTTAAGAGTTTGATCCT. ......

[ 168 e >

Fig. 4- Secuencia del gen &yrZ de T. ferrooxidans y secuencia predicha de la proteina.
La secuencia aminoacidica deducida de la tirosil tRNA sintetasa estd presentada por el
sistema de una letra y las secuencias caracteristicas de tirosil tRNA sintetasas estan en rojo
subrayadas. -10 y -35 representan a las secuencias del promotor ribosomal. La posible
secuencia de unién al ribosoma (Shine Dalgarno) estd subrayada y marcada como SD. La

secuencia nucleotidica del gen de rRNA 16S se muestra remarcada en letras negras.
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Tferr Mo —~TMKHQDAFE---—QT AF~——GIVDMLPEGEMLARLAARORDNRPLR 40
BsuZ MRTFEQLTASQOKEVERQLOLYMTGAHEVI PPEELKAKLVKSISTGTPLK 50
BsuS 1) T — NLLEDLSF-RGLIQOMTDEEGLNKQLNER e K 31
Bstear S e —— DLLAELOW-RGLVNQTTDEDGLRKLLNEE——————— R 30
Ecoli ASS————————— NLIKQLOE-RGLVAQVTDEEALAERTAQG—————~= P 32
*

Tferr HLGHYVLEHKARQFODLGHRLLFVIGDFTAMIGDPT 88
BsuZ SHTVVLNKLROFOENGHIVOLLIGDFTGKIGDPT 98
Bsu$S IGHLLPILTLRRFOLAGHHPIALVGGATGLIGDPS 81
Bstear GHLATILTMRRFQOAGHRPTATLVGGATGLIGDPS 80
Ecoli HLVPLLCLKRFQQAGHKPVALVGGATCLIGDPS 82

. % *_**_* __'k.*'k . __** %* % __*- *_ ****_
Tferr GKSVTRKALSREEVVANAATYRPOVEK LD~ ———— PERTEVMFNSEWLG 132
BsuZ GKSAARKQLTDEEVQHNAKTY FEQFGKVLD-————— PEKVELHYNSKWLK 142
BsuS GKKAERTLNTADIVSEWSQKIKNQLSRFLDFEAAENPAVIANNFD--WIG 129
Bstear GKKSERTLNAKETVEAWSARI KEQLGRFLDFEADGNPAKTKNNYD--WIG 128
Ecoli FKAAERKLNTEETVQEWVDKIRKQVAPFLDFDCGENSATABRNNYD--WFG 130

* * * * ** *
Tferr ALRPFELI-QIAACYTVARMLERDDFNKRYSANQP-IATHEFLYPLIQGY 180
BsuZ TINLEDVI-ELAGKI TVARLMERDDFEERIAMOKP-ISLHEFFYPIMQGY 190
BsuS KMNVIDELRDVGKNEFGINYMELAKDTVSSRI-——-ESGISYTEFSYMIIQSY 176
Bstear PLDVITFLRDVGKHFSVNYMMAKESVQSRI-~-ETGISFTEFSYMMLOAY 175
Ecoli NMNVLTFLRDIGKHFSVNQMINKEAVKQRLNREDQGISFTEFSYNLLOGY 180

* * *Kx ok * *

Tferr DSVAIKAD----VELGGTDQRFNLLVGRELOREYGQK--PQLVLTMPILE 224
BsuZ DSVVLESD-—-—-IELGGTDQHFNVIMGRHFOFRYNKE-~KQVVILMPLLE 234
Bsus DFLNLYRDKNCKLQIGGSDOWGNITAGLELIRKSEEEGAKAFGLTIPLVT 226
Bstear DFLRLYETEGCRLOIGGSDOWGNITAGLELIRKTKGE-ARAFGLTIPLVT 224
Ecoli DFACLNKQYGVVLOIGGSDOWGNITSGIDLTRRLHON--QVFGLTVELIT 228

* *k kk * * *
Tferr KMSKYLGNFIAVEDP—-~PAEMFGKIMSISDFLMWRYYALLSRV 271
BsuZ KMSKSKHNY IGINEH---PNDMYGKTMSLPDSLMKKYIHLATDL 281
BsuS GKTEGGAIWLDKEKTSPYEFYQFWINTDDRDVVKYLKYFTFL 275
Bstear KEGKIESGTIWLDKEKTSPYEFYQFWINTDDRDVIRYLKYFTFL. 273
Ecoli GKPEGGAVWLDPKKTSPYKFYOFWINTADADVYRFLKFFTFM 277

%k * * * *
Tferr PAVEQTRLOKEAASGARNPRDIKLDLAGELVRRFHGTARAQEAHTAFTAR 321
BsuZ ELEEKKQLVKDLETGAVHPRDAKMLLARTIVRMYHGEKAAEAAEHSFKTV 331
BsuS SKEEIEAYAEK-TEAPEK-REAQKRLAEEVTSLVHGREALEQATNISQAL, 323
Bstear SKEEIFALEORLREAPEK-RAROKTLAREVTKLVHGEEALROATRISEAL 322
Ecoli SIEEINALEEEDKNSGKA-PRAQYVLAEQVTRLVHGEEGLOQAAKRITECL 326
* * % * %k %

Tferr FQm———mmmmm RHETPEDLPLOAIKLSEAPRLSQLILVQVHLAASTSEA 360
BsuZ FQe—m———————— ENSLPEDIPAVNWKGEKTIAMIDLLVKLKLLSSKSEA 370
BsuS FSGNIKELSAQDVKVGFKD-VPSMEVDSTOELSLVDVIVQSKLSPSKROA 372
Bstear FSGDIANLTAARIEQGFKD-VPSF-VHEGGDVPLVELLVSAGISPSKROAR 370
Ecoli FSGSLSALSEADFEQLAQDGVPMVEMEKGAD-~-IMOALVDSELOPSRGQA 374

* * *%* * *
Tferr MREMKEGAVRVDWRRVVDPATILALDAVY————— LLQFGKRHFARVALOK 405
BsuZ REBMIQONGGVRIDGEKVTDVHAKAEIRENM=——~~ IIQVGKRKFLKL-———— 411
BsuS REDIONGAVYINGEROTEINYTLSGEDRIENQFTVLRRGKKKYF——-IVT 419
Bstear REDIONGATYVNGERLODVGAILTAEHRLEGRFTVIRRGKKKYY---LIR 417
Ecoli RKTIASNAITINGEKQSDPEYFFKEEDRLFGRFTLLRRGKKNYC—--LIC 421

*k
. . sess sa - . . e

Fig. 5.- Alineamiento miiltiple de Ias secuencias de aminodcidos de tirosil tRNA
sintetasas bacterianas. El alineamiento se realizé utilizando el programa computacional
Clustal de PCGENE y fué mejorado manualmente. Los asteriscos representan
aminoécidos idénticos en las cinco secuencias y los puntos representan ammodcidos
funcionalmente conservados. Las regiones se muestran encuadradas corresponden a
las secuencias caracteristicas de aminoacll tRNA sintetasas de Clase 1. T. ferr,
Thiobacillus ferrooxidans; BsuZ y BsuS, TyiRZ y TyiRS de B. subtilis; Bstear, B.
stearothermophilus.
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tyrZ de T. ferrooxidans es, hasta ahora, el primer ejemplo de una 2aRS de forma Z
presente en una bacteria Gram (-).

En B. subtilis los dos genes que codifican para tirosil tRNA sintetasas, &yrS'y frZ,
presentan en la regiéon lider del mRNA elementos de estructura secundaria que indican
que Slll- expresion dependiente de la disponibilidad de tirosina, se regula por un mecanismo
de terminacién/antiterminacién de la transcripcién (Putzer y cols., 1995). Es posible que
la similitud exhibida a nivel de la estructura primaria entre la tirosil tRNA sintetasa de 7.
Jerrooxidans y la TyrRZ de B. subtilis, se extienda al mecanismo de regulacién de la
expresion del gen. Por lo tanto, considerando Ia similitud entre los productos de los genes
tyrZ de T. ferrooxidans 'y de B. subtilis, en este proyecto se planteé estudiar la expresién
dependiente del nivel de tirosina del gen tyrZ de T. ferrooxidans. La hip6tesis de trabajo
es: Ia expresién de la tirosil tRNA sintetasa de T. ferrooxidans se regula mediante
un mecanismo de terminacién o antiterminacién de la transeripcién, similar al de
bat;terias Gram (+).

Para abordar el estudio de la expresién de yrZ de T. ferrooxidans, en primer
lugar se procedi6 a confirmar la identidad del gen a través del analisis de la actividad
enzimatica del producto génico. En segundo lugar se estudi6 la funcionalidad de #y7Z con
el objetivo de conocer su expresion. Se analizd el efecto de una condicion de carencia
artificial de tirosina en la actividad de la tirosil tRNA sintetasa de T. ferrooxidans.

Finalmente se analiz6 Ia region del DNA correspondiente al lider del mRNA de #yrZ para

determinar la presencia de elementos de la estructura secundaria de] RNA que pudieran
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constituir indicios para la dilucidacién del mecanismo de regulacién de la expresién de

rZ.




MATERIALES Y METODOS

L-MATERIALES

1.- Bacterias y fagos.

La cepa Torma de T. ferrooxidans se mantuvo por cultivos sucesivos en medio
Mackintosh o en medio tetrationato a 30°C con agitacion constante. Se conirolaba el
crecimiento por conteo directo de las bacterias en un microscopio, utilizando una cémara
Petroff-Hausser. Las bacterias se colectaban en la fase temprana de crecimiento exponencial,
mediante centrifugacion a 12.000 x g durante 15 min.

Las distintas cepas de E. coli se cultivaban en medio Luria Broth (LB) o LB
suplementado con ampicilina 50 mg/ml, a 37°C con agitacién. La cepa HB2109 (mutante
termosensible) (Bedouelle y Winter, 1986) se cultivaba a 30°C o 34°C en LB. Se controlaba
el crecimiento bacteriano midiendo turbidez en un espectrofotémetro Shimatzu a 600 nm de
longitud de onda. Las bacterias se colectaban por centrifugaciéon a 3000 x g durante 5 min.

E. coli IM105 [ D(lacpro), thi, st A, end A, sbc B15, hsd R4, F' tra D36, pro AB,
lacT?, ZDM15], se usd como receptora en los experimentos de infeccién con fagos derivados
de Mi3.

El clon recombinante del bacteriéfago M13, que contenia la hebra de DNA no

codificante de] fragmento BamHI-BamHI de 1,4 - 1,5 kb del plasmidio pTR-1 fué construido
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con anterioridad por el sr. Boris Sagredo en este laboratorio. Se utilizaba como DNA molde
en una reaccién de secuenciacién que se empleaba como marcador de tamafio en los

experimentos de extension del partidor.

2.- Réacﬁvos.

Los siguientes reactivos se obtenian de Sigma Co (USA): las enzimas RNasa A,
proteinasa K y Lisozima; tirosina, hidroxamato de tirosina, tRNA total de E. coli,
tetrationato de potasio, extracto de levadura, triptona, Tris, MOPS, EDTA, Agarosa tipo II,
2-mercaptoetanol, TEMED, persulfato de amonio, SDS, PPO, POPOP, glicerol, DEPC.
Acrilamida y bis-acrilamida se obtenfan de United States Biochemicals Co (USA). Urea se
obtenia de Gibco BRL.

Todas las enzimas de restriccion utilizadas en esta tesis procedian de Gibco BRL, con
excepcion de Bsfil, que se obtenia de New England Biolabs, al igual que T4 DNA ligasa.
Las‘ enzimas DNasa I, DNasa I Grado Amplificacion, fosfatasa alcalina de intestino de ternera
(CIP), T4 polinucledtido quinasa, RNA polimerasa del fago T7, Fragmento Klenow de la
DNA polimerasa de E. coli, transcriptasa inversa AMV, transcriptasa inversa MLV,
transcriptasa inversa SuperScript™, Taq DNA polimerasa, Nucleasa S1 y los nucleétidos

dATP, dTTP, dCTP, dGTP, ATP, UTP, CTP, GTP, se obtenian de Gibco BRL. Inc. El

DNA de espermio de salmoén desnaturado se obtenia de Promega.
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Los reactivos radiactivos [a-""P]dATP, [a-"*P]ATP, [a-"S]dAT P, se obtenian de
DuPont NEN (USA). [6-*?P]ATP, se obtenia de ICN Pharmaceutical Inc. “C-tirosina o *H-
tirosina, de New England Biolabs.

De Gibco BRL se obtenia los marcadores de tamafio molecular de DNA y RNA, Se
utilizal-)a una mezcla de fragmentos obtenidos de la digestién del DNA del bacteri6fago A
con la enzima de restriccién Hind[{l, que generaba fragmentos de 23.130, 9.419, 6.557,
4.370, 2.320, 2.028, 564 y 125 pb, Para rangos de tamafio menores se utilizaba el DNA de la
forma replicativa del bacteriéfago $X174 digerido con Ia enzima de restriccién Haelll, que
generaba fragmentos de 1.353, 1.078, 872, 603, 310, 281, 271, 234, 194, y 72 pb. Como
marcador de tamafio para RNA se utilizaba una mezcla de fragmentos de RNA de 9.490,
7.460, 4.400, 2.370, 1.350 y 240 bases.

Todos los oligonucleétidos utilizados en esta tesis se obtuvieron del Centro de
Anéllsls y Sintesis de Biomoléculas (Chile).

Las reacciones de secuenciacién se realizaban utilizando la enzima Sequenase™ y los
reactivos provistos por United States Biochemicals Co. (USA).

Todas las sales, acidos, bases y compuestos orgénicos fueron de grado analitico y

procedian de Sigma Co. o de Merck.

3.- Medios de cuitivo.

Medio Mackintosh :
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Contenia FeSO,4 33,3 g/l; KHHPO, 0,04 g/l; MgSO, 0,4 g/l; (NH,),SO, 0,4 g/l. Se

llevaba a pH 1,6 con H,SO;4 concentrado.

Medio tetrationato:

Contenia Na;S406 3,0 g/l; KH,POy 3,0 g/; (NH4)2S04 3,0 g/; MgS0, 0,5 g/l; CaCl,

0,5 g/l Se llevaba a pH 3,5 con H,SO; concentrdo.

Medio Luria Broth (LB)

Contenia triptona 1 g/l, NaCl 0,5 g/l y extraxto de levadura 0,5 g/l Se esterilizaba en
autoclave por 20 min a 15 atm. Cuando era necesario se agregaba ampicilina en una
concentracion de 50 mg/ml (LBA). El medio LB solido tenia la misma composicién excepto

que se agregaba agar en una concentracion de 1,5 % (p/v).

II.-METODOS
1.- Metodos generales.
1.1.- Digestién de DNA con enzimas de restriccion.

El DNA en una concentracion de 0,1 pg/pl se digeria con enzimas de restriccién
utilizando 1 unidad de enzima por pug de DNA, en las condiciones de tiempo, temperatura y
fuerza i6nica recomendadas por los proveedores. Las reacciones enziméticas se detenian por

calentamiento a 65-70°C por 10 min o por extraccién con fenol:cloroformo 1:1.
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1.2.- Extraccion de proteinas con fenol/cloroformo.

Las extracciones con fenol/cloroformo se realizaban con el propésito de eliminar
protefnas de las preparaciones de DNA o RNA. Se agregaba a la muestra un volumen de
fenol previamente saturado con una solucién de tampoén Tris-HCl 50 mM pH 8. Las fases se
mezclaban por vortex durante 1 a 2 min. Después de centrifugar por Smina 12.000x g la
fase acuosa se transferia a un tubo limpio y repetia el procedimiento con un volumen de una
mezcla de fenol y cloroformo 1:1 y con cloroformo. Finalmente los 4cidos nucleicos se

precipitaban con etanol como se describe a continuacion.

1.3.- Precipitacion de 4cidos nucleicos con etanol

Las precipitaciones con etanol se realizaban con el propdsito de concentrar los acidos
nucleicos. A las muestras de DNA o RNA se agregaba un décimo de su volumen de una
solucién de acetato de sodio 2 M (pH 5,2) y dos voliimenes de etanol absoluto ftfo. Las
mut.:stras se incubaron a -20°C por 2 a 12 horas. Después de centrifugar por 10 min a 12.000

x g a 4°C, el sedimento se lavaba con etanol 70 % en frio para eliminar sales, se secaba al

vacfo y se resuspendia en tampén TE o en agua.

1.4.- Cuantificacién de DNA y RNA.

El valor mAximo de absorbancia de soluciones acuosas de DNA. y RNA se obtiene

entre Jongitudes de onda de 258 y 260 nm. Considerando que una solucién de DNA de 50
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pg/ml y de RNA de 40 pg/ml tienen una absorbancia de 1. 0 a 260 nm, se utilizd esta

relacién para calcular las concentraciones de DNA y RNA respectivamente.

1.5.- Cuantificacién de proteinas.

| Se determinaba la concentracion de proteinas en extractos totales de T. ferrooxidans,
mediante ]a metddica de Bradford (1976), con algunas modificaciones. A 100 pl de wna
solucién que contenia 1 - 10 pg de proteina se agregaba 1 ml de reactivo de Bradford (Azul
de Coomasie Brilliant G 0,1 g/], etanol 5 % v/v, 4cido fosforico 8,5 % v/v). La absorbancia se
media a una longitud de onda de 595 nm. La curva de calibracién se realizaba con

seroalblimina de bovino como patrén.

1.6.- Determinacion de radiactividad incorporada en acidos nucleicos.

Alicuotas de 10 a 100 pg de las muestras de &cidos nucleicos (DNA o RNA)
Mos con [?P]PO; se precipitaban con 3 ml de una solucién de TCA al 10 %, mediante
incubacién en hielo por 15 min. El precipitado se colectaba por filtracién en filtros de fibra de
vidrio GF/A (Whatman) y se lavaba con 50 a 100 ml de TCA 10 % frio. Los filtros se
secaban y se suspendian en 5 mi de una solucién de centelleo que contenfa 3,92 g/1de PPO y
0,08 g/1 de POPOP disueltos en tolueno. Se media la radiactividad precipitada en un

comtador de centelleo Delta 300.




1.7- Electroforesis en geles de agarosa.

Las electroforesis de DNA se realizaban en geles horizontales, usando
concentraciones de agarosa que dependian del tamafio de Jos fragmentos a sepatar, en
tampon TBE que contenia Bromuro de etidio 0,5 mg/ml. En el gel se cargaban muestras a las
que se agregaba un sexto de su volumen de una sofucién que contenia Azl de Bromofenol
0,25 % pfv, Xilen-cyanol 0,25 % p/v, glicerol 30 % v/v. Las electroforesis se realizaban a 60
volt (voltaje constante) por tiempos variables. La visualizacién del DNA se lograba por la
emisién de fluorescencia por el bromuro de etidio intercalado, al irradiar el gel con luz U.V.

Los geles se fotografiaban usando peliculas Polaroid del tipo 667.

1.8.- Electroforesis en geles de poliacrilamida.

A partir de una solucién de acrilamida:bisacrilamida 19:1, s¢ preparaban geles de
poliacrilamida al 6 %, urea 8 M en tampén TBE. Las electroforesis se realizaban en tampén
TBﬁ, a 1.800 volt durante 6 a 7 horas. Una vez completada Ia electroforesis, el gel se pegaba
sobre un papel filtro (Whatman 3 MM) y se secaba a 80°C con vacfo. El gel seco se exponia
sobre una pelicula autorradiogrifica Kodak XA-5 por un tiempo que variaba entre 16 y 48
horas. Después de un proceso de revelado, se analizaba la imagen autorradiografica del gel

para obtener la secuencia.
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1.9.- Secuenciacién en M13.
1.9.1.- Infeccién de E. coli por bacteriéfagos M13 recombinantes

Se disponia de un clon recombinante de M13 que contenfa el fragmento
BamHI/BamHI de 1500 pb del plasmidio pTR-1 (Salazar y cols. , 1989). 20 pl de un cultivo
de E. c'oli JM105 cultivadas a 37°C hasta una D.O. a 600 nm de 0,5-0,6 se diluian en 3,0 ml
de medio LB y se agregaba los fagos M13 recombinante. La infeccidn de las bacterias por los

fagos se realizaba incubando este cultivo a 37°C por 5 horas con agitacion.

1.9.2.- Preparacién del DNA de hebra simple del bacteriéfago M13.

Los cultivos de bacterias E. coli IM105 infectadas con fagos de M13 recombinante se
centrifugaban a 12.000 x g por 3 min a 4°C. Se tomaba 1,3 ml del sobrenadante y se
mezclaban con 250 pl de una solucién de PEG al 20 % y NaCl 2,5 M. Esta mezcla se
incubaba 15 min a temperatura ambiente y se centrifugaba a 12.000 x g durante 10 min, Una
vez-eliminado el sobrenadante, el sedimento se resuspendia en 100 pl de tampon TE (pH 8,0)
y se extraia las protefnas con una mezcla de fenol y cloroformo. El DNA de hebra simple

presente en la fase acuosa se recuperaba por precipitacion etandlica y posterior resuspension

o~

(.

del sedimento en tampén TE.

1.9.3.- Reaccién de marcacién del DNA.
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La reaccion de marcacion se realizaba segiin las protocolo recomendado por los
proveedores de la United States Biochemical (USB), descrito en "Step by Step Protocols For

DNA Sequencing With Sequenase”. Se usé como nucleétido radiactivo [o->S]-tio dATP.

2.- I’r(;.paracién de DNA.
2.1.- Preparacién de DNA plasmidial en pequefia escala.

Se utilizaba el sistema de purificacién "Magic™ Minipreps Purification Systems"
(Promega), basado en la metddica de Lisis Alcalina (Sambrook y cols.,, 1989). 1,5 mil de
LB/ampicilina 50 pg/ml se inoculaban con una colonia de £ . coli proveniente de una placa de
LB/amp sélido. Se incubaba el cultivo durante Ia noche a 37°C con agitacién y se colectaba
por centrifugacién a 12.000 x g por 1 min. El sedimento bacteriano se resuspendia en 200 pl
de una solucién Tris-HCI 50 mM (pH 8,0), EDTA 10 mM. Se adicionaba 200 pl de una
solucién NaOH 0,2 N, SDS, 1 % y 200 pl de una solucién fria de acetato de potasio 3 M (pH
5,5)‘. La mezcla se centrifugaba a 12.000 x g por 10 min. Los dcidos nucleicos del
sobrenadante se purificaban por cromatografia en mini-columnas de intercambio anidnico, o
mediante extraccién de las proteinas con fenol/cloroformo y posterior precipitacién con

etanol.

2.2.- Preparacién de DNA plasmidial en gran escala.
Se utilizaba el sistema de purificacién "Qiagen Plasmid Purification" (Qiagen), basado

en la met6dica de Lisis Alcalina (Sambrook y cols., 1989). Entre 200 y 500 ml de cuitivo de
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E. coli en medio LB/ amp se centrifugaban a 3.000 x g durante 5 min. 2 4°C. Las bacterias se
lavaban en tampén TE (Tris-HCI 10 mM pH 8,0, EDTA 1 mM) y se resuspendian en 10 mi
de una solucién de Tris-HCl 50 mM (pH 8,0), RNasa A 100 pg/ml, EDTA 10 mM. Se
agregaba 10 ml de una solucién de NaOH 0,2 M, SDS 1 % y se incubaba por 5 min. a
tempel.';.-\tura ambierte. Se agregaba 10 ml de una sohicion fiia de acetato de potasio 3 M (pH
5,5) ¥y se incubaba por 20 min en hiclo. Se centrifigaba a 12.000 x g por 30 min y se
purificaba el DNA plasmidial presente en el sobrenadante por cromatografia de intercambio

ani6nico, segin el procedimiento descrito por los proveedores de Qiagen.

2.3.- Preparacion de DNA cromosomal de T. ferrooxidans.

Las bacterias se cultivaban en 200 ml de medio Mackintosh hasta alcanzar una
densidad de 10° cel/ml. Las células se colectaban por centrifugacién a 12.000 x g por 15 min
a 4°C y se lavaban en H2SO4 10 mM y en TE hasta alcanzar pH 8,0. Se Procedia a la
prel.)aracién del DNA cromosomal segin el método de Marmur (1961). Las bacterias se
resuspendian en 1,5 mi de solucién A [Tris-HCI 25 mM (pH 8,0), glucosa 50 mM, EDTA 10
mM]. Se agregaba 0,5 ml de una solucién de lisozima 2 mg/ml en solucién A y se incubaba
por 60 min en hielo. La mezcla se llevaba a una concentracion de 0,05 % SDS y proteinasa K
50 pg/ml y se incubaba durante 15 min a 37°C. Se extrafan las protefnas por tratamiento con
una mezcla de fenol-cloroformo 1:1 y con cloroformo. Los 4cidos nucleicos se precipitaban

con etanol en presencia de acetato de sodio 0,3 M durante la noche a -20°C. El sedimento de

la centrifugacién a 12.000 x g por 10 min se Javaba en etanol 70 %, se secaba y se
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resuspendia en 1 mi de tampén Tris-HCl 10 mM (pH 8,0), EDTA 1 mM. Se incubaba
durante 2 horas a 37°C con 30 pg de RNasa A, se extraia con fenol-cloroformo y se
precipitaba con etanol durante la noche. La mezcla alcohdlica se centrifugaba durante 10 min
a 12.000 x g y el DNA gendmico finalimente se resuspendia en tampén TE en una

concentracion de 1 pg/pl

3.- Preparacion de RNA.
3.1.- Preparacion de RNA total de T. ferrooxidans.

EIRNA total de T. ferrooxidans se preparaba de acuerdo al procedimiento descrito por
Hagen y Young (1978). Todas las soluciones y el material de vidrio se trataban previamente
con 0,1 % dietilpirocarbonato (DEPC) y se esterilizaban por autoclave. Las bacterias se
cultivaban en medio Mackintosh y se colectaban por centrifigacién cuando el cultivo habia
alcanzado una densidad aproximada de 10° cel/ml Se lavaban en H,SO,; 10 mM y en TE,
mﬁﬂeniéndose siempre en hielo. Se resuspendian en 5 ml de TE que contenia Tris-HCI 50
mM (pH 6,8), EDTA 2 mM, SDS 1 %, y se lisaban por calentamiento a 97°C en bafio maria.
La mezcla se llevaba NaAc 0,3 M (pH 5,2) y se extraia con fenol saturado en H,Q
(previamente tratada con DEPC). La extraccién se realizaba agitando suavemente durante 10
min. A la mezcla se adicionaba cloroformo y se repetia el procedimiento de extraccién. Se
centrifugaba por 10 min a 12.000 rpm x g a 4°C y la fase acuosa se reextraia con
fenol/cloroformo por 10 min. Se precipitaba los 4cidos nucleicos con etanol incubando por al

menos dos horas a -20°C en presencia de NaAc 0,3 M (pH 5,2). La mezcla etandlica se
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centrifugaba y el sedimento se resuspendia en 1 ml de una solucién Tris-HCl 10 mM (pH
8.0), MgCl, 1 mM, DNasa libre de RNasa 10 pg/ml y se incubaba por 10 min a 37°C. Se
agregaba NaAc a una concentracién de 0,3 M final y se extraia con fenol-cloroformo por 5
min. La fase acuosa se obtenia por centrifugacion a 12.000 x g por 10 min. Se afiadia etanol
absolu"éoyaoetaiodesodioprecipitarelRNA. Es sedimento se secaba a temperatura
ambiente por 10 min y se resuspendia en H,O tratada con DEPC en una concentracion de 1
mg/ml. Para almacenar el RNA por periodos prolongados (hasta por un mes), el RNA se

precipitaba con etanol y se mantenia a -80°C.

3.2.- Preparacion de RNA ribosomal de T. ferrooxidans.

1, 9 g de células se homogenizaba con 2,5 veces su peso en aliimina, mezclando
vigorosamente en un mortero durante una hora, en hielo. La pasta formada se resuspendia en
10 ml de tampén Tris-HCl 10 mM (pH 7,6), NHLCl 60 mM, Mg(Ac), 10 mM y se
cenmﬁlgaba dos veces durante 30 min a 27.000 x g para remover la altmina y Jos restos
celulares. Al sobrenadante se agregaba DNAsa I libre de RNasa a una concentracion final de
20 pg/ml, se incubaba a 37°C por 10 min y se ultracentrifigaba por dos horas a 150.000 x g a
4°C para sedimentar los ribosomas. Estos se resuspendian en Tris-HC! 10 mM (pH 7,6),
NH(CI 1,5 mM, Mg(Ac), 10 mM, y se repetia la ultracentrifugacién para lavar los
ribosomas. El sedimento se resuspendia en 5 ml de Tris-HCI 50 mM (pH 6,8), EDTA 2 mM,

SDS 1 % y se eliminaban las proteinas con dos extracciones con fenol saturado en agua y

con cloroformo, en presencia de NaAc 0,2 M (pH 5,2). Finalmente los 4cidos nucleicos de la
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fhse acnosa se precipitaban con etanol a -20°C , el sedimento etanélico se resuspendia en
tampén Tris-HCI 10 mM (pH 8,0), MgSO, 1 mM y se incubaba con DNasa libre de RNasa
Ipg/mi por 30 min a 37°C. Finalmente se realizaba una extraccién fenol/cloroformo, se
precipitaba con etanol y el RNA ribosomal se resuspendia en agua tratada con DEPC en una

concentracion de 1 pg/pl

4.- Preparacion de sondas radiactivas.
4.1.- Preparacion de sondas de DNA.
4.1.1.- Purificacion del fragmento BamHI-Pstl.

El DNA del plasmidio pTR-1 (Fig. 7) se digeria con las enzimas de restriccién
BamHI y Pstl segtin las mdicaciones del proveedor. Los fragmentos generados se resolvian
por electroforesis en un gel de agarosa al 0,7 % en tampén TBE (Tris-borato 90 mM, EDTA
2 mM). Eltrozo de agarosa que contenia el fragmento de 678 pb se cortaba del gel y el DNA
se extraia utilizando el kit "Geneclean I1" (Bio 101 Inc.) El DNA asi purificado se utilizaba

para sintetizar la sonda mediante el procedimiento de "partidores al azar".

4.1.2.- Obtencién de un fragmento de DNA de la regién 5’ no codificante de #yrZ.

El fragmento se obtenia por amplificacion desde pTR1 utilizando los part.idores
TyrBC y PETyrZ (ver Fig. 6 para una lista de los oligonucleotidos utilizados como partidores
en esta tesis). Las reacciones de amplificacién del DNA se realizaban en un volumen de 25 o
50 pl de tampén Tris-HCI 20 mM (pH 8,4) que contenia KCI 50 mM, MgChL 1,5 mM,

dATP, dTTP, dGTP, dCTP 0,2 mM cada uno, 1,25 unidades de Taq DNA polimerasa y 5 ng
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de DNA molde. A las mezclas de reaccion se agregaba 2 gotas de aceite mineral para evitar la

evaporacion. Las reaccion se realizaba en un termociclador MJ Research PTC 100, utilizando

OLIGO SECUENCIA
XA-2 5’- GCGGCAATCTGGATCAGCTCC-3’
PETyrZ 5’- CAGGCACTGGTTAGTCGCCGC-3’
TYRBC 5’ GTGCAGACCCTGGATTTC -3’
L-rrnT2 5’- TATTGCTCAGGGCGATCATCC -3°
LYS1 5’- CAATTTGGTAACCGGCACTTC -3’
XA-8 5’- GGATGCATTCGAACAAATCGC-3’

Fig. 6.- Lista de oligonucleétidos utilizados en el estudio de la expresién del gen
yrZ.
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el siguiente programa de amplificacion: 2 ciclos a 94°C por 3 min, 52°C por 1 min y 72°C por
1 min; 28 ciclos a 94°C por 30 s, 52°C por 30 5, 72°C por 30 s; 10 min a 72°C. Los

productos generados se analizaban mediante electroforesis en geles de agarosa.

4.1.3.- Marcacion del fragmento de DNA.

Se utilizaba el procedimiento de “marcacién al azar” (Feinberg y Vogelstein, 1983),
de acuerdo al protocolo descrito por Gibco BRL. 25-100 ng del DNA se desnaturaban por
calentamiento a 100°C y enfriamiento inmediato en hielo. La marcacién se realizaba
incubando el DNA. desnaturado en 50 pl de un tampdn que contenfa HEPES 0,2 M, Tris-HCI
51 mM, MgCl; 5,1 mM, 2-Mercaptoetanol 10 mM, seroalblimina de bovino 0,4 mg/ml, pH
6,8. Se incluia los partidores oligodesoxirribonucledtidos hexaméricos de secuencia al azar en
una concentracion de 5,4 unidades de D.O.z50u/ml, dCTP, dGTP, dTTP, cada uno 20 pM,
50 uCi de [a-"P]dATP (3000 Ci/mmol) y 3 unidades de fragmento Klenow de la DNA
pohmerasa de E. coli. La incubacion se realizaba a temperatura ambiente (22-25°C) durante 2
horas. La reacci6n se detenfa por adicién de Na;EDTA a una concentracién final de 20 pM.
Se cuantificaba la incorporacién de radiactividad en el DNA por precipitacion de una alicuota
de la muestra con TCA 10 % y posterior filtracién en filtros de fibra de vidro GF/A

(Whatman). La radiactividad en los filtros se media en un contador de centelleo liquido Delta

300.
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4.2.- Preparacion de una sonda de RNA. .
El plasmidio pTZ18R (Pharmacia; Rokeach, 1988) posee wvarios sitios de
reconocimiento para enzimas de restriccion, localizados rio abajo del promotor del fage T7.
El cIoMmto de un fragmento de DNA en esta regién permite que el DNA clonado pueda
ser transcrito in vifro por la RNA polimerasa del fago T7. La inclusion de un ribonucledtido
marcado con [’P]JPO, en la reaccién de transcripcién permite obtener el RNA marcado
uniformemente, el que puede ser utilizado como sonda en experimentos de hibridacion.

Se disponia de un plasmidio (PTZ052) derivado de pTZI8R que conteniz un
fragmento de 250 pb del DNA de la regi6n rio arriba del gen #7Z de T. ferrooxidans clonado
en orientacién inversa con respecto al promotor del fago T7. El fragmento clonado se
obtuve por PCR desde el plasmidio pTR-1 (Fig. 7) utilizando los oligonucleétidos TyrBC y

PEtytZ como partidores. Se utilizaba pTZ052 como DNA templado en una reaccién de

transcripeion in vitro del RNA complementario al RNA de yrZ.

4.2.1.- Transcripcibn in vitro.

100 ng del plasmidio pTZ052 se suspendian en 20 pl de tampén T7 [Tris-HCl 50 mM
pH 8,0, MgCL, 8 mM, espermidina-HC1 2 mM, NaCl 25 mM], DTT 5 mM, CTP, CTP, GTP,
cada uno 0,4 mM, Inhibidor de RNasa de placenta humana 10 U/pl, [o-*PJATP 50 pCi

(3000 Ci/romol) y 50 U de RNA polimerasa del fago T7. Se incubaba por 60 mina 37°C y se

agregaba 1 U de DNasa I libre de RNasa. Se continuaba incubando por 15 minutos, se extraia
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con fenol/cloroformo y se precipitaba con etanol. E1 RNA se analizaba por electroforesis en

un gel de agarosa en presencia de formaldehido.

4.3.- Marcacion de oligodesoxirribonucledtidos.

- Los oligodesoxirribonucledtidos ("oligonucledtidos™) se marcaban radiactivamente
por incorporacién de un [**PJPO, en el extremo 5' OH del oligo (Sambrook y cols., 1989). 1
pmol de oligonucleétido se incubaba con 10 unidades de Ia enzima polinucle6tido quinasa del
fago T4 en 50 pl de una solucién que contenia Tris-HC1 70 mM (pH 7,6), MgCl, 10 mM,
KC1 100 mM, 2-mercaptoetanol 1 mM y 150 pCi de [y*PJATP (7000 Ci/mmol). La reaccién
se prolongaba por 60 min a 37°C y se detenia por calentamiento a 65°C por 10 min. Se

cuantificaba la radiactividad incorporada por precipitacién con TCA.

5.~ Transformacion de E.coli.
5.1.- Preparacion de E. coli competentes.

Las.células de E. coli se hacian competentes para la transformacién con DNA
exogeno por el método del CaCl, (Sambrook y cols., 1989). Se cultivaba las bacterias en
medio LB liquido a 37°C. La cepa HB2109, mutante termosensible en el gen nrS, se
cultivaba a 30 o 34°C. Las células se colectaban por centrifigacién cuando habian alcanzado
una D.O. a 600 nm de 0,4 y se resuspedian en Tris-HC1 0,1 M (pH 8,0), CaCl 50 mM, en

un volumen que correspondia a la mitad del volumen original de cultivo. Se incubaba en hielo

por 30 min, se centrifigaba y las bacterias se resuspendian en Tris-HCl 0,1 M (pH 8,0),
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CaCl; 50 mM, utilizando un vigésimo del volumen original de cultivo. Las células

competentes se guardaban a 4°C y se utilizaban para transformacion 12 a 24 horas después de

la preparacion.

5.2.- 'fra.nsfomlacién.

Las bacterias competentes para transformacion se mezclaban con 10 ng de DNA
plasmidial y se incubaban en hielo por 20 min. Después de un pulso térmico a 42°C por 90 s,
se transferian inmediatamente a hielo, donde se mantenian al menos durante 2 min. Se
adicionaba 1 ml de medio LB y se incubaba a 37°C por 45 min para permitir la expresién de Ia
resistencia al antibidtico. En el caso de la cepa HB2109, mutante termosensible de E. coli, el
pulso térmico se realizaba a 37°C por 5 min y posteriormente las bacterias se incubaban a
30°C. Se tomaban alicuotas de la mezcla de transformacion y se diseminaban en placas de
medio LB-agar suplementado con 50 pg/ml de ampicilina, las que se incubaban a 37°C (o

30°C enel caso de E. coli HB2109) durante 12 a 24 horas.

6.- Preparacion de extractos libres de células.

Las bacterias colectadas por centrifuigacion se lavaban y se resuspendian en tampén
Tris-HCl 50 mM pH 8,0, 2-mercaptoetanol 20 mM. Se lisaban por sonicacién en un
sonicador Ultrasonic mediante cuatro pulsos de 10 s a 200 Watts, a 4°C La fraccién soluble
del lisado se recuperaba por centrifigacién a 12.000 x g por 10 min a 4°C y en ella se media

la actividad tirosil tRNA sintetasa.
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7.~ Ensayo de la actividad tirosil itRNA sintetasa.

Para determinar la actividad tirosil tRNA sintetasa presente en los extractos de
bacterianos, se media la capacidad de éstos de aminoacilar tRNA de E. coli con tirosina. 0,1
as p‘g”de proteina total de los exiractos se incubaba por 5 min a 37°C en un tampén que
contenia Tris-HCI 50 mM pH 8,0, MgCL, 5 mM, ATP 2,6 mM, glutation reducido 2 mM,
tRNA total de E. coli 4 mg/ml y [“*C]tirosina (actividad especifica 100 mC¥/mmol) 8 pM. La
reaccién se detenia por la adicién de 5 ml de TCA al 5 %. Las muestras se colectaban por
filtracién en filtros de fibra de vidrio (Whatman), y se cuantificaba la radiactividad de los
filtros en un contador de centelleo liquido Delta 300 (Searle Analytical Inc.).

Los ensayos de la actividad tirosil tRNA sintetasa en los extractos de 7. ferrooxidans

se realizaban en las siguientes condiciones: Tris-HCl 50 mM pH 8,0, MgCl,, 12 mM, ATP 5
mM, DTT 5 mM, tRNA total de E.coli 8 mg/ml y [*H]tirosina (actividad especifica 500
mCi/mmol) 40 pM.

Se defini6 la unidad de actividad como la cantidad de enzima que aminoacila 1 pmol

de tRNA en 5 min a 37°C.

8.- Ensayos de complementacion de la mutacioén termosensible.
Se analizé la capacidad del producto del gen #rZ de T. ferrooxidans de
complementar la mutacion termosensible en el gen #7S de la cepa HB2109 de E .coli. La

cepa mutante se transformo con el plasmidio pTR-1, que contenia el gen #7Z y las bacterias
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transformantes se seleccionaron por cultivo en placas de LB/amp a 30°C durante la noche. Al
dia siguiente varias colonias se traspasaron a placas nuevas de LB/amp que se incubaron a

42°C. Se analizb la proliferacién de las bacterias a las 16, 24 y 48 horas.

9.- Determinacion de Iz actividad tirosil tRNA sintetasa del producto del gen #yrZ de T.
Jerrooxidans en extractos de E. coli HB2109 (ts).

Las células de E. coli HB2109 que habfan sido transformadas con el plasmidio pTR-1
o con pBR322 (control) se cultivaban a 30°C en medio LB/amp liquido hasta alcanzar una
D.O. a 600 nm de 0,4. La mitad del cultivo se transferia a un bafio con agitacién a 42°C yla
otra se mantenia a 34°C. Después de dos horas de incubacién en estas condiciones, las
bacterias se colectaban por centrifugacién a 3000 x g por 5 min a 4°C y se preparaban
extractos libres de células en los que se media la actividad tirosil tRNA sintetasa de acuerdo al

protocolo descrito.

10.- Hibridaci6n tipo Southern.

Los ensayos de hibridaci6n se realizaban segiin la metédica de Southern (1975), de
acuerdo al protocolo descrito en Sambrook y cols. (1989). El DNA cromosomal bacteriano
se digerfa con las enzimas de restriccion apropiadas segin las recomendaciones del
proveedor. Los fragmentos generados se resolvian por electroforesis en un gel de agarosa al
0,7 % en tampén TBE. El DNA se desnaturaba por incubacién del gel en una solucién de

NaOH 0,5 N, NaCl 1,5 M durante dos horas a temperatura ambiente con agitacién, y se
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neutralizaba en tampén Tris-HC1 1 M pH 7,4, NaCl 1,5 M en las mismas condiciones. El
DNA se transferfan por capilaridad a um filtro de Nylon (Gibco BRL) y se fijaba por
calentamiento a 80°C por 2 horas. Para la prehibridacion, los filtros se incubaban por dos
horas a 42°C en una solucién que contenfa formamida 50 % p/v , SSC x 4 (1 x es Na; Citrato
15 mM, NaCl 150 mM), solucién Demhardt x 5 (I x es Ficoll 0,02 % pi:
polivinilpirrolidona 0,02 % p/v; BSA 0,02 % p/v) SDS 0,5 % p/v y 100 pg/mt de DNA de
espermio de salmén. La hibridacion se realizaba por incubacién durante 12-20 horas a 42°C
en la misma solucién, que contenia 10 ng/ml de una sonda especifica para el gen frZ de T,
Jerrooxidans, marcada homogéneamente con [?PJPO, mediante la metédica de “marcacién
al azar” (radiactividad especifica 0,6 pCi/ig de DNA).

Después de Ia hibridacion los filtros se lavaban dos veces por 30 min a 42°C en 250
ml de una solucién SSC x 2, SDS 0,1 % p/v'y dos veces por 10 min en una solucién SSC x
0,1 , SDS 0,1 % p/v a 55°C. Las bandas de hibridacién se detectaban mediante

autorradiografia de los filtros.

11.- Hibridacion tipo Northern.

Se utilizaba el protocolo descrito en Sambrook y cols. , (1989). Se precipitaba 100 ng
de RNA total de T. ferrooxidans en etanol y se resuspendia en formaldehido 22 M,
formamida 50 % v/v , MOPS 50 mM (pH 7,0), EDTA 1 mM. Se desnaturaba por
calentamiento a 68°C por 15 min y transferencia inmediata a hielo. Se agregaba solucion de

carga (azul de bromofenol 0,04 % xilen cyanol 0,04 % p/v, glicerol 5 % v/v)y bromuro de
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etidio a una concentracién de 0,1 mg/ml) y se sometia electroforesis en un gel de agarosa 1 %
p/v, formaldehido 2,2 M, MOPS 50 mM (pH 7,0), EDTA 1 mM, utilizando tampén MOPS
50 mM (pH 7,0) como tampén de electroforesis. Después de la electroforesis el gel se
fotografiaba con una maquina fotografica Polaroid.

— Se procedia a transferir el RNA a una membrana de nylon (Gibco BRL) por
capilaridad, mediante Ia misma metédica utilizada para transferir DNA.

El filtro que contenia el RNA se prehibridaba por incubacion en tampén fosfito de
sodio 0,2 M pH 7,2, seroalblimina de bovino 1 % p/v, SDS 0,7 % p/v, EDTA 1 mM, durante
una hora a 60°C. La hibridacion se realizaba en la misma solucién, que contenia ademas
aproximadamente 20-40 millones de cpm de una sonda radiactiva. La hibridacién se realizaba
durante 16 a 20 hr a 60°C. Posteriormente los filtros se lavaban dos veces en tampén SSC x
2, SDS 0,1 % a 42°C durante 30 min, una vez en SSC x 0,1, SDS 0,1 % durante 10 min a
50°C y una vez en la misma solucién a 55°C por 10 min. Las bandas de hibridacién se

revelaron mediante autorradiografia de los filtros en peliculas Kodak XA-5.

12.- PCR reverso.

Se utilizaba esta metédica para Ia deteccion de RNA de T ferrooxidans.
12.1- Tratamiento de las preparaciones de RNA con DNasa I libre de RNasa.

Las preparaciones de RNA total de T. ferrooxidans se trataban con DNasa libre de
RNasa para eliminar el DNA cromosomal bacteriano contaminante, segin el siguiente

protocolo: 100 pg de RNA total se incubaban con 200 U de DNasa pancredtica de bovino en
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50 ml de tampén Tris-HCI 20 mM (pH 8,4), MgCh 2 mM, KCl 50 mM, por 30 min a 37°C.
Se extrafa con fenol/cloroformo y se precipitaba con etanol absoluto a -20°C. El RNA se

resuspendia en agua tratada con DEPC, en una concentracién de 1 pg/ul

12.2.-. Sintesis de cDNA.

La preparacion de RNA libre de DNA se calentaba a 85°C por 5 min y se trasladaba a
hielo para obtener el RNA desnaturado. La reaccidn de sintesis de cDNA se realizaba en 20
pl de una solucién que contenia 1 pg del RNA desnaturado, Tris-HCI 20 mM (pH 8,4), KCl
50 mM, MgCl, 6 mM, dATP, dCTP, dGTP y dTTP, cada uno en una concentracion de 1
mM, Inhibidor de RNasa derivado de placenta humana 1 U/ul y Transcriptasa Inversa del
virus de Ia leucemia de Moloney de ratén, 200 U. En los experimentos realizados para
detectar e] mRNA del gen #rZ se utilizaba como partidor para la sintesis de ¢cDNA el
oligonucledtido XA-2, 1 pmol/pl En los experimentos que se realizaron para estudiar la
pos;ible cotranseripcion del gen #7Z y del operén ribosomal 7rnT2 se utilizaba el
oligomucledtido L-rmT2, 1 pmol/pl. La mezcla se incubaba por 60 min a 37°C y Iuego por 5

min a 85°C para detener la reaccién de polimerizacién.

12.3.- Amplificacion de cDNA mediante Ia Reaccién de Polimerizacién en Cadena (PCR).
La reaccion de amplificacién se realizaba en un volumen de 25 pl. La mezcla de
reaccion contenia tampén Tris-HCI 20 mM (pH 8,4) KCI 50 mM, MgCl 1,5 mM, dATP,

dTTP, dGTP, dCTP 0,2 mM cada uno, 1,25 unidades de Taq DNA polimerasay 5 pl de Ia
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mezcla de Ia reaccién de sintesis de cDNA. Se agregaba 2 gotas de aceite mineral para evitar
la evaporacién. Las reaccién se realizaba en un termociclador MJ Research PTC 100. Los
productos generados se analizaban mediante electroforesis en geles de agarosa.

En los experimentos realizados con el objetivo de detectar el mRNA del gen #7Z se
utlhzaba los partidores XA-2 y XA-8, con el siguiente programa de amplificacién: 2 ciclos de
2 min a 94°C, 1 min a 55°C y 1 min a 72°C; 28 ciclos de 30 s 2 94°C, 30 s 2 55°C y 30 s a
72°C'y finalmente 10 min a 72°C. La posible cotranscripcion del gen #7Z 'y del operdn rrmT?2
se analizé mediante la amplificacién de cDNA con pares de oligonucleotidos L-rmT2/Lysl y
L-rm12/XA-8. En la amplificacién con los oligonucleotidos L-rrnT2 y Lys] se utilizaba el
siguiente programa: 2 ciclos de 2 min a 94°C, 1 min a 40°C y 1 mina 72°C; 28 ciclos de 30 s
a94°C, 30 s 2 56°C y 30 s a 72°C; 10 min a 72°C, En la amplificacién de cDNA. con LrrnT2 y
XA-8 se utilizaba un programa de 2 ciclos 2 3 min 2 94°C, 1 min a 54°C y 1 min a 72°C; 28
ciclos de 30 s 2 94°C, 30 s a 54°C y 30 s a 72°C y finalmente 10 min a 72°C. Se analizaba los

productos de amplificacion por electroforesis en un gel de agarosa en tamp6n TBE.

13.- Extensién del partidor.

Se utiliz6 la metodica de extension de un partidor para la identificacién del extremo 5°
del mRNA del gen #7Z y del operén ribosomal rmT?2, de acuerdo al protocolo descrito en
Sambrook y cols. (1989), con modificaciones. 100 ug de RNA total de 7. Jerrooxidans y 3-5

pmoles del oligonuclestido PETyrZ marcado con [*PJPO; en el extremo ' (8 x 10° cpm) se

precipitaban con etanol. La mezcla se resuspendia en 10 pl de tampén Tris-HCI 50 mM (pH
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8,3), MgCl, 6 mM, KCI 100 mM. Se incubaba por 10 min a 85°C para desnaturar los 4cidos
nucleicos y dos horas a 52°C para permitir la hibridacién del oligonucledtido al RNA. La
reaccidn de sintesis de cDNA se realizaba incubando los 4cidos nucleicos a 37°C por 1 hora
en 20 pl de una solucion que contenia Tris-HCI 50 mM (pH 8,3), MgCl, 6 mM, KCl 100
mM, DTI‘ 5 mM, cada uno de los dNTP en una concentracién de 1 mM, Inhibidor de
ribonucleasa derivado de placenta humana 1 U/ul y 5 unidades de transcriptasa inversa del
virus de la mieloblastosis de aves. La etapa de sintesis se repetia dos veces mas, para lo cual Ia
mezcla se calentaba por 5 min a 90°C, se agregaba transcriptasa inversa 1 U/pl y se incubaba
por 30 min a 37°C. Luego a la mezcla se agregaba 20 pg de RNasa A libre de DNasa, se
incubaba por 15 min a 37°C y se extraia con una mzela 1:1 de fenol y cloroformeo. Los 4cidos
nucleicos se precipitaban con etanol en presencia de 1 pg de DNA de espermio de salmén
desnaturado. Finalmente el cDNA se resuspendia en 6 ul de tampdn TE y 4 pl de solucién de
carga para geles de poliacrilamida desnaturantes (formamida 80 %, EDTA 10 mM pH 8,
xilen cianol 1 mg/ml, azul de bromo fenol 1 mg/ml). Las muestras se analizaban en un gel de

poliacrilamida al 6 % en presencia de urea 8 M.

14.- Adaptacién de T. ferrooxidans a la presencia de tirosina en el medio de cultivo,

La adaptacién se realiz6 mediante traspasos sucesivos de bacterias cultivadas en
tetrationato con trosina 4 mM que se encontraban en la fase temprana de la curva de
crecimiento exponencial (4 x10° cél/ml) a tetrationato/tirosina 4 mM., en una proporcién del

1 ml de células por 100 de cultivo.
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13.- Andlisis del efecto de hidroxamato de tirosina en el crecimiento de 7. Jerrooxidans.

Se analiz6 el efecto de hidroxamato de tirosina en la proliferacion de T Jerrooxidans
en bacterias adaptadas a tirosina. Las bacterias se cultivaban en medio tetrationato con
tirosina hasta la mitad de la curva de crecimiento exponencial. Se colectaban mediante
centrifugacién y se lavaban dos veces por resuspension en medio tetrationato. Se
resuspendian en medio tetrationato con tirosina 4 mM (control) o en tetrationato con
hidroxamato de tirosina en concentraciones variables. Los cultivos se incubaban a 30°C con
agitacién y se tomaba muestras del cultivo a intervalos de 12-20 horas para cuantificar las

células por ml por conteo directo al microscopio.

16.- Efecto de tirosina hidroxamato en la actividad tirosil {RNA sintetasa de T,
Jerrooxidans.

Las bacterias se cultivaban en medio tetrationato con tirosina hasta la mitad de Ia fase
exponencial de la curva de crecimiento. Se colectaban mediante centrifugacién y se lavaban
dos veces por resuspensién en medio tetrationato. Se resuspendian en medio tetrationato con
tirosina 4 mM (control) o en tetrationato con hidroxamato de firosina 2 mM a una
concentracién de 1 x10° cél/ml. Las bacterias se colectaban por centrifugacién después de 22
horas de incubacién a 30°C, se lavaban con tampén Tris-HCI 50 mM pH 8, 2-mercaptoetanol

20 mM. Los extractos libres de células se preparaban por el protocolo descrito y se

determinaba Ia actividad tirosil tRNA sintetasa.




RESULTADOS

L.- Identidad del gen #yrZ,
Mediante el anilisis de la secuencia del DNA Iocalizado rio arriba del operén

tibosomal rrnT2 de T. ferrooxidans se detectd un marco de lectura que codificaba para
una proteina de aproximadamente 40 kDa (Salazar y cols., 1989; Fig. 4). Por
comparacién de la secuencia de aminoécidos deducida de este marco de lectura con la de
proteinas conocidas, se observé que éste codificaba para una tirosit tRNA sintetasa
similar al producto del gen #rZ de B. subtilis (Fig. 5; Glaser y cols., 1991). Para
confirmar la identidad de este gen de 7. ferrooxidans, se procedié a caracterizar
ﬁmpionalmente al producto codificado. Con este fin se utilizé la cepa mutante de E. coli,
HB2109 (Bedouelle y Winter, 1986), que presenta una mutacion en el gen que codifica
para la tirosil tRNA sintetasa bacteriana (zyrS), que le otorga termosensibilidad a Ia
enzima. Las bacterias mutantes son capaces de crecer a 30°C, pero no a 42°C. La cepa
HB2109 se transformé con el DNA del plasmidio pTR-1 (Fig 7), que contiene el gen srZ
de T. ferrooxidans (Salazar y cols. 1989) o con el vector pBR322 y se analizo el
crecimiento bacteriano en placas de medio LB/ampicilina. Los resultados (Tabla 2)
mostraron que las bacterias transformadas con pTR-1 recuperaron la capacidad de crecer

a la temperatura restrictiva (42°C), aunque més lentamente que las transformadas con el
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Fig. 7.- Representacion esquematica del plasmidio pTR-1. Las cajas blancas representan
al vector pBR322. Las cajas en color representan las regiones codificantes de los genes nrZ 'y
del rRNA /68S. La linea negra representa al DNA genoémico de 7. ferrooxidans. Las barras
bajo la figura sefialan los fragmentos que se utilizaron como sondas en experimentos de
hibridacion. 1: Sonda BamHI/Pstl; 2, sonda de DNA de la regién 5' no codificante de #rZ;
3, sonda de RNA preparada por transcripcion in vitro de la region 5' no codificante. B,
BamHI; P, Pstl, E, EcoRlI; S, Sal I. Pr, promotor ribosomal.




Tabla 2

30°C 42°C
pBR322 vector sin inserto H+ _
pTR-1 tyrZ de T. -+ +++
Jerrooxidans
pTyr tyrSdeE. coli H++ +H++

Complementacion de una mutacién termosensible en el gen HrS de E.
coli HB2109 por el gen &yrZ de 1. ferrooxidans. Las células de E. coli se
transformaron por el métode del CaCl; con los plasmidios que se indica y se
cultivaron en placas a 30 0 42° C, Se analizd el crecimiento bacteriano a través del

tiempo. Simbolos utilizados: crecimiento en 14 a 16 h; -+

HH,

crecimiento en 24 h; —, no hubo crecimiento en 48 h.
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plasmidio pTyr, que contenfa el gen #rS de E. coli (Barker y cols., 1982 ). Por el
contratio, las bacterias transformadas con el vector pPBR322 no crecieron a 42°C. Estos
resultados indicaron que el producto del gen tyrZ de T. ferrooxidans es capaz de
complementar la mutacion en el gen #yrS de E, coli HB2109, y por lo tanto tyrZ codifica
para una tirosil tRNA sintetasa que es funcional en E. coli.

Se midi6 actividad de tirosilacién de tRNA total en extractos crudos preparados a
pattir de E. coli HB2109 transformada con el plasmidio pTR-1. Se usé como sustrato
tRNA total de E. coli. Las bacterias se cultivaron a 34°C hasta una D.0. a 600 nm de 0,4,
se transfirieron a 42°C por dos horas, se colectaron y se preparo los extractos celulares en
los que se midi6 actividad tirosil tRNA sintetasa, Como se observa en la Tabla 3, Ia
actividad enziméitica presente en los extractos de bacterias mutantes fransformadas con
PBR322 ¢ incubadas a 42°C fue muy inferior a la de las mismas bacterias incubadas a
34°C, debido al caracter termosensible de la mutacién en tyrS. Este control permiti6
atribuir la actividad tirosil tRNA sintetasa detectada en los extractos de E. coli HB2109
transformada con pTR-1 e incubada a 42°C, al producto del gen yyrZ presente en pTR-1.

Se observo en estos experimentos que las bacterias transformadas con pTR-1 e
incubadas a 42°C tenfan menor actividad tirosil tRNA sintetasa codificada por #yrZ que
las que fueron incubadas a 34°C. Es posible que este hecho se deba a cierto grado de

desnaturacion térmica de Ia tirosil tRNA sintetasa de T Jerrooxidans.

De los dos experimentos anteriores se dedujo que el gen H7Z codifica para una




68

Tabla 3

pBR322 34 111,1

pBR322 42 ‘ 15,0

pTR-1 34 1423,0
pTR-1 42 501,0

Actividad in vifro de tirosil tRNA sintetasa en extractos de E. coli HB2109 que
expresa el gen fyrZ de T. ferrooxidans .1l.a cepa HB2109 de E. coli se transformé6 con
los plasmidios que se indica. Las bacterias se cultivaron en medio LBA. liquido a 34°C
hasta alcanzar una D. Q. a 600 nm de 0,4. En este punto la mitad del cultivo se manfuvo a
34°C y el resto se transfirié 42°C. Después de dos horas de incubacion, las bacterias se
colectaron y se prepararon extractos crudos en los que se midi6 Ia actividad tirosil tRNA
sintetasa por Ia incorporacién de “*C-tyr en tRNA total de E. coli.
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proteina con actividad tirosil tRNA sintetasa y que ésta es capaz de utilizar el tRNA™ de

E. coli como sustrato para la reaccién de aminoacilacién por tirosina.

2.- Determinacion del niimero de copias del gen #yrZ en el genoma de T.
ferrooxidans.

En E. coli, los genes que codifican para aminoacil tRNA sintetasas generalmente
se encuentran en copias iinicas, con excepcion del gen de lisil tRNA sintetasa, del que se
han identificado dos copias por genoma, siendo ambas proteinas casi idénticas [85 % de
identidad (Clark y Neidhardt, 1990)] . En B. subtilis se ha identificado sélo 14 genes de
sintetasas, por lo tanto no es posible hacer una generalizacién con respecto al mimero de
genes. Sin embargo, se sabe que existen dos genes que codifican para tirosil tRNA
sintetasa (yrS'y tyrZ) en esa bacteria (Henkin y cols. 1992; Glaser y cols. 1991), siendo
ambos productos génicos muy distintos entre sf (27 % de identidad). Se analizé Ia
posibilidad que en el cromosoma de T ferrooxidans exista mas de una copia del gen HrZ,
Con este fin se realizaron experimentos de hibridacién tipo Southern (Southern, 1975).
EI DNA cromosomal bacteriano se digirié con la enzima de restriccién EcoRI o con una
mezcla de BamHI y Pstl (ver Fig. 7 para un mapa de restriccién del gen #7Z). Los
fragmentos generados se resolvieron por electroforesis en un gel de agarosa, se
transfirieron a un filtro de nylon y se hibridaron con el fragmento BamHI/PstI del
plasmidio pTR-1, marcado radiactivamente con “P[ATP]. En ambas digestiones se

observ6 sélo una banda de hibridacién (Fig. 8), Io que indic6 que existe sélo una copia
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Fig. 8.- Andlisis tipo Southern del DNA genémico de T. ferrooxidans. El DNA
cromosomal de T. ferrooxidans se digiri6 con las enzimas de restriccién que se indican. Los
fragmentos generados se resolvieron por electroforesis en un gel de agarosa, se transfirieron
por capilaridad a un filiro de Nylon y se hibridaron a una sonda especifica, consistente en el
fragmento BamHI/PstI de pTR-1 (ver fig 7) marcado con **P. Los fragmentos hibridados se
revelaron por autorradiografia. Carril 1, plasmidio pTR-1 digerido con una mezcla de BamHI
y Pstl; carriles 2 y 3, DNA gendmico de T. ferrooxidans digerido con BamHI/PstI y EcoRI,
respectivamente.
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del gen tyrZ en el cromosoma de T. ferrooxidans. Para investigar la existencia de un
segundo gen que codifique para una tirosil tRNA sintetasa muy diferente, se realizé un
ensayo de hibridacién con menor estrictez para permitir la reaccion de fragmentos del
DNA gendmico que tuvieran menor similitud de secuencia con la sonda. Sin embargo, se
observé la aparicién de numerosas sefiales de hibridacion, y no fué posible discriminar

entre especificas e inespecificas (resultados no mostrados).

3. - Funcionalidad del gen #yrZ,

3.1.- Deteccién del mRNA de nyrZ,

El gen yyrZ de T. ferrooxidans codifica para una tirosil tRNA sintetasa activa en
E. coli. Con el fin de conocer si #7Z es funcional in vive se realizaron experimentos
tendientes a la deteccion del mRNA del gen rZ en T. ferrooxidans. Se realizaron
exp;erimentos de hibridacion tipo Northern al RNA total bacteriano (Sambrook y cols.,
1989) utilizindose como sonda el fragmento BamHI/PstI de PTR-1, que contiene 680 pb
de la regién codificante de #rZ Los resultados de estos experimentos (Fig 9A)
mostraron una banda de hibridacién correspondiente a un mRNA de aproximadamente
1300-1400 bases, concordando con el tamafio esperado para el mRNA de #rZ. Sin
embargo, en experimentos de hibridacién a RNA ribosomal purificado de T ferrooxidans

se observd la misma sefial, indicando que la sonda BamHI/Pstl hibridaba en forma
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Fig. 9.- Analisis tipo Northern blot del RNA de #yrZ. A.-Las preparaciones de RNA total
de T. ferrooxidans y de E. coli/pET56 se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa al 1
% en condiciones desnaturantes y se transfirieron a un filtro de Nylon. Posteriormente se
hibridaron a una sonda radiactiva de la region interna de #yrZ, consistente en el fragmento
BamHI/Pstl de pTR-1. Carril 1, 100 pg de rRNA de T. ferrooxidans; carriles 2 'y 3, 10 y 100
pg de RNA total de 7. ferrooxidans; carril 4, RNA total de E. coli/pET56. Las flechas
muestran los tamafios de los transcritos detectados en E. coli/pET56. En B se muestra un
esquema parcial del plasmidio pET56. Las lineas negras representan al vector pET22b. E,
EcoRI; B, Bam HI; P, Pstl; Pr; y Trs, promotor y terminador de la transcripcion derivados
del fago T7.
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cruzada con el RNA 168 de T. ferrooxidans (Fig. 9A). Esta misma sonda hibridé con el
gen tyrZ en Southern, pero no con DNA ribosomal clonado (resultado no mostrado).

Como control positivo de la hibridacion de la sonda BamHI/PstI al RNA del gen
tyrZ se utilizd RNA total preparado a partir de la cepa de E. coli BL-21{DE3) que
conteﬁia al plasmidio pET56. Este plasmidio se habia obtenido previamente al clonar en
el vector de expresién pET22b bajo la direccién del promotor del fago T7, un fragmento
de DNA de T. ferrooxidans de 2,2 kb, que incluia la regién codificante del gen fyrZ y 600
pb del gen de rRNA 168 (Fig. 9B) (Salazar y cols., 1994). La cepa BL-21 (DE3) de E.
coli contiene una copia cromosomal del gen de lIa RNA polimerasa del fago T7, lo que
permitia la sobreexpresion del RNA del fragmento clonado en pET56. Como resultado de
la hibridacion se observé la aparicién de una banda de 2400 bases que probablemente
correspondia a la transcripcién del fragmento clonado completo. La segunda banda, de
1400 bases se atribuyd a hibridacién con el RNA de #yrZ, posiblemente generado por
pro;:esanﬁento del transcrito més largo.

Se probé utilizar como sonda un fragmento de DNA que contenia la regién 5' no
codificante de fyrZ. Este se obtuvo por amplificacion desde el plasmidio pTR-1 con los
partidores TyrBC y PETyrZ (ver Fig. 10 para la identificacién de la posicién de
alineamiento de los oligonucledtidos utilizados en esta tesis), y se marcé posteriormente

con *?P. Mediante la utilizacién de esta sonda se logré eliminar Ia hibridacién cruzada con

rRNA 168, aunque no se detecté el RNA de #yrZ.
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Fig. 10.- Oligonucleétidos utilizados en el estudio de la expresién del gen HrZ. La
posicion de alineamiento de cada uno de los oligonucleétidos se sefiala subrayando la
secuencia correspondiente en rojo. Las flechas muestran la orientacion 5'—3' del oligo. Los
codones propuestos para el inicio y término de la traduccion del gen fyrZ se muestran
encuadrados en azul. Se muestran los primeros nucledtidos del gen de rRNA 168S. SD, posible
secuencia de Shine Dalgarno. -10 y -35, secuencias del posible promotor del operdn de rRNA

rrnl2.
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El uso de sondas de hebra simple marcadas homogéneamente se ha sefialado
como un procedimiento util para aumentar la sensibilidad de la hibridacion en
experimentos de Northern, ya que se evita la competencia que se produce entre el RNA
complementario (en el fitro) y la hebra de DNA no codificante. Por lo tanto se probé
utM como sonda un RNA de 250 bases, correspondiente a la regidn 5° no codificante
de tyrZ. Este RNA se obtuvo por transcripcion in vitro del DNA de esta region clonado
en el vector de expresién pTZ18R (ver Materiales y Métodos). En estos experimentos
tampoco de detectd el mRNA. de #yrZ. Una posible explicacion para estos resultados es
que los niveles del mRNA de #yrZ son inferiores a los niveles detectables por la metédica
de Northern.

Mediante la utilizacién de la metodica de amplificacion por PCR de cDNA
sintetizado a partir de RNA total, ha sido posible detectar cantidades de RNA tan infimas
como 1 a 10 moléculas por célula (Kawasaki, 1990). Se utilizé esta metddica para
anaiizar Ia transcripeion in vivo del gen tyrZ de T. ferrooxidans. Se purificé el RNA total
bacteriano y se sintetizé el cDNA por transcripcién inversa, utilizando como partidor un
oligonucledtido especifico, complementario a la regién interna de y»Z (XA-2, Fig 10).
El ¢cDNA se amplificé por PCR, utilizando como partidores los oligonucle6tidos XA-8
(extremo 5") y XA-2 (extremo 37). Como se muestra en la Fig 11, la amplificacién del
c¢DNA de T. ferrooxidans gener6 un fragmento de 450 pb, igual al obtenido al amplificar

el DNA de fyrZ desde pTR-1 con los mismos partidores. En ¢l control realizado en

ausencia de transcriptasa inversa no se observd amplificacién, demostrando que el
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Fig. 11.- PCR de cDNA de T. ferrooxidans. El RNA total de T. ferrooxidans se sometio a
transcripcion inversa con el partidor XA-2 (Fig. 10) y transcriptasa inversa del virus de la
amieloblastosis de aves. El cDNA se sometié a PCR utilizando partidores especificos para la
region interna de HrZ (XA-2 y XA-8). Los productos de amplificacion se analizaron por
electroforesis en un gel de agarosa al 1,5 %, en presencia de bromuro de etidio. Carril 1, 5 pg
de RNA total de 7. ferrooxidans, en el carril 2, el ensayo se realizd en ausencia de
transcriptasa inversa; carril 3, amplificado a partir del gen #7Z clonado en pTR-1; carril 4,
control de amplificacion en ausencia de DNA. M indica marcador de tamafio molecular. En la
parte superior de la figura se muestra un esquema parcial de pTR-1, con los partidores
utilizados en el experimento.
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fragmento amplificado de 450 pb proviene de cDNA y no de DNA gendmico que pudiera
estar contaminando la preparacién de RNA. Estos resultados demostraron la existencia
de un mRNA de #rZ, indicando por lo tanto, que el gen #yrZ es funcional in vivo. La
imposibilidad de detectarlo en experimentos de hibridacién sugiere que los niveles de este
mRNA son bajos, ya sea a causa de baja velocidad de sintesis o por una velocidad de

degradacion elevada.

3.2.- Determinacién del extremo 5' del mRNA de tyrZ.

En el marco de la caracterizacién del mRNA del gen #rZ se procedié a
determinar la localizacién del extremo 5' del transcrito. Con este fin se utilizé la
metddica de extension del partidor (Sambrook y cols., 1989), que consistié esencialmente
en la hibridacién del RNA de T. ferrooxidans con el oligonucledtido PETyrZ (Fig. 10)
marcado radiactivamente en el extremo 5°, y posterior generacion del cDNA por
tra;lscripcién inversa. Con el objeto de detectar posibles detenciones de Ia transcriptasa
inversa por formacién de estructura secundaria en el RNA molde, el experimento se
realiz6 a distintas temperaturas de hibridacién. Los resultados (Fig. 12) fueron idénticos a
las tres temperaturas ensayadas, sugirjendo que la sefial observada se gener6 por
detencion de Ia transcriptasa mversa en el extremo 5° del mRNA. El tamafio del
fragmento sintetizado por la transcriptasa inversa se determind por comparacién con
fragmentos de DNA generados por una reaccién de secuenciacién realizada con el mismo

partidor. El resultado mostré que el extremo 5' del mRNA de #rZ se encontraba 350
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Fig. 12.- Determinacién del extremo 5' del mRNA del gen #yrZ. El producto de la
transcripcion inversa del RNA total de T ferrooxidans con el partidor PETyrZ (ver fig
10), se analiz6 en un gel de poliacrilamida al 6%, en condiciones desnaturantes. El
alineamiento del partidor al RNA se realizé a 50°C (carril 1), 55°C (carril 2) y 60°C (carril
3). Se usd como marcador de tamafio un ensayo de secuenciacion del gen utilizando el
mismo partidor.
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bases rio arriba del supuesto sitio de inicio de la traduccién del gen. Alternativamente, es
posible que el extremo 5' que se detect$ en estos experimentos no corresponda al sitio de
inicio de la transcripcion, sino 2 un sitio de procesamiento de un transcrito precursor del
mRNA de fyrZ.

- Todos los genes de aminoacil tRNA sintetasas de bacterias se transcriben a partir
de promotores asociados al factor o™ . En una biisqueda de posibles secuencias
promotoras de la transcripci6n, se analizé en el DNA la region aledafia al extremo 5' del
RNA de #yrZ. Aproximadamente a 11 y 34 pb. rio arriba del extremo 5' del RNA se
identific6 dos elementos de secuencia que comparten cierto grado de similitud con las
secuencias de consenso de promotores (Fig. 18) A pesar que la similitud es baja, no se
descarta que efectivamente correspondan a elementos de un promotor, ya que se ha
descrito que, en general, los promotores de genes de aminoacil tRNA sintetasas escapan

del consenso caracteristico (Putzer y cols., 1995 ).

3.3.- Cotranscripciéon de firZ v el operdn rrnd?2.

Elgen #yrZ de T. ferrooxidans esté localizado adyacente al extremo 5° del operén
ribosomal rrn72. El gen #7Z y el gen del rRNA 168 estin separados por
aproximadamente 100 pb (Fig. 4; Salazar y cols., 1994). La secuencia de la regién que
separa ambos genes no presenta los elementos de secuencia caracteristicos de
terminadores de Ia transcripcién independientes del factor rho. Por lo tanto, se analiz6 la

posibilidad que ambos genes se co-transcriban. Para detectar un posible RNA producto
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de Ia cotranscripcion, se emple6 la metédica de amplificacién por PCR de ¢cDNA de T
Jerrooxidans. Tanto para la sintesis de ¢cDNA como para la amplificacién se utilizaron
partidores especificos, complementarios a la regién espaciadora entre t#Z y el gen I68S.
Para la transcripcién inversa se utiliz6 el oligonucleétido L-rmT2, complementario a la
regiéﬁ lider del operdn ribosomal; para la amplificacién del cDNA se usé L-rroT2 y el
oligonucledtido Lysl, complementario al extremo 3' del gen fyrZ. Los resultados
mostraron la amplificacién de un ¢cDNA de aproximadamente 190 pb, igual al obtenido al
amplificar el DNA de pTR-1 con los mismos partidores (Fig. 13), sugiriendo que ambos
genes se cotranscriben.

Para saber si el RNA detectado en el experimento anterior se iiciaba rfo arriba
de fyrZ, el mismo cDNA se analiz6 por PCR con los oligonucledtidos XA-8
(complementario al extremo 5' del gen yrZ) y L-rtnT2; sin embargo, no se observé
amplificacién (Fig. 13, carril 3). Este resultado sugirid6 que el RNA detectado en el
exp;arimento de amplificaci6n con los oligonuelestidos Lys1 ¥ L-rtnT2 no correspondia a
un transcrito del gen fyrZ completo. Se puede suponer que es producto de Ia iniciacién
de la transcripcién en algin punto de la region interna de tyrZ, rio arriba del sitio de
alineamiento del partidor Lys-1.

Para evaluar Ja posibilidad de la existencia de un transcrito que se inicie en un
promotor en la region interna de #rZ y que abarque al gen del rRNA 168, se procedi6 a
identificar el extremo 5' del transcrito primario del operén rriT?2. Con este fin se empled

la metédica de extension del oligonucleétido L-rmT?2, utilizado como partidor para la
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XA-8 Lys1 L-rrnT2

1353
1078
872

603 -

Fig. 13.- PCR de cDNA de la regi6n espaciadora de los genes yyrZ y del rRNA 168S. El
RNA total de T. ferrooxidans se someti6 a transcripcion inversa con el partidor L-rrnT?2. El
cDNA se amplificé por PCR utilizando como partidores los oligonucle6tidos L-rrT?2 yLys1
(carriles 1 y 2) 6 L-rmT2 y XA-8 (carriles 3 y 4). Los productos de amplificacion se
analizaron por electroforesis en un gel de agarosa al 1,5 % en presencia de bromuro de etidio.
Carriles 1 y 3, amplificacion del cDNA de T. ferrooxidans; carriles 2 y 4, amplificacion del
DNA de pTR-1. En el carril 5, el ensayo se realizé en ausencia de transcriptasa inversa; carril
6, amplificacién en ausencia de DNA. En la parte superior de la figura se muestra un esquema
parcial de pTR-1, con los partidores utilizados en el experimento.
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transcripeion inversa del RNA. Los fragmentos de cDNA generados se analizaron por
electroforesis en un gel de poliacrilamida y posterior autorradiografia. Se observd la
formacién de ¢cDNAs de 130, 169 y 300 nucledtidos (Fig. 14). EI cDNA de 130
nucle6tidos indica que el extremo 5° de RNA esté cercano a las cajas -10 y -35 de un
promc;tor de la transcripcion, descrito con anterioridad a partir del analisis de la secuencia
del DNA de la regién lider del operdn rrnT2 (Takamiya y cols., 1990). Por esta razén, es
muy probable que el extremo 5 revelado por esta sefial autorradiografica corresponda
realmente a un sitio de inicio de la transcripcion,

No se detectaron secuencias caracteristicas de promotores de la transcripcion en
el DNA en las regiones cercanas a los extremos 5° correspondientes a las bandas de 169 y
de 300 nucle6tidos. Alternativamente, se puede pensar que corresponden a extremos
generados por procesamiento de un transcrito precursor de los tfRNA. Aungue no fué
posible discriminar experimentalmente entre estas alternativas, la generacion de la banda
de ?;00 nucleotidos es un indicio claro de la existencia de un RNA que contiene la regién
espaciadora entre fyrZ y el operén rrmT2, cuya transcripcion se inicia probablemente
dentro de la regi6n codificante del gen #yrZ.

En Ia figura 15 se muestra un esquema que resume la informacién obtenida sobre
la co-transcripcion de #rZ y el gen de RNA 16S mediante los experimentos de

amplificacién de cDNA y extensién del partidor.
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Fig. 14.- Analisis del extremo 5' del precursor del rRNA del operén rrnT2. El producto
de Ia transcripcién inversa del RNA total de T. ferrooxidans con el partidor L-rrnT2 (ver fig
10) marcado en el extremo 5' con *’P, se analizd en un gel de poliacrilamida al 6%, en
condiciones desnaturantes. El alineamiento del partidor al RNA se realizo a 52°C (carril 1) y
60°C (carril 2). En las fotos se muestra Ia autorradiografia de un gel dividido en dos partes
debido a Ia extension del gel. Se us6é como marcador de tamafio molecular un ensayo de

secuenciacion.
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Fig. 15.- Cotranscripcion del gen #yrZ y del gen de rRNA 16S. En este esquema se
muestran los posibles transcritos (flechas horizontales sobre la figura) generados a partir de los
promotores (P) de nrZ y del operén rrnT2, deducidos de experimentos de extension del
partidor y de la amplificacion por PCR de ¢cDNA de T. ferrooxidans. Los signos de
interrogacion se usaron para indicar la existencia de un promotor ribosomal en una posiciéon
no determinada de la regién interna de fHyrZ, y para sefialar el extremo 3’ no identificado del
mRNA de yyrZ .
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4.- Efecto del nivel de aminodcidos en la expresién del gen #yrZ,

En bacterias, la expresibn de las aminoacil tRNA sintetasas se regula
especificamente por los niveles del aminoacido correspondiente (Rev. en Putzer y cols.,
1995); En condiciones de hambruna de un aminodcido individual, el nivel de la aminoacil
tRNA sintetasa correspondiente aumenta en una magnitud que varia dependiendo de Ia
sintetasa y del microorganismo en estudio. Por el contrario, la expresion se reprime en
condiciones de abundancia del amino4cido. Para investigar la posibilidad que la expresién
de la tirosil tRNA sintetasa de 7. ferrooxidans se regule de acuerdo a los niveles de
tirosina, se utilizd un andlogo estructural de este aminodcido, hidroxamato de tirosina
(HT). Se ha demostrado que el uso de andlogos de amindcidos es una herramienta util
para el estudio de los mecanismos de regulacion de la expresion de aminoacil tRNA
sintetasas y del metabolismo de los amindcidos en general. (Nass y Neidhardt, 1967;
Mchms y Williams 1971, Tosa y Pizer, 1971; Jenal y cols.,, 1993). En el caso
especifico de los hidroxamatos de aminoécido, estos compuestos actiian como inhibidores
de las sintetasas, al competir con el amino4cido en la unién a la enzima. Esta competencia
provocaria la disminucién del nivel de aminoacil tRNA, generando una situacion artificial
de carencia del amino4cido, la que seria reconocida en forma especifica como una sefial

para la induccidn de la expresion de la enzima correspondiente.
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4.1.- Efecto de hidroxamato de tirosina en la actividad enzimética in vitro de la tirosil

IRNA sintetasa de T ferrooxidans.

Para investigar la posible inhibicion de la actividad tirosil {RNA sintetasa de 7.
Jerrooxidans por hidroxamato de tirosina, las bacterias se cultivaron en medio
tetrationato. Se prepard extractos crudos en los que se determiné actividad enzimatica en

presencia de concentraciones del andlogo que variaron entre 0,1 y 2,0 mM. De los
resultados obtenidos (Tabla 4) se deduce que el andlogo inhibe in vitro a la tirosil tRNA

sintetasa de T. ferrooxidans.

4.2 - Adaptacién de T, ferrooxidans a la presencia de tirosina en el medio de cultivo.

Se han descrito efectos de inhibicion del crecimiento de T. ferrooxidans por
aminodcidos (Sugio y cols., 1987). Por lo tanto, antes de iniciar el estudio del efecto de
hidroxamato de tirosina en la proliferacién de T. ferrooxidans, se estudid el efecto de
incl;lir tirosina en los cultivos.

Se cultivd T. ferrooxidans en medio tetrationato con tirosina en concentraciones
entre 1 y 4 mM. Se observé que al aumentar la concentracién de tirosina en el medio se
producia una extesion del periodo de latencia, después del cudl las bacterias recuperaban
la capacidad de prol@ferar. El tiempo de generacion también se afect6 por la presencia del

i

... 1 . . .e . .
aminoacido, aumentando a medida que se incrementaba la concentracién de tirosina en el

medio de cultivo{ (Fig- 16A, Tabla 5). Este hecho muestra que existe un




Tabla 4

104

0 100
0,1 100 96,9
0,5 68,5 65,8
2,0 26,7 25,7

87

Inhibicién de la actividad tirosil tRNA sintetasa por hidroxamato de tirosina. 7.
Jerrooxidans se crecié en medio tetrationato hasta la mitad de Ia fase exponencial de Ia
curva de crecimiento. Las bacterias se colectaron y se prepararon extractos crudos. Se
midi6 actividad de aminoacilacién del tRNAY de E. coli por “C-tyr en presencia de
concentraciones variables de hidroxamato de tirosina. * Se define una unidad de actividad
enzimatica como la cantidad de enzima que transfiere un 1 pmol de tirosina a 37°C en

5 min.
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Efecto de tirosina en el crecimiento
de T. ferrooxidans.
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Fig. 16.- Efecto de tirosina en el crecimiento de T. ferrooxidans.

A .- Inhibicion de la proliferacion de T. ferrooxidans por tirosina. Las bacterias mantenidas en
medio tetrationato se incubaron a 30°C, en medio suplementado con tirosina en distintas
concentraciones por el tiempo que se indica. Se determin6 el nimero de bacterias/ml por
conteo directo al microscopio. B - Adaptacion de 7. ferrooxidans a tirosina en el medio de
cultivo. Las bacterias se cultivaron en tetrationato ( —+— ) o en tetrationato con tirosina 1
mM (-8 )y posteriormente se traspasaron a medio tetrationato/tirosina 1 mM. Se registré
el crecimiento bacteriano, el que se muestra en la figura.
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Tabla 5

0 0,06 11,5
1 0,055 12,6
2 70,047 14.7
4 0,036 19,2

Efecto de firosina sobre la velocidad de proliferacién de 7. ferrooxidans. Las
bacterias se cultivaron en medio tertationato o en medio tetrationato suplementado
con concentraciones variables de L-tirosina. Se midié el crecimiento bacteriano
mediante el conteo directo al microscopio. * La constante de crecimiento (k) se
determiné a partic de la pendiente de la curva de crecimiento semilogaritmica,
representada mateméticamente por la ecuacidn Ix; = In x, + kt, en que x
corresponde al n® de bacterias/ml de cultivo, t al tiempo de cultivo enhorasy kala
constante de velocidad de crecimiento. El tiempo de generacién (t, ) se calculd como
el cuociente entre in2 y k.
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proceso de inhibicién del crecimiento por la presencia de tirosina en el cultivo. Al
traspasar estas bacterias a un medio fresco con tirosina 1 mM, el periodo de latencia
disminuy6 a valores similares a los exhibidos por un cultivo de bacterias en ausencia de
tirosina (Fig. 16B), y el tiempo de generacion de las bacterias fué incluso mayor que el
exhibi&o por las bacterias cultivadas en ausencia de tirosina (8 horas). En experimentos
posteriores se observd que la actividad especifica de la tirosil tRNA sintetasa en extractos
crudos de T. ferrooxidans cultivado en medio tetrationato con tirosina 4 mM fué
levemente inferior a la actividad especifica de las bacterias cultivadas sin el amino4cido.
Considerando estos resultados, en los experimentos realizados para medir el
efecto de hidroxamato de tirosina en la proliferacién y en la actividad de la tirosil tRNA
sintetasa de T. ferrooxidans se utilizaron bacterias que habfan sido previamente adaptadas
a tirosina (por lo tanto eran resistentes a la inhibicién por el aminoécido). En estas
condiciones, se esperaba poder distinguir el efecto especifico de HT de un efecto

inhibitorio general en la proliferacién por los aminoacidos.

4.3.- Efecto de hidroxamato de tirosina en la proliferacion de 7. ferrooxidans.

Para investigar el efecto de HT sobre la proliferacion de 7. ferrooxidans, las
bacterias adaptadas a tirosina se cultivaron en medio tetrationato con tirosina 4 mM hasta
la mitad de la fase exponencial de la curva de crecimiento. Posteriormente las células se
colectaron, se lavaron para retirar la tirosina del medio, se resuspendieron en medio

tetrationato/tirosina 4 mM (control) o en medio tetrationato que contenia HT 20 4 mM y
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se continud la incubacién. Con HT 2 mM se observo inhibicién de la proliferacion por al
menos 22 horas, después de lo cual las bacterias retomaron el crecimiento a una
velocidad levemente inferior a la del control (Fig. 17A). En la Tabla 6 se muestra el
efecto inhibitorio de diferentes concentraciones de HT. Con HT 4 mM el crecimiento se
detuvc.) totalmente, efecto que se mantuvo por al menos 130 horas después del traspaso.
Cuando las bacterias incubadas en HT 4 mM se cambiaron a un medio que contenia una
mezcla de HT 4 mM y tirosina 1 mM (Fig. 17B), recuperaron la capacidad de proliferar,
mostrando que tirosina es capaz de desplazar a HT del sitio en que actiia para inhibir la
proliferacion de T. ferrooxidans.

En conjunto, estos resultados demostraron que HT inhibe la proliferacion de T,
Jerrooxidans en una magnitud que depende de la concentracién del anilogo en el medio
de cultivo. Probablemente este efecto inhibitorio es el resultado de la interferencia del HT
en la utilizacién de tirosina como sustrato de Ia tirosil tRNA sintetasa de T ferrooxidans.
La i.nhibici(’m de esta enzima generaria una condicién de carencia artificial de tirosina. Se
utilizd este sistema experimental para estudiar el efecto de la carencia de tirosina en la

expresion de Ia tirosil tRNA sintetasa de 7. ferrooxidans.

4.4.- Efecto de la presencia de hidroxamato de tirosina en el medio de cultivo sobre la

actividad de Ia tirosil tRNA sintetasa en 7 ferrooxidans.

Para estudiar el efecto en la carencia artificial de tirosina en Ia expresién del gen

tyrZ de T. ferrooxidans, se midi6 la actividad especifica de Ia tirosil tRNA sintetasa en
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Inhibicién de la proliferacién de T.
ferrooxidans por hidroxamato de tirosina
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Fig. 17.- Inhibicién de la proliferacién de 7. ferrooxidans por hidroxamato de tirosina.
A.- Las bacterias se cultivaron en medio tetrationato/tirosina 4 mM hasta la mitad de la fase
exponencial de la curva de crecimiento. Las células se colectaron, se lavaron y se
resuspendieron a tiempo cero en los medios que se indica. Se incubé a 30°C y se tomaron
alicuotas a diferentes tiempos, en las que se determiné el niimero de bacterias/ml.

B.- Reversion por tirosina del efecto inhibitorio de hidroxamato de tirosina. Las bacterias que
habian sido cultivadas en tetrationato con hidroxamato de tirosina 4 mM por al menos 48

horas, se colectaron por centrifugacién y se lavaron. A tiempo cero se resuspendieron en los
medios que se indica y se incubaron a 30°C.




Tabla 6

Tyr 4 mM 0,05 13,8
HT 2,5 mM 0,037 18,7
HT 3,0 mM 0,023 30,1
HT 4,0 mM 0,00 ©

el tiempo de generacién (t; ) se determinaron como se indica en la tabia 5.
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Inhibicién de Ia proliferacién de T. ferrooxidans por hidroxamato de tirosina. Las
bacterias se cultivaron en medio tetrationato/tirosina 4 mM hasta la mitad de la fase
exponencial de la curva de crecimiento. Las células se colectaron, se Iavaron y se
resuspendieron en los medios que se indica. Se incubé a 30°C y se midié el crecimiento
bacteriano mediante conteo directo al microscopio. La constante de crecimiento ky
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extractos crudos de las células cultivadas en presencia del andlogo. Las bacterias
cultivadas en tirosina 4 mM en la mitad de la fase exponencial de la curva de crecimiento
se traspasaron a un medio que contenia HT 2 mM 6 tirosina 4 mM como se describe en
Métodos. Se colectaron a las 22 horas de incubacidn, se prepararon extractos celulares y
se micﬁé actividad tirosil tRNA sintetasa. Los resultados (Tabla 7) mostraron que después
de las 22 horas en presencia del anilogo, la actividad especifica de tirosil tRNA sintetasa
de las bacterias aument6 6,6 veces con respecto a la actividad especifica en las bacterias
cultivadas en tirosina 4 mM. Este efecto fué tramsitorio, ya que no se observé al
prolongar la incubacién de las bacterias en HT 2 mM por 8 horas més (datos no

mostrados).

S.- Un mecanismo posible de regulacién de la expresién del gen #rZ,

Se analiz6 la secuencia de nucle6tidos de la regién correspondiente al lider del
mRi\IA de fyrZ, localizada entre el sitio de inicio de Ia transcripcién v el codén de inicio
de la traduccién del gen. Mediante este anélisis, realizado a través de los prograrnas
computacionales HAIRPIN y RNAFOLD, se identificé la presencia de elementos
estructurales caracteristicos del sistema de regulacin por terminacién/antiterminacién de
bacterias Gram (+). Estos hallazgos sugieren que la expresion del gen #7Z de T
Jerrooxidans se regula por un mecanismo similar de terminacién y antiterminacién de Ia

transcripcion.




Tabla 7

tirosina 4 mM
(control) 13.457 1,0

hidroxamato de
tirosina 2. mM 88.612 6,6
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Efecto de hidroxamato de tirosina sobre la actividad de la tirosil tRNA sintetasa
de T. ferrooxidans cultivado en presencia del anilogo. Las bacterias adaptadas a Ia
presencia de tirosina 4 mM se cultivaron en tetrationato con tirosina 4 mM hasta alcanzar
Ia mitad de Ia fase exponencial de Ia curva de crecimiento. En ese punto se colectaron y se
lavaron para eliminar el aminoicido del medio. Las bacterias se transfirieron a medio
tetrationato/tirosina 4 mM 6 tetrationato/HT 2 mM. A las 22 horas se colectaron y se

prepararon extractos crudos en Ios que se midié actividad tirosil tRNA sintetasa.
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S.1.- Andlisis de la region lider del mRNA del gen 77 de T. ferrooxidans.

Aproximadamente 220 nucle6tidos tio abajo del extremo 5’ del mRNA del gen
tyrZ se detect6 la presencia de secuencias repetidas invertidas (Fig. 18). Estas secuencias,
que podrian estar formando en el RNA una estructura de tipo horquilla, preceden a varios
residulos de uridina. Ambos rasgos son caracteristicos de estructuras reconocidas por la
RNA polimerasa como sefiales de terminacién de la transcripcién independientes del
factor rho (Richardson, 1993). Inmediatamente rio arriba, se identificé una secuencia de
12 nucleétidos, con similitud a secuencias conservadas denominadas "cajas T", presentes
en Ja regién lider de los mRNA de aminoacil tRNA sintetasas de B. subtilis y otras
bacterias Gram (+) (Putzer y cols., 1995). En la figura 19 se muestra una comparacion
de estas cajas T con la secuencia encontrada en 7. ferrooxidans.

En la regién 5° no codificante de #rZ se detecté un segundo par de secuencias
repetidas invertidas, centradas en el nucleétido 175 (fig. 18). Estas secuencias preceden a
un ;grupo de siete timidinas, y podrian formar en el RNA una estructura tipo horquilla,
similar a un terminador de la transcripcién independiente del factor rho. La posicién de
esta horquilla es coincidente con el extremo 5° del mRNA. que se detecté mediante los
experimentos de extension de un partidor en esta tesis.

El anélisis computacional de la secuencia del DNA. de Ia region lider del mRNA
de #yrZ permiti6 predecir la formacién de una estructura secundaria en el RNA, con una

energfa de estabilizacién de -120 keal/mol. Se identificé dos horquillas principales en esta
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1
CAACGTGCGTCCCTCGCCGARACCGGATCGCTGGGACATACATACCCTGGTATTTTCC

CGCTGGTCGTTCCTTCGCCTGGCTGATTTATATCTTCGCCGTGTATGGTGTGGGCCGE
120 —35 e -

TCGCTGGGGUTGCCGCTGGCATCCGTGCAGACCOIGGATTTCCTTGGACTGGTATTTT

CCGGCCTGGCCAATGTTTTTTTGGTGCGGGAGCGTGGCCATCTCTGGGCGTCAGTCCC
240 <—mmmmons
CGGTCGTTCCTGCTCTGGGCCAGCCTCGCGGATATTCTGGTGGTGGGCGGTCTGGCTG

CGATGGGTTGGTTGATGGCGCCCTTACCGATGCCGATTATCGTCGGCCTGCTCCTGGE

égguATGGTCTACA CCTGATCCTCGACCAGATCAAGGTGCCTTTGTTGCGGCGACT

AACCAGTGCCTGACC;;éEEEEZEGGCGCCS;;EEE;;;é;EGGCAAAGAGCATTCAG

éggAGAGCCCGCCGATGCTAATATGCAGCCTCATCACAAGACACCE;EEQATTTATGA

CTATGAAG T
M K

Fig. 18.- Secuencia del extremo 5' no codificante del gen HrZ. Las flechas bajo la
secuencia sefialan la regiones de simetria de posibles terminadores de la transcripcion. Los
asteriscos indican el extremo 5’ del mRNA del gen #rZ, determinado por la metédica de
extension de un partidor. Las posiciones -10 y -35, indican elementos de un posible promotor
de la transcripcion. La secuencia encuadrada en rojo representa la secuencia con similitud a
cajas T de bacterias Gram (+). Se muestran los primeros aminoacidos de la secuencia predicha
de fyrZ. SD, secuencia de Shine Dalgarno del gen fyrZ.




CAJAT

ACCAGGGTGGT--ACCGC
AGTAGGGTGGT--ACCGC
AAARGGGTGGA--ACCAC
ATTTGGGTGGA~-—ACCAC
ATCAGGGTGGT--ACCAC
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subtilis

subtilis

subtilis

subtilis

subtilis
stearothermophilus
caldotenax

tyrZ T. ferrooxidans

Fig. 19.- Comparacion de la secuencia de cajas T de bacterias Gram (F)conlacajaT
descrita en Ia region 5’ no codificante del gen fyrZ de 7. ferrooxidans. Los asteriscos
muestran los nucleétidos de Ia caja T de y7Z idénticos a los de la secuencia de consenso de
Gram (+). “n” es cualquiera de las cuatro bases y “a” indica preferencia por adenosina.
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region (Fig. 20). La mayor de ellas esta constituida 166 nucle6tidos. Entre las posiciones
156 y 158 de esta horquilla se identific en una burbuja un triplete que codifica para
tirosina., que es tnico en las 350 bases de la regi6n lider del mRNA de #7Z. La presencia
de un codén para el aminodcido especifico de Ia sintetasa en la region lider del gen es una
caract.eristica de los genes de aminoacil tRNA sintetasas de B. subtilis y otros Gram ).
Existen datos que demuestran que la presencia de este codén se relaciona con la
especificidad de la regulacién de la transcripcién por el tRNA correspondiente (Grundy y
Henkin, 1993).

La segunda horquilla presente en la regién lider del gen HrZ es la que se
constituye por la complementariedad de bases de la caja T y una parte del terminador de
la transcripcién (nucleotidos 192 al 237 en Ia fig. 20). Los nucledtidos UGGU de la
supuesta caja T de T. ferrooxidans, que forman parte de la secuencia de consenso de
cgjas T de Gram (+), se encuentran formando parte de una pequefia burbuja en esta
h01:qui11a, al igual que en la estructura secundaria de la regién lider del mRNA de aaRS de
dichas bacterias. Se postula que esta secuencia interactiia con el extremo aceptor del
tRNA correspondiente (Grundy y cols., 1994).

Con estos antecedentes es posible predecir que la region lider del mRNA de rZ
podria encontrarse en dos estructuras alternativas (Fig. 20): una de ellas se generaria por
la formacién del terminador de la transcripcion; la otra, de antiterminacion, estaria

formada por la caja T y un brazo del terminador. La posibilidad de la formacion de estas
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Fig. 20.- Estructura secundaria predicha para Ia
region lider del mRNA de prZ. Mediante el
programa computacional RNAFOLD de PCGENE se
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dos estructuras es la base del mecanismo de regulacion de la transcripcidn de los genes de
aminoacil tRNA sintetasas de B. subtilis y otras bacterias Gram (+).

En B. subtilis, 1a presencia de los elementos estructurales descritos en los parrafos
anteriores, en la region lider del mRNA de aminoacil tRNA sintetasas, se asocia con la
regula;cién de la expresion de estas enzimas en respuesta a la disponibilidad del
aminoacido especifico por un mecanismo de terminacién/antiterminacién de la
transcripcién (Putzer y cols, 1995). Por esta razon, la presencia de rasgos estructurales
similares en la region 5' no codificante del gen 7yrZ sugiere que la expresion de este gen
se regula por un mecanismo similar frente a cambios en los niveles intracelulares de

tirosina.




DISCUSION

i,as aminoacil tRNA. sintetasas cumplen un papel fundamental en la biosintesis de
protefnas al catalizar la unién de un aminoacido al extremo 3’ del tRNA correspondiente
(Miennel y cols., 1995). La especificidad de Ia reaccién de aminoacilacién del tRNA asegura
Ia fidelidad del proceso de traduccion. La sintesis de estas enzimas es un proceso regulado por
las condiciones de proliferacién de la bacteria y por la disponibilidad del aminodcido sustrato
de la sintetasa. En Ia bacteria Gram (-) Thiobacillus ferrooxidans, se identificé un gen que
codificaba para una tirosil tRINA sintetasa (#7Z), en que la secuencia de aminoécidos predicha
es similar al producto del gen #yrZ, uno de los dos genes que codifican para tirosil tRNA
sintetasa en la bacteria Gram (+) B. subtilis (Salazar y cols., 1994). Con el interés de conocer
los ;necanismos que regulan Ia sintesis de aaRS en T. ferrooxidans, se planteé como objetivo
general de esta tesis el estudio de la expresion del gen fyrZ. En esta seccién se discutirdn los
resultados obtenidos en relacion a la confirmacion de la identidad del gen, su expresién y a un

posible mecanismo de regulacion de su expresion.
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Identidad del gen HrZ.

La comparacién de la secuencia de aminoécidos predicha para el producto del gen #y7Z
de T. ferrooxidans con secuencias de proteinas presentes en bancos de datos sugirié que
correspondia a un gen de tirosil tRNA sintetasa (Salazar y cols., 1994). Los experimentos de
complémentacién de una mutacion termosensible en el gen yyrS de la cepa HB2109 de E. coli
con el gen fyrZ contenido en el plasmidio pTR-1 demostraron que el producto del gen HrZ
efectivamente correspondia a una proteina con actividad enzimética de tirosil tRNA sintetasa.
La capacidad de complementar era totalmente dependiente de la presencia del plasmidio pTR-
1, lo que sugiri6 que el efecto observado se debia a una complementacién y no a reversion de
la mutacién. El fragmento clonado en pTR-1 contenia ademds del gen #yrZ, aproximadamente
1,1 kb de Ia regién 5’ no codificante del gen, por lo que supuestamente incluia las sefiales
promotoras de la transcripeién. Por lo tanto, es posible que la TyrRZ de T. ferrooxidans se
estuviera expresando en E. coli desde su propio promotor, aunque no se puede descartar que
se utﬂlzara un promotor del plasmidio.

La actividad enzimdtica del producto del gen #7Z se comprobd al medir la capacidad
de aminoacilar et tRNA™ de E. coli con tirosina. Se incub6 un extracto de bacterias de E,
coli HB2109 transformadas con pTR-1 a 42°C para inactivar la tirosil fRNA sintetasa
enddgena. En estos experimentos se observé que Ia tirosil tRNA sintetasa codificada por el
gen fyrZ de T. ferrooxidans es capaz catalizar la incorporacién de tirosina en tRNA total de £,

coli, probablemente por reconocer y utilizar el tRNA™ como sustrato.
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Las bacterias de E. coli HB2109 transformadas con pTR-1 proliferaron més lentamente
que las transformadas con el gen homologo (#7S). La eficiencia de la complementacién pudo
verse afectada por tres factores: 1) actividad especifica menor de la TyfRZ de T
ferrooxidans, pi‘oducto de una posible eficiencia catalitica menor. No es posible descartar este
punto,.ya que 1o se ha realizado la caracterizacion cinética de la TyRZ; 2) Bajo nivel de
expresion de TyrRZ. La transcripcion del gen y7Z en T. ferrooxidans es débil, no detectable
por hibridacién en filtros. Por lo tanto, si el gen #7Z clonado en el plasmidio pTR-1 se estd
expresando en . coli desde su propio promotor, es posible que la concentracién del mRNA y
por lo tanto la de TyrRZ sea baja. 3) Por otro lado, es necesario considerar que existe la
posibilidad que el tRNA™ de E. colf no sea el sustrato idéneo para la tirosil tRNA sintetasa de

T ferrooxidans .

Expresion de tyrZ en T. ferrooxidans.

| Como lo demostraron los experimentos de amplificacién por PCR de ¢DNA realizados
para detectar el mRNA, el gen per de T. ferrooxidans se transcribe in vivo. Este resultado se
confirmé por los experimentos de extension del partidor realizados para identificar el extremo
5’ del mRNA de frZ. De los experimentos de extension del partidor se dedujo que el
segmento lder del mRNA es de aproximadamente 350 nucleétidos. En general se considera
que la presencia de secuencias similares 2 las de los elementos de consenso para promotores
bacterianos, como las cajas ~10 y -35, 2 una distancia apropiada del extremo 5°, es un indicio

de Ia existencia de un promotor. Las secuencias de consenso para las cajas -10 y -35 son
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TAtaaT y TTgaca respectivamente, en que las letras mayisculas simbolizan a los nucle6tidos
mas conservados (presentes en mas de un 90 % de los promotores funcionales descritos). En
el caso del gen fyrZ, 7 pb rio arriba del extremo 5° identificado, se encontré la secuencia
TGGATT, cuya diferencia mas importante con la secuencia de consenso -10, es la presencia
de una guanosina en la segunda posicién, en lugar de una adenosina. Rio arriba se encontrd la
secuencia CTGCCG, con cierta similitud a Ia caja -35, aunque separada de la supuesta caja -
10 por 19 pb, dos bases més de las 17 que se considera como la distancia 6ptima entre ambos
elementos de un promotor. Se deduce entonces que si estas secuencias corresponden
efectivamente a un promotor transcripcional del gen #rZ, ellas no son muy similares a las
secuencias de consenso. Este parece ser un rasgo comtn entre los promotores de aminoacil
tRNA sintetasas de E. coli (Putzer y cols., 1995). En ausencia de ensayos de transcripcion in
vitro que demuestren la fincionalidad de un supuesto promotor, no es posible saber con
certeza si el extremo 5° se origind por iniciacién de la tramscripcién o es producto del
pro;:esaxniento de un RNA precursor de mayor tamafio. En experimentos realizados despuss
de finalizada esta tesis, se observé que al extender el partidor PETyrZ con transcriptasa
inversa se generaban ademas del cDNA de 250 nt, dos cDNA de mayor tamafio. Es posible
entonces que existan otros extremos 5° del mRNA de #yrZ, localizados rio arriba del extremo
determinado en esta tesis. Es necesaric por lo tanto considerar la posibilidad que Ia
transcripcién de f7Z se inicie en mAs de un promotor. Altenativamente, el extremo 3’
identificado en esta tesis puede corresponder a un producto del procesamiento de un

procursor generado en un promotor méas alejado de HrZ.
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Los niveles en estado estacionario del mRNA de #7Z parecen ser inferiores a los de
sintetasas de otras bacterias, en que son perfectamente detectables por hibridacién tipo
Northern (Cheung y Soli, 1984; Gagnon y cols., 1994; Putzer y cols., 1992). En cambio para
detectar el mRNA de #yrZ fué necesario utilizar una metédica més sensible, como la
mnpﬁﬁcacién de cDNA por PCR. Niveles bajos de mRNA en estado estacionario pueden ser
causados por transcripcion baja o por inestabilidad del mRNA. En cualquier caso, surge la
interrogante sobre si este nivel de expresién de #rZ es suficiente para sostener la proliferacion
de T. ferrooxidans. Sino es asi, es posible que se requiera una fuente alternativa de enzima
desde otro gen en el genoma de Ia bacteria.

Para detectar el mRNA de yrZ mediante Northern en primera instancia se utilizé como
sonda un fragmento derivado del plasmidio pTR-1, que contenfa aproximadamente 700 pb de
la regién interna de #7Z. Esta sonda hibridé en forma cruzada con el rRNA 168 de T
Jferrooxidans, y no con el t1RNA de E. coli. Este resultado fué inesperado, ya que por
w@mién de la secuencia parcial de fragmentos de tDNA de 7. ferrooxidans clonado se
habia observado previamente que los fRNA de ambas bacterias son muy similares (Salazar y
cols., 1989). Por otro lado, 4, es posible que existan regiones de Ia secuencia del gen de rRNA
165 de T. ferrooxidans que hibriden con el mRNA del gen #7Z 2. De Ia comparacién de
secuencias parciales se observ que no existe similitud significativa entre el gen de rRNA 168
y el gen H7Z. En una compilacién de secuencias de aaRS se detecté una region de 15
nucledtidos localizada inmediatamente rio abajo del codén de inicio de Ia traduccién que es

complementaria al rRNA. 168, y que est4 presente en todos los genes de sintetasas de E. coli
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(Ito y cols., 1993). Sin embargo, la sonda utilizada para analizar Ia expresién de 5yrZ no
incluye esa region. El efecto observado se relaciona con la sonda, ya que al cambiar la sonda,
la hibridacion disminuyd considerablemente, a pesar de Jo cudl no fué posible detectar el

mRNA de #yrZ por esta metddica.

Posible cotranseripcion del gen #rZ 'y el operon rrnT2 de T, ferrooxidans.,

En el genoma de T. ferrooxidans, el gen fyrZ se encuentra ubicado aproximadamente
100 pb rio arriba del operén ribosomal 17772 (Takamiya y cols., 1990). En la secuencia que
separa a fyrZ del gen de tRNA 16S no se detect6 elementos caracteristicos de un terminador
de la transcripcién independiente del factor rho. Considerando estas caracteristicas y que los
productos de ambos genes participan en el proceso de sintesis de protefnas, se pensé en la
posibilidad que ambos genes se cotranscriban. En E. coli existen ejemplos de aminoacil tRNA
sintetasas que se expresan desde unidades transcripcionales policistronicas. En algunos de
esto-s casos no se ha logrado identificar la fincién de las protefnas codificadas en los otros
marcos de lectura que forman parte del operén. En otros casos, el gen de aminoacil tRNA
sintetasa es contiguo a genes que codifican para productos no relacionados con sintesis de
proteinas. Por ejemplo, el gen que codifica para la tirosil tRNA sintetasa de E. coli, tyrS, esta
localizado inmediatamente tio abajo del gen pdcH, que codifica para piridoxina 5° fosfato
oxidasa (Lam y Winkler, 1992). Ambos genes estin separados por aproximadamente 120
nucledtidos, sin un sitio aparente de terminacion de la transcripcion independiente de rho.

Experimentos de mapeamiento con nucleasa T2 muestran que el gen 1S se transcribe a partir
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de un promotor localizado entre ambos genes, pero que también se transcribe desde un
promotor ubicado rio arriba de pdxH.

En otros casos los genes de aaR$ se cotranseriben con genes cuyos productos también
son constituyentes de la maquinaria de biosintesis de proteinas. Por ejemplo, el gen IysS se
com con el gen pf¥B, localizado inmediatamente rio abajo y que codifica para el 'Factor
de Liberacién de Ia cadena polipeptidica (RF2) (Kawakami y cols., 1988). En B. subtilis, se
deseribi6 la cotranscripcién de los genes que codifican para CysRS y GIuRS, ¥y para serina-
acetiltransferasa (Gagnon y cols., 1994). Los tres genes parecen ser transcritos a partir de un
promotor Jocalizado rio arriba de gitX, el primer gen del operén. Entre todos los casos
descritos hasta ahora, el gen twZ de T. ferrooxidans es el tnico en que un gen de aaRSs se
encuentra asociado a un operén de rRNA. La transcripcién conjunta de estos genes podria
constituir un mecanismo de coordinacién de la sfatesis de TRNA 1 tirosil tRNA sintetasa en
alguna condicién de proliferacién. Para analizar la posibilidad de Ia cotranscripcién de tyrZyel
op&én rrm2 se realizaron experimentos de amplificacién por PCR de ¢DNA de T
Jerrooxidans utilizando partidores que abarcaban solo Ia region espaciadora entre estos dos
genes. En estos experimentos se detecté un RNA de aproximadamente 190 pb, que deberia
contener la regién intergénica. Sin embargo, no se observé amplificacién en los experimentos
realizados con partidores que abarcaban desde el extremo 5° de tyrZ basta el final de Ia region
espaciadora. Estos resultados permitieron suponer que el RNA de Ia region espaciadora entre
trZ y rmmT2 no correspondia a un ftranscrito iniciado rio arriba de brZ, sino mds

probablemente era producto de la iniciacién de la transcripcién en un promotor localizado en
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el gen frZ. A pesar de este resultado, no es posible descartar totalmente la cotranseripcién de
trZ'y el operon rrnT2, ya que en bacterias los rRNA son sintetizados a partir de un operdn,
como un transcrito primario que posteriormente es procesado para generar las diferentes
especies maduras de tRNAs (King y cols, 1986). En E. coli, la primera etapa del
prowMento consiste en el ataque endonucleolitico del RNA por RNasa III, después del
cual se obtienen Ias moléculas inmaduras del tRNA. 168, 23S y 58S. Este procesamiento es
muy rapido, ¢ incluso se ha descrito que ocurre simultineamente con la transcripcién (King v
Schlessinger, 1983; Apirion y Gegenheimer, 1984), razén por la cual es dificil detectar el
precursor 30S. No existe antecedentes en Ia literatura sobre el procesamiento de rRNAs en 7
Jerrooxidans. Sin embargo, si el gen #yrZ se expresa débilmente y el procesamiento es rapido,
se puede predecir la dificultad en detectar el precursor, a pesar de la utilizacion de una
metddica tan sensible como la transcripeién reversa de cDNA.

En el caso de no existir cotranscripcion de #7Z y el gen de tRNA 16S, surge la
interrogante acerca de c6mo terminaria la transcripcion de #y7Z. Considerando la ausencia de
un terminador independiente del factor rtho al final del gem, es necesario examinar Ia
posibilidad de que en este sitio existan elementos que permitan la terminacion dependiente del
factor rho. La accién de tho como factor de terminacién depende de requisitos de secuencia y
de estructura para la unién al RNA, ademés de otros factores que determinan Ia velocidad de
adicion de nucle6tidos durante la transcripeion. En su conjunto, las secuencias que forman un
terminador dependiente de tho se extienden desde aproximadamente 60 pb rio arriba y 20 pb

rio abajo del sitio de terminacion. El andlisis de la secuencia de varios terminadores
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dependientes de rho no ha revelado una regién de consenso que permita predecir si una region
del RNA actuard como terminador transcripcional en presencia de rho. La vimica caracteristica
de secuencia que ha permitido establecer una correlacién con este tipo de terminadores es el
bajo contenido de G y alto de C en regiones del transcrito que interaccionan con este factor
(Aliﬁn; y cols., 1991). En Ia secuencia de DNA localizada rio abajo del extremo 3° de Ia
region codificante del gen #y7Z de T. ferrooxidans no se observa una predominancia de C
sobre G (27 % G, 24 % C). En algunos casos se ha descrito que la presencia de estructuras de
horquilla cerca del extremo 3’ del mRNA se relaciona con sitios de pausa de Ia transcripcién
(Landick y Yanofsky, 1984), es decir sitios en que la velocidad de incorporacién de
nucleGtidos es inferior al promedio. Aparentemente rho provoca que la RNA polimerasa
termine la transcripcién preferencialmente en puntos de la secuencia que son sitios de pausa
naturales (Morgan y cols., 1983; Lau y cols., 1983). Veintiseis pares de bases rio abajo del
codén de término de la traduccién de #y7Z se observd un par de secuencias repetidas
mvertldas, que podrizan formar en el RNA una estructura tipo horquilla, con un tallo de 5 nt.
No se conoce la funcién que cumplirfan estos elementos en esa region. Si la transcripcion de
tyrZ termina al final del gen, seria de inferés investigar la posible participacién de estos

elementos estructurales en el mecanismo de terminacién de la transcripcion.

Andlisis de los promotores de [a transcripcién del operén ribosomal rrnT2.
En trabajos anteriores realizados en este Iaboratorio se analiz6 la secuencia de la regién

57 no codificante del operén ribosomal rrnT2 de T. ferrooxidans, con el fin de investigar la
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presencia de los elementos promotores y regulatorios de la transcripeién del  operdn
(Takamiya y cols., 1990). Se detecté la existencia de dos secuencias idénticas a las cajas -10 y
-35 que se han descrifo como los elementos de consenso para promotores bacterianos
asociados al factor 6 . En esta tesis se demostr6 que estas secuencias, localizadas 156 y 178
pb rio ‘arriba del supuesto inicio del rRNA 168, efectivamente corresponden a un promotor
transcripcional. Estos experimentos demostraron que el operén ribosomal #rn72 de T.
Jerraoxidans es funcional, y que probablemente éste se expresa a partir de mis de un
promotor, ya que los resultados de experimentos de extensién de un partidor sugieren que
existe miciacién de la transcripci6n en algin punto de Ia regi6n codificante de #7Z, aunque se
desconoce Ia posicién exacta. Este resultado es concordante con los obtenidos en trabajos
anteriores de este grupo, en que se observd que el fragmento de Ia regién localizada rio arriba
del operén rrnT2, comprendido entre 10; nucledtidos 1354 y 1726 (Fig 4, esta tesis),
contenian un promotor funcional (Takamiya y cols., 1990). Posteriormente se comprobd que
la rc;gién analizada estaba contenida en Ia parte codificante del gen #7Z. Es probable que los
elementos promotores revelados en aquellos experimentos correspondan a los mismos que
dan origen a algunos de los transcritos detectados en esta tesis mediante la metédica de
extension de un partidor. En E. colf los operones de rRNA poseen dos promotores ™ , P1 y
P2, localizados aproximadamente 300 y 200 pb (Gilbert y cols., 1979) rio ariba del gen de
tRNA 168. In vivo, la expresioén desde P1 es generalmente mayor y se regula dependiendo de
la velocidad de proliferacion y de las condiciones nutricionales de la bacteria; en cambio, Ja

expresion desde P2 es débil y no regulada, aparentemente con la fincién de mantener Ia

1
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expresion basal del operén (Sarmientos y Cashel, 1983; Sarmientos y cols., 1983). Boros y
cols. (1983) informaron de Ia identificacién de dos promotores adicionales en el operén rruB
de E. coli, localizados més de 1 kb rio arriba de P1 y P2, y propusieron que la transcripcion
iniciada en estos promotores es capaz de continuar en el oper6n ribosomal, Para conocer la
ﬁmcié;lm de los diferentes promotores descritos en el operdn rraT2 de T, Jerrooxidans, serd
necesario en primer higar, evaluar la expresion de los genes de rRNA. de esta bacteria en
distintas condiciones de proliferacion y posterormente cuantificar la actividad de los
promotores en cada una de estas condiciones. Es posible que los promotores mis alejados del
gen de 1RNA 168 cumplan la misma funcién propuesta para los promotores P3 y Pdde E.

coli, es decir, la de mantener un nivel de expresién basal de los genes de rRNA.

Inhibicién del crecimiento de T. ferroaxidans por tirosina,

Tirosina inhibié la proliferacién de T. ferrooxidans, provocando un aumento en el
peri'odo de latencia de Ia curva de crecimiento y retomando posteriormente el crecimiento a
una velocidad inferior a Ia normal. Este efecto no se observd en el segundo transpaso,
comporténdose las bacterias como si se hubieran adaptado 2 la presencia del aminoécido. El
efecto de compuestos organicos sobre el crecimiento de 7' ferrooxidans se ha estudiado por
varios autores. Tabita y Lundgren (1971), informaron que glicosa y otros azicares inhibian la
oxidacién de i6n ferroso y la actividad de la ribulosa 1,5-bisfosfato carboxilasa en T
Jerrooxidans en reposo. En bacterias autotroficas, la sintesis de precursores de compuestos de

carbono y Ia generacién de ATP no son procesos acoplados como en bacterias heterotréficas
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(Smith y cols., 1967). Algunos autores han sugerido que la inhibicién de la proliferacion de
microorganismos autotréficos por compuestos orgénicos se deberia a la necesidad de limitar Ia
sintesis de compuestos celulares a partir de compuestos orgénicos exégenos, con un consumo
desmedido de ATP. Este mecanismo permitiria mantener un nivel de sfutesis de compuestos
cclula1;% equilibrado con la generacién de ATP a partir de la oxidacién de compuestos
inorgénicos (Peck y cols., 1967). Por otra parte, Sugio y cols. (1987) observaron que
amino4cidos en una concentracién de 10 mM inhibian el crecimiento de la bacteria en medio
con Fe** como fuente de energfa. El grado de inhibicién era especifico para cada aminoécido e
independiente de la polaridad y del tamafio de la molécula. Tirosina en particular exhibia el
mismo efecto que se observo en esta tesis en T ferrooxidans cultivados en medio tetrationato,
es decir un aumento del periodo de latencia del cultivo, con una proliferacién posterior mas
lenta. Es posible que Ia inhibicién de la proliferacion de 7. ferrooxidans por tirosina obedezca
al mecanismo de control del metabolismo propuesto por Peck y cols., (1967). Sin embargo, es
nec;:sario considerar alternativas, como la inhibicién de Ia proliferacion de T, ferrooxidans por
productos de la degradacién de tirosina o un efecto relacionado con el transporte del
aminodcido a través de la membrana bacteriana.
Regulaci6n de Ia actividad de la tirosil tRNA sintetasa de 7. ferrooxidans.

En todas las bacterias estudiadas hasta el momento la sintesis de las aminoacil
tRNAsintetasas se regula de acuerdo a la velocidad de crecimiento y a la disponibilidad del

aminodcido especifico de cada sintetasa. Esta regulacion se ejerce a nivel transcripcional o
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traduccional. En bacterias heterotroficas como E. coli y B. subtilis, el estudio de los
mecanismos de regulacion de la expresién de sintetasas se ha abordado en Ia mayor parte de
los casos, mediante la utilizacién de cepas mutantes deficientes en la via de sintesis del
aminodcido en estudio, ya que en estas cepas parece ser mas ficil inducir cambios en Ia
ooncexﬁracién interna de aminoacidos que en las cepas silvestres. Los hidroxamatos de
aminoécidos han sido de gran utilidad en el estudio del metabolismo de aminodcidos en
bacterias (Tosa y Pizer, 1971). Ellos se comportan como inhibidores competitivos de la
aminoacil tRNA sintetasa correspondiente. La presencia del grupo hidroxamato en lugar del
grupo carboxilo del amino4cido impide la activacién del anilogo, por lo que es presumible que
la inhibicién resulte de Ia exchusién de tirosina del sitio activo de la enzima. Se postula que Ia
disminucion de la disponibilidad de aminoacil-tRNA, uno de los productos de la reaccién de
aminoacilacién, generaria una condicién artificial de carencia del aminodcido. Para estudiar la
regulacion de la expresién de la tirosil tRNA sintetasa dependiente de Ia disponibilidad de
tn'osma en T. ferrooxidans, se utilizd hidroxamato de tirosina. La inhibicién de la actividad de
la tirosil tRNA sintetasa de 7. ferrooxidans por el andlogo en ensayos in vitro y la
espectficidad del efecto de hidroxamato de tirosina, inferida de la capacidad de tirosina de
desplazar Ia accién del anflogo en el medio de cultivo, son indicios de que el efecto de
hidroxamato de tirosina en Ia proliferacién de esta bacteria se debe a la interferencia del
anilogo en la incorporacion del aminodcido en la sintesis de proteinas.

La actividad especifica de Ia tirosil {RNA sintetasa en bacterias cultivadas en presencia

del analogo 2 mM aument6 6 a 7 veces en relacién a la actividad especifica en las bacterias
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cultivadas en tirosina 4 mM. El efecto es dependiente de la sintesis de protefnas, ya que al
aumentar la concentracién de hidroxamato de tirosina a 4 mM, condicién en que se inhibe
totalmente la proliferacion, no se observa este efecto en Iz actividad especifica de la enzima. El
contenido de proteinas de las bacterias tratadas con el anilogo a una concentracién de 2 mM
€s diez'veces menor que el contenido proteico de Ias células en tirosina, como se esperaba por
la propiedad del hidroxamato de tirosina de inhibir Ia sintesis de proteinas. El mecanismo
molecular que provoca el aumento de la actividad especifica de tirosil tRNA sintetasa en
bacterias tratadas con hidroxamato de tirosina podria tener varias explicaciones. En E. coli y
B. subtilis, 1a escasez de un amino4cido generalmente resulta en un aumento de Ia sintesis de
la sintetasa correspondiente (Putzer y cols., 1995). Por lo tanto, es probable que el efecto
observado en la actividad especifica de Ia TyrRZ se origine en un aumento de los niveles en
estado estacionario de Ia enzima, producto de la elevacién de la velocidad de sintesis. Sin
embargo, aunque no existen precedentes, los resultados experimentales no permiten descartar
la p;)sibilidad de que la induccion de la tirosil tRNA sintetasa se deba a la disminucién de la
velocidad de degradacion de la sintetasa. Otra alternativa es que el aumento de la actividad
especffica de la tirosil tRNA sintetasa de T. ferrooxidans se origine en una activacion de Ia
enzima, inducida por la carencia artificial de tirosina.

El aumento de la velocidad de sintesis de la enzima puede ser el resultado del aumento
de la transcripcién del gen #yrZ, o de la velocidad de traduccion del mRNA. A su vez, la
transcripcion del gen puede verse afectada a nivel de la iniciacién o del alargamiento del

mRNA. Considerando los elementos de secuencia y estructura secundaria que se detectaron




116

en la region lider del mRNA de #yrZ (que se discuten en pérrafos posteriores) que sugieren
que a transcripeién de este gen se regula por terminacién/antiterminacion de Ia transcripeion,
es necesatio considerar la posibilidad que en carencia de tirosina se favorezca la
antiterminacién de la transcripcion, lo que permitiria Ja extensién del RNA hasta Ia region
oodiﬁcﬁe de fyrZ, aumentando los niveles del mRNA y por lo tanto de la TyrRZ. Para
aclarar estas interrogantes seré necesario estudiar la velocidad de sfntesis de la TyrRZ en T,
Jerrooxidans 'y cuantificar los niveles de mRNA en bacterias cultivadas en presencia de
tirosina e hidroxamato de tirosina.

En E. coli y B. subtilis, la expresion de las aminoacil tRNA sintetasas se regula por la
disponibilidad del aminodcido respectivo, ya sea a nivel de Ia traduccién o de la transcripeion
de los genes. El factor determinante en la regulacion parece ser generalmente la relacién entre
las concentraciones de tRNA aminocilado y no aminoacilado. En el caso particular de T,
Jerrooxidans por lo tanto, es muy posible que la disminucién de la concentracién de Tyr-
RN;A.T" provocada por la inhibicion de la actividad de la tirosil tRNA sintetasa por
hidroxamato de tirosina, sea el factor desencadenante de la respuesta regulatoria de la
expresion de la enzima.

La actividad especifica de aaRS aumenté en la condicién de carencia de tirosina. Sin
embargo, al comparar la actividad especifica de Ia enzima de bacterias cultivadas en medio
tetrationato sin y con tirosina, en esta tiltima condicién se detecté sélo una leve disminucidn
de Ia actividad especifica de Ia enzima. Este hecho sugiere que Ia expresion de Ia tirosil tRNA

sitetasa en T. ferrooxidans cultivados en tetrationato se mantiene permanentemente
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reprimida, en un nivel que es suficiente para sostener el crecimiento celular, posiblemente por
una concentracion interna de tirosina alta, cercana a la saturacién. Sin embargo, Ia actividad de

la tirosil tRNA sintetasa es susceptible de ser inducida, como se demostrd por los
experimentos con hidroxamato de tirosina. La existencia de este mecanismo de control en 7'
jérroo;cidans sugiere que este microorganismo se encuentra preparado para subsistir en
condiciones en que la concentracion interna de los aminoécidos varfa, por ejemplo en alguna
condicidn que provoque disminucion de la sintesis end6gena de tirosina. En estas condiciones
se requeritia que la sintesis de las aminoacil tRNA sintetasa se induzca, al menos
transitoriamente para permitir la sobrevivencia de las bacterias.

En el curso de los experimentos realizados para estudiar el efecto de la carencia
intracelular de tirosina sobre Ia actividad de Ia tirosil tRNA sintetasa, se observé que despuss
de varias horas de incubar las bacterias con hidroxamato de tirosina, el efecto inhibitorio del
anlogo sobre el crecimiento de T. ferrooxidans se disipd, al mismo tiempo que se observé
mién de la actividad enzimética a valores similares a los del cultivo en tirosina. Este
efecto puede ser causado por dos mecanismos, posiblemente complementarios. Por un lado,
es posible que el aumento inicial de la actividad tirosil tRNA sintetasa permita la recuperacion
de los niveles de tyr-tRNA™ que se requieren para el crecimiento normal. Por otra parte se
sabe que en E. coli y otras bacterias Gram (-), los niveles intracelulares de tirosina (y de los
aminoacidos en general) se regulan mediante el control de la incorporacién desde el medio
extracelular y de la sintesis end6gena. En el mecanismo de control de la sintesis de tirosina, el

aminoécido libre participa como inhibidor de la actividad de la corismato mutasa-prefenato
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deshidrogenasa (Hudson y cols., 1983) y de Ia tirosina aminotransferasa (Mavrides y Orr,
1974), y como correpresor de la sintesis de algunas enzimas de Ia via (Pittard, 1987). No
existen antecedentes sobre Ia regulacion de Ia sintesis de aminoécidos en 7. ferrooxidans, pero
este resultado podria ser un indicio de que la sintesis de tirosina también estd sometida a

m@l por autorregulacion negativa. Es posible que el cultivo er medio con hidroxamato de
tirosina, la inhibicion de las enzimas biosintéticas se libere, provocando el aumento de la
sfntesis end6gena de tirosina. Si el aumento es suficiente, podria desplazar competitivamente
al hidroxamato de tirosina, superar el efecto inhibidor y recuperar el crecimiento bacteriano. El
aumento en los niveles de tirosina deberia causar el retorno de la actividad tirosil tRNA
sintetasa a los valores presentes en medio tetrationato suplementado con el aminoacido,

resultado que se observé experimentalmente.

Un mecanismo posible para la regulacién de la expresion del gen #7Z de T
feﬂooxldans

La expresion de aaRS en bacterias se regula en respuesta a la disponibilidad del
amino4cido que es sustrato de la sintetasa (Putzer y cols., 1995). En E. coli existen muiltiples
mecanismos de regulacién de la expresién de estos genes, entre los cuales se cuenta In
regulacion traduccional y transcripcional. En cambio, en bacilos Gram (+), la regulacién de Ia
expresidn de los genes de aaRS y de algunas de las enzimas que participan en la biosintesis de
aminodcidos, parece realizarse a ftravés de un mecanismo comiin  de

terminacion/antiterminacion de Ia transcripcion, mediado por el tRNA correspondiente, que le
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permite a cada gen responder especificamente a la disminucion del aminogcido apropiado,
aumentando la expresion de la sintetasa. Se analizd la regién correspondiente al lider del
mRNA del gen tyrZ de T. ferrooxidans, para buscar elementos de la estructura secundaria que
permitieran predecir un mecanismo de regulacién del gen #yrZ. En esta biisqueda se encontrd
segme;ltos de nucleGtidos en la region lider que comparten algiin grado de similitud con los
presentes en Ia region lider de genes de aaR$ de bacterias Gram (+). Se observé Ia presencia
de un par de secuencias repetidas invertidas seguidas de varios residuos de timidina, similares
a los terminadores de Ia transcripeién independiente de rho: una secuencia de 13 nucle6tidos,
similar a Ia caja T de Gram (+); un codén de tirosina en una posicién parecida a la que ocupa
el codén en Ia estructura secundaria predicha para el lider del mRNA de tyrZ de B. subtilis.
Estos rasgos sugieren que un mecanismo de terminacién/antiterminacion de Ia transcripcion
puede operar en la regulacion de la expresion del gen #y7Z de T. ferrooxidans. En relacion a
estos posibles elementos regulatorios es necesario hacer las siguientes consideraciones: en
m lugar, los terminadores de la transcripcion independientes de rho se caracterizan pOr ser
secuencias con alto contenido de G y C. Este es también un rasgo sobresaliente en los
terminadores de la regién lider del mRNA de genes de sintetasas en Gram (). Este factor
contribuye a la estabilidad de Ia estructura tipo horquilla que se formaria en el RNA, que a su
vez se correlaciona con la eficiencia de terminacién (Yager y von Hippel, 1987). El largo de la
extensién de politimidinas que se encuentra en todos los terminadores transcripcionales
también parece ser determinante de Ia fuerza del terminador (Lynn y cols., 1988). Las

secuencias repetidas invertidas presentes en Ia regién 5° no codificantes de tyrZ no son
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particularmente ricas en G y C (aproximadamente 30 % G+ C), y presentan un par de bases
que no son complementarias, lo que sugiere la formacién de una horquilla imperfecta. Estos
antecedentes permiten predecir que si estas secuencias forman un terminador funcional la
eficiencia de este terminador serd baja. En experimentos fituros se pretende analizar la
ﬂmcioﬁ.;lﬁdad de este hipotético terminador mediante experimentos de proteccién del RNA a
la digestién con nucleasa S1, por una sonda de DNA marcada radiactivamente. Este tipo de
experimentos permitiria detectar e} RNA. generado por terminaci6n en el posible terminador
de la transcripcién. Otra alternativa es el andlisis de los RNA generados en experimentos de
transeripeion in vitro, utilizando como molde el DNA correspondiente a la region lider del gen
tyrZ.

Se analizé la posibilidad de que Ia caja T descrita en Ia region lider del gen H7Z se
asocie al brazo més proximo del supuesto terminador de la transcripcidn para formar Ia
estructura antiterminadora, que segiin el modelo en Gram (+) seria predominante en una
situa*;cién de carencia de tirosina. Para la formacién de esta estructura se requiere que ambas
secuencias sean complementarias, lo que no se cumple totalmente. Sin embargo, la secuencia
de la caja T en cierta extensién es complementaria al extremo més distal del terminador y a la
secuencia de uridinas. Si Ia interaccién de estas dos secuencias impide Ia formacién de un
terminador funcional, es posible que, aunque levemente diferente del antiterminador prototipo
de la regién lider de genes de sintetasas de Gram (+), cumpliera Ia misma funcién que aquelia
estructura. En el modelo de antiterminacion, se postula que el tRNA™" interacciona con la

estructura secundaria del RNA lider de genes de sintetasas, por un lado a través de la
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asociacion del anticodén con el codon presente en una burbuja lateral, y por ofro con bases
complementarias al extremo 3’ del tRNA presentes en el antiterminador. La region lider de
yrZ contiene un coddén para tirosina en una posicién similar, y presenta la secuencia
complementaria al extremo aceptor del tRNA™ de E. coli en el supuesto antiterminador. La
preser;cia de estos elementos en la regién lider de f7Z sugiere que el tRNA™" podria estar
participando en la regulacién de la expresion del gen, mediante un mecanismo de
terminacion/antiterminacién de Ia transcripcién.

Como se sefialé en la Introduccion, T. ferrooxidans es una bacteria Gram (-),
perteneciente 2 la subdivision B de las Protebacterias. El mecanismo de regulacién de la
expresion de aaRS por antiterminacién de Ia transcripcion ha sido descrito hasta el momento
s6lo en bacterias Gram (+). Ya que la separacién de Protebacterias y Gram (+) es un evento
ancestral, es probable que existan otras bacterias Gram (-) que compartan este mecanismo de
regulacién. Por otro Iado, este mecanismo es comiin para la regulacién de la mayoria de los
gen;:s de sintetasas de bacilos Gram (+). Por lo tanto, para investigar estos aspectos serd
necesario ana.hzar las secuencias de genes de aaRS provenientes tanto de otros
micoorganismos Gram (-) como del propio T, ferrooxidans.

Otra alternativa de regulacion de la expresién por terminadores de la transcripcién es
por atenuacion. La presencia de terminadores de la transcripeion independientes del factor rtho
en la regién h’der‘ de unidades transcripcionales es un rasgo caracteristico de operones
biosintéticos de amino4cidos, en que la tramscripcién se regula por el mecanismo de

atenuacion (Landick y Yanofsky, 1987). Sin embargo, el RNA lider de fy7Z no presenta un
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marco de lectura pequefio para la traduccidn de un péptido con un alto contenido del
aminoacido correspondiente, que es otra caracteristica de los genes regulados por este
mecanismo. Por esta razon se descart6 que este corresponda al mecanismo de regulacién de la
expresion de HrZ.

En bacterias existen otros ejemplos de sistemas que fincionan para generar
antiterminacion de la transcripcidn, tales como el descrito en el caso de los operones de rRNA
y en la regulacién de la expresién del operén bgl. El sistema de antiterminacién de la
transcripcién de genes de tTRNA de bacterias es similar al modelo propuesto para el
bacteriéfago A (Richardson, 1991), presumiendose que existe para impedir la terminacién
prematura en sitios internos dependientes del factor rho, en el transcrito de rRNA (revisado en
Condon y cols., 1995). La antiterminacién depende de la presencia de una secuencia
conservada, denomimada caja A, presente en todos los operones de rRNA de E. coli y de
otras bacterias. Esta secuencia se localiza en dos posiciones: rio abajo del promotor P2 y en Ia
regi;’m localizada entre el gen de rRNA 168 y 23S. Precediendo a la caja A de Ia regién lider
se encuentra una estructura de horquilla denominada caja B, que parece ser importante en la
antiterminacién en el fago A. La region lider del RNA de #yrZ contiene una secuencia similar a
la caja A identificada en la regién lider del operén rnT2 de T. ferrooxidans (Takamiya y cols.
1090) (Fig. 4, nucledtidos 188 al 198), aunque no se observa una estructura secundaria que
pudiera cumplir la funcién de Ia caja B. Sin embargo este mecanismo, que estd asociado a
terminadores dependientes de rho, hasta ahora ha sido descrito exclusivamente en operones de

1RNA, donde es findamental en la mantencién de los niveles de expresion de estas moléculas,
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que no son protegidas de la accién del factor rho por la maquinaria traduccional. En primera
instancia es posible suponer que Ia asociacion transcripcional dé #7Z con el operén rrmT2, un
operén ribosomal, plantee la necesidad de Ia presencia de un sistema de antiterminacion de la
transcripeion en la regién lider de #yrZ. Sin embargo, un gen que codifica para un producto
proteic;) podria no requerir de este mecanismo de proteccién. Adicionalmente, es poco
probable que un mecanismo de este tipo estuviera asociado a una terminacién independiente
de rho como, la descrita en el gen fyrZ.

En E. coli, Ia expresion de proteinas que participan en el metabolismo de B-glucésidos
se induce en presencia de estos compuestos, por un mecanismo de terminacién/aniterminacion
de Ia transcripcion de los genes correspondientes, codificados en el operén bg! (Mahadevan y
Wright, 1987; Houman y cols., 1990). Un elemento central de la regulacién del operén es ia
presencia de dos terminadores transcripcionales independientes de tho, que flanquean al gen
bglG, el primero del operdn. BglG, el producto de bglG, tiene 1a propiedad de unirse
espe;ciﬁcamente a una regi6én del ambos terminadores. La interaccién de la proteina BglG con
el RNA interfiere con la fincién de la horquilla en e} mecanismo de terminacion, provocando
un aumento de la transcripeion del operén completo. La capacidad de BglG de unirse al RNA
depende de su estructura cuaternaria, que es controlada por el grado de fosforilacién, que a su
vez se regula en respuesta al nivel de B-glucésidos en el medio (Amster-Choder y cols., 1989).
El operén bgl tiene en comiin con #yrZ la presencia en la regién lider de un terminador de la
transcripcién independiente del factor rho. Si Ia secuencia de Ia caja T, que se sobrepone al

terminador en una corta extension, constituyera un sitio blanco para un factor regulador de la
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expresién de #y7Z, podria operar un mecanismo de regulacién similar en ambos casos. Sin
embargo, en frZ existen ademds otros elementos estructurales, como el codén de tirosina, y
la estructura secundaria general del RNA, que sugieren un mecanismo de regulacién de la

terminacién independiente de rho diferente.

Proyecciones del trabajo realizado en esta tesis.
De acuerdo a los resultados obtenidos en esta tesis, las proyecciones del trabajo

experimental pueden asociarse en tres partes:

1.- Efecto de la carencia de tirosina sobre la expresion de la tirosil tRNA sintetasa de T,
ferrooxidans.

Para conocer el nivel al cual se produce el efecto de la carencia de tirosina en la
actividad de Ia tirosil tRNA sintetasa serd necesario analizar la sintesis de Ia tirosil tRNA
sint.etasa, por gjemplo mediante la deteccién y cuantificacién de la protefna en los distintos
medios de cultivo por la utilizacién de anticuerpos policlonales, dirigidos contra la tirosil
tRNA sintetasa de 7. ferrooxidans. Se analizard el efecto de hidroxamato de tirosina sobre los
niveles del mRNA de frZ mediante la metddica de extensién de un partidor. Estos
experimentos son de importancia findamental para establecer si el mecanismo de regulacion

de la expresién de fyrZ opera a nivel de la traduccién o de Ia transcripcion del gen.
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2.- Mecanismo de regulacién de Ia expresion de la tirosil tRNA sintetasa.

En esta tesis se ba propuesto un mecanismo de la regulacién de la expresién de un gen
de tirosil tRNA sintetasa. Ha quedado pendiente la confirmacién de la fincionalidad de las
seﬁalfsﬂestructumles presentes en la region 5° no codificante de #yrZ y la verificacidn del
mecanismo propuesto. Para abordar estas tareas, en etapas posteriores a esta tesis serd
imperativo el desarrollo de metédicas tendientes a probar la funcionalidad del potencial
terminador de Ia transcripcion, determinar la magnitud de la terminacién de la transcripcién en
ese sitic en mRNA provenientes de bacterias cultivadas en alta o baja disponibilidad de
tirosina.

Para estudiar la participacién del triplete que codifica para tirosina y por lo tanto del
tRNA™ en la regulacién de la transcripcion de frZ seria de gran utilidad disponer de
construcciones que contengan la regién 5° no codificante de #7Z mutada en esa secuencia,
por'ejemplo por un cambio a un codén para otro aminodcido o a un coddn sin sentido.
Considerando que no es posible introducir DNA exdgeno en T. ferrooxidans, existe la
posibilidad de transformar B. subtilis con estas construcciones fusionadas a un gen reportero y

analizar el efecto de Ia disponibilidad de tirosina en la expresion de este gen.

3.- Niimero de genes que codifican para Ia tirosil tRNA sintetasa de 7. ferroaxidans.
En E. coli, S. typhi y otros microorganismos Gram (), las aminoacil tRNA sintetasas

son enzimas codificadas por un solo gen, con excepcion de Ia lisil tRNA sintetasa (revisién en
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Grunberg-Manago, 1987; Putzer y cols., 1995). En base a este hecho, en el andlisis e
interpretacién de los resultados de actividad enzimética en carencia de tirosina se ha supuesto
que la actividad detectada en los extractos de T. ferrooxidans corresponde a la codificada por
el gen tyrZ, caracterizado en esta tesis. Esta suposicién se apoya ademés, en los resultados de
mmién al DNA gen6mico de T, _férrgoxidans que indicaban Ia existencia de una copia de
este gen en el cromosoma de la bacteria. Sin embargo, en esta discusién es necesario
considerar otras alternativas, como la posibilidad de que la actividad enzimética se origine en
un segundo gen funcional de tirosil tRNA sintetasa. En B. subtilis existen dos genes que
codifican para tirosil tRNA sintetasa, fyrZ y #yrS, cuyos productos son muy disfmiles entre si
(27 % de identidad en aminodcidos) (Glaser y cols., 1991; Henkin y Grundy, 1992). Uno de
estos genes, #yrZ, no se expresa en condiciones normales de proliferacion vegetativa, y el
mRNA se ha detectado sélo cuando #y7S no es funcional (Putzer y cols., 1995). El gen tyrZ
de T. ferrooxidans es muy similar al gen tyrZ de B subtilis (Salazar y cols., 1994), por lo que
se c;onsidera factible la existencia de un segundo gen para tirosil tRNA sintetasa en esa
bacteria. Es posible que ambos genes fireran muy diferentes entre si, lo que explicaria el hecho
que no se detectara en los experimentos de hibridizacion contra una sonda consistente en un
fragmento de DNA de #yrZ. Por otro lado, el gen #7Z de T. ferrooxidans se transcribe
débilmente, por lo que es necesario cuestionarse si la sintesis de tirosil tRNA sintetasa desde
tyrZ es suficiente para satisfacer los requerimientos de sintesis de proteinas de la célula. En
este sentido, es posible que la existencia de otro gen respondiera a Ia necesidad de una

segunda fuente de tirosil tRINA sintetasa. Para abordar el problema del niimero de genes de
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tirosil tRNA sintetasa en T. ferrooxidans es fundamental contar con la posibilidad de
manipular los genes de esta bacteria. Las aaRS son enzimas findamentales para la viabilidad
celular, por lo tanto, si existe un segundo gen fimcional de tirosil tRNA sintetasa en T,

Jerrooxidans, las bacterias deberfan sobrevivir a la inactivacién del gen frZ.




CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en esta tesis se puede concluir lo siguiente:

i - Existe sélo una copia del gen fy7Z en el genoma de T ferrooxidans.

. = El producto del gen oyrZ de T, ferrooxidans es capaz de complementar una
mutacién termosensible en el gen HrS de E. coli, por lo que se concluye que #rZ
codifica para una tirosil tRNA sintetasa fincional.

- Mediante PCR de ¢cDNA de T. ferrooxidans se logré detectar el mRNA de tyrZ,
por lo tanto se concluye que el gen se transcribe in vivo.

- El extremo 5° del mRNA de #yrZ se localiza aproximadamente 350 nucledtidos
rio arriba del supuesto inicio de Ia traduccién del gen yrZ.

- No se detect6 un producto de cotranscripcion de #yrZ y del operén ribosomal
rm.TZ. Sin embargo, la posibilidad de Ia cotranscripcién no se puede descartar totalmente,
debido a Ia probable inestabilidad de un precursor que abarque ambos genes.

- El operén ribosomal r7nT2 se transcribe a partir de un promotor localizado
aproximadamente 140 pb rio arriba del inicio del rRNA 16S. Es probable que ademas
exista transcripcién del rRNA a partir de un promotor localizado en Ia regi6n interna de
yrZ.

- En bacterias cultivadas en presencia de hidroxamato de tirosina, una condicién
de carencia artificial de este aminodcido, la actividad especifica de la tirosil tRNA

sintetasa de 7. ferrooxidans aumenté 6 a 7 veces en comparacion a la actividad en las

128




129

bacterias cultivadas en exceso de tirosina. Posiblemente este aumento se debe a un
incremento en la velocidad de sintesis de la enzima en la condicién de carencia artificial
de tirosina.

- En la regién del DNA correspondiente al lider del mRNA de tyrZ se detectd
elemeﬂtos de secuencia y de la estructura secundaria del RNA que sugieren que la
expresion del gen #yrZ dependiente de la disponibilidad de tirosina, se regula por un
mecanismo de terminacién/antiterminacién de la transcripcién, similar al sistema de

regulacion de Ia expresion de genes de aaRS de bacterias Gram ().
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