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1. Introducció 

Les proteïnes bacterianes associades al nucleoide (NAPs) juguen un paper clau en 

l’organització, la replicació, la segregació, la reparació i l’expressió del cromosoma 

(revisat a Browning et al., 2010). L’estudi de nous membres de les famílies de proteïnes 

associades al nucleoide, així com de proteïnes paràlogues a les ja conegudes, és 

important per entendre millor el seu paper biològic. En aquest treball, ens vam proposar 

estudiar a Escherichia coli la relació entre la proteïna associada al nucleoide Hha, 

caracteritzada al grup de recerca, i altres proteïnes que es pensava que podien ser 

paràlogues de la proteïna Hha: YdgT, la subunitat θ de l’ADN polimerasa III, i YmgB.  

En el primer capítol d’aquesta introducció és dóna una visió general de les proteïnes 

associades al nucleoide i la seva implicació tant en la compactació del material genètic 
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bacterià com en la regulació de l’expressió gènica. En els dos capítols posteriors, es 

detallen les característiques de les famílies de proteïnes associades al nucleoide H-NS i 

Hha (dins la qual s’inclou la proteïna YdgT), degut a la rellevància que tenen en aquest 

treball. Finalment, els dos darrers capítols estan dedicats a les altres dues proteïnes 

objecte d’estudi: la subunitat θ de l’ADN polimerasa III i la proteïna YmgB. 
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1.1. Regulació global i proteïnes associades al nucleoide 

Una de les principals característiques de la cèl·lula bacteriana és la seva capacitat per 

adaptar-se ràpidament als freqüents canvis ambientals de l’entorn en el que es 

desenvolupa. Els bacteris estan constantment analitzant les condicions físico-químiques 

extracel·lulars i l’estat metabòlic intern, de tal manera que poden respondre als estímuls 

modificant el seu patró d’expressió gènica. El punt on existeix una major regulació de 

l’expressió gènica és a l’inici de la transcripció, tot i que els nivells d’ARN missatger 

(ARNm) estan també regulats durant l’elongació i la terminació. A Escherichia coli 

gairebé un 8% dels gens estan involucrats en la transcripció i la regulació de la mateixa. 

En fase de creixement, E. coli conté unes 2000 molècules del nucli de l’enzim ARN 

polimerasa, encarregat de dur a terme la transcripció, (Ishihama, 2000). Aquest nombre 

és inferior als 4450 gens del genoma d’E. coli K12. Per tant, existeix una competència 

pel que fa a la unió a l’ARN polimerasa, de tal manera que el patró de transcripció d’un 

genoma depèn del control en la distribució d’aquest enzim. Aquest control es du a terme 

a través de l’acció de factors σ, de factors de transcripció i del grau de 

superenrotllament de l’ADN, el qual depèn, entre altres, de la composició de proteïnes 

associades al nucleoide unides a l’ADN (Ishihama, 2010).  

L’organització del material genètic d’un organisme ha de ser compatible amb els 

processos de replicació de l’ADN, segregació del cromosoma i expressió gènica. En els 

organismes eucariotes, les proteïnes capaces de plegar l’ADN i mantenir-lo compactat 

són conegudes com a histones, i tant la seva funció estructural sobre la cromatina com la 

seva influència en la transcripció de l’ADN estan molt estudiades (Avvakumov et al., 

2011). Pel que fa al regne Bacteria, en un inici es van considerar un grup de proteïnes 

com a histones però més endavant, degut a diferències en la seva naturalesa respecte a 

les histones eucariotes, van passar a anomenar-se proteïnes associades al nucleoide 

(NAPs) o tipus histona (histone-like). Aquesta denominació reflecteix la seva 

localització sense implicar necessàriament una similitud estructural i funcional amb les 

histones eucariotes. Els membres del grup de proteïnes associades al nucleoide són 

nombrosos, diversos i no sempre es classifiquen de la mateixa manera. En els bacteris 

Gram-negatius, com Escherichia coli, s’han identificat com a mínim 12 tipus diferents 

de proteïnes associades al nucleoide, cadascuna de les quals es caracteritza per unes 
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preferències d’unió a l’ADN determinades, pel tipus d’interacció amb l’ADN i pel seu 

patró d’expressió (Taula 1.1). 

Proteïna  Envolta 
l’ADN 

Forma 
ponts amb 

l’ADN 

Corba 
l’ADN Regió d’unió Massa 

molecular 
Dimerització/ 

multimerització 

HU Si ND Si 
preferència per ADN ric en AT o 

corbat 
~9 kDa 

Heterodímer (per 

ex., HUα–HUβ) 

Lrp Si Si ND 
(T/C)AG(A/T/C)A(A/T)ATT(A/

T)T(A/T/G)CT(A/G) 
~18 kDa Homodímer 

MukB ND Si ND ND ~175 kDa Homodímer 

Fis Si Si Si 
Extensions de 17 pb  riques en 

AT  
~11 kDa Homodímer 

H-NS ND Si ND 
ADN ric en AT i 

TCGATAAATT 
~15 kDa 

Homodímer o 

heterodímer (H-

NS–StpA) 

IHF ND ND Si (A/T)ATCAANNNNTT(A/G) ~11 kDa 
Heterodímer 

(IHFα– IHFβ) 

Dps ND ND ND ND ~19 kDa 
Monòmer o 

dodecàmer 

StpA ND Si ND ADN ric en AT ~15 kDa 

Homodímer o 

heterodímer (H-

NS–StpA) 

CbpA ND ND ND ADN corbat ~33 kDa 

Homodímer o 

heterodímer 

(CbpA–CbpM) 

CbpB ND ND ND ADN corbat ~33 kDa Monòmer 

EbfC ND Suggerit ND GTNAC ~11 kDa Homodímer 

MvaT ND Si ND ADN ric en AT ~11 kDa Homodímer 

*ND, no determinat. 

 

La majoria de NAPs tenen la capacitat d’unir-se a l’ADN, ja sigui envoltant-lo, corbant-

lo o formant ponts, fent variar d’aquesta manera l’estructura de la molècula d’ADN. De 

fet, és àmpliament conegut que les proteïnes associades al nucleoide poden alterar els 

nivells de superenrotllament de l’ADN cromosòmic (Travers i Muskhelishvili, 2005). 

Aquest fet és important ja que en molts casos l’activitat dels promotors depèn del nivell 

de superenrotllament, el qual facilita el contacte de factors de transcripció amb l’ARN 

polimerasa. La importància de les proteïnes associades al nucleoide pel que fa a la 

Taula. 1.1. Membres del grup de proteïnes associades al nucleoide de bacteris Gram-negatius. 

Adaptat de Dillon i Dorman, 2010. 
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regulació de l’expressió gènica està recolzada per estudis d’immunoprecipitació de 

cromatina “ChIP-chip” en els quals es mostra com les proteïnes H-NS, IHF i Fis d’E. 

coli s’uneixen majoritàriament a regions reguladores intergèniques (Grainger et al., 

2006). Per tant, es pot afirmar que les proteïnes associades al nucleoide contribueixen 

tant a l’estructura del nucleoide bacterià com a la regulació de l’expressió gènica i són 

capaces de dur a terme aquests dos rols de manera simultània. D’entre elles, les més ben 

caracteritzades són la proteïna Fis (“Factor for Inversion Stimulation”), H-NS 

(“Histone-like Nucleoid Structuring”), HU (“Heat Unstable”) i IHF (“Integration Host 

Factor”). Cadascuna d’aquestes proteïnes és capaç de proporcionar una determinada 

estructura a l’ADN al qual s’uneixen. A la Fig. 1.1 es mostren les propietats de 

plegament de l’ADN de les principals NAPs. 

         

A continuació s’exposen les característiques més rellevants de les principals proteïnes 

associades al nucleoide: 

La proteïna Fis (“Factor for Inversion Stimulation”) és una proteïna associada al 

nucleoide l’abundància de la qual depèn de la fase de creixement. S’uneix com a 

homodímer a una seqüència consens d’ADN, generalment de 17 pb de longitud i rica en 

AT, excepte en les posicions 2 i 16 en les quals trobem residus G o C (Cho et al., 2008). 

Un cop unida a l’ADN, Fis provoca una curvatura d’entre 40 i 90º estabilitzant així el 

bucle d’ADN format. D’aquesta manera, Fis promou la compactació de l’ADN i regula 

la transcripció. Com a regulador transcripcional, Fis pot actuar com un repressor o com 

un activador depenent de la posició del seu lloc d’unió en relació a l’ARN polimerasa. 

Anàlisis d’expressió gènica amb microarrays d’E. coli indiquen que un 21% dels gens 

d’aquest bacteri estan modulats, directa o indirectament, per Fis (Cho et al., 2008). 

Alguns dels gens regulats per Fis estan involucrats en la traducció (ARN ribosòmic i 

ARN de transferència), virulència, formació de biofilm, metabolisme energètic, resposta 

Fig. 1.1. Propietats de plegament de l’ADN de les 

proteïnes associades al nucleoide (NAPs). Adaptat 

de Browning et al., 2010. 



INTRODUCCIÓ 

 

6 

 

a l’estrès, metabolisme intermediari, biosíntesi d’aminoàcids, transport, estructura 

cel·lular, metabolisme de compostos de carboni, metabolisme d’aminoàcids, motilitat i 

quimiotaxi (Ishihama, 20010). 

La proteïna associada al nucleoide H-NS (“Histone-like Nucleoid Structuring”) és una 

proteïna termo-estable i de baix pes molecular (15,4 kDa i 136 aminoàcids) però 

abundant, ja que se’n troben aproximadament 20.000 còpies per cèl·lula (Spassky et al., 

1984; Higgins et al., 1990; Ussery et al., 1994; Sonden i Uhlin, 1996). Les regions 

d’ADN a les quals s’uneix H-NS són seqüències d’ADN de doble cadena, corbades i 

riques en AT (Bracco et al., 1989; Yamada et al., 1990; Owen-Hughes et al., 1992). 

També s’ha suggerit una possible seqüència consens (Taula 1.1). H-NS intervé en el 

control de la transcripció d’un elevat nombre de gens en bacteris Gram-negatius. A E. 

coli, H-NS actua com a regulador negatiu de l’expressió gènica controlant fins a un 5 % 

dels gens (Hommais et al., 2001; Schroder i Wagner, 2002). En ocasions, l’activitat 

d’H-NS és modulada a través de la seva interacció amb altres NAPs, per exemple els 

membres de la família Hha-YmoA (veure apartat 1.3.1.2). Degut a la importància del 

paper de les famílies de proteïnes H-NS i Hha en aquest treball, a l’apartat 1.2 i 1.3 

d’aquesta introducció s’exposen de manera més extensa les propietats i característiques 

de les mateixes. 

La proteïna HU (“Heat Unstable”) és una de les poques NAPs bacterianes que és 

veritablement una proteïna tipus histona tenint en compte la seva seqüència 

d’aminoàcids. De fet, la histona eucariota HMGB pot complementar els efectes d’HU 

pel que fa al superenrrotllament de l’ADN en una cèl·lula bacteriana d’E. coli mutant en 

aquesta NAP (Becker et al., 2008). Es tracta d’una proteïna formada per dues 

subunitats, HUα i HUβ, les quals tenen un 70% d’identitat en la seva seqüència 

d’aminoàcids. A E. coli, HU existeix tant en forma d’homodímer com d’heterodímer de 

les seves subunitats, en funció de la fase de creixement. La interacció d’HU amb l’ADN 

no és específica tot i que sembla tenir preferència per regions de l’ADN deformat o 

torçat, com els encreuaments de diverses cadenes d’ADN. A baixes concentracions, HU 

augmenta la flexibilitat de l’ADN. Però, a altes concentracions d’HU, aquesta reforça 

l’estructura de l’ADN proporcionant rigidesa. És interessant remarcar que s’ha proposat 

que els efectes estructurals sobre l’ADN d’HU i H-NS són oposats dintre del nucleoide. 

Mentre que H-NS té l’habilitat de compactar l’ADN, HU no compacta sinó que obliga a 
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formar superenrotllaments provocant la formació de molècules d’ADN circulars 

(Dorman i Deighan, 2003) (Fig. 1.2). 

    

Aquests efectes oposats d’H-NS i HU sobre l’estructura de l’ADN es reflecteixen també 

en els efectes sobre la regulació gènica: HU és capaç d’alleujar l’activitat repressora 

d’H-NS i en mutants HU la repressió de la transcripció exercida per H-NS es veu 

incrementada (Dame i Goosen, 2002). 

IHF (“Integration Host Factor”) fou descrita per primera vegada com a cofactor en el 

procés de recombinació del bacteriòfag λ (Craig i Nash, 1984). Es tracta d’una NAP que 

pot desenvolupar diversos rols i unir-se a diferents regions d’ADN. Generalment, IHF 

corba l’ADN diana formant una U, facilitant d’aquesta manera el contacte d’altres 

NAPs i factors de transcripció amb l’ARN polimerasa (Fig. 1.1). A més de regular la 

transcripció, IHF té un paper en l’estructura del nucleoide, en la replicació del 

cromosoma (Leonard i Grimwade, 2005) i en processos de transposició (Haniford, 

2006).  

L’activitat transcripcional d’una cèl·lula bacteriana varia en funció del seu estat 

fisiològic, la qual cosa està directament relacionada amb el grau de superenrotllament 

de l’ADN, i per tant amb les NAPs. Les cèl·lules en fase exponencial tenen més 

dominis de superenrotllament i una major activitat transcripcional. En canvi, quan el 

creixement disminueix (fase estacionària o d’inanició), l’estructura del nucleoide es 

relaxa i hi ha una reducció en l’activitat transcripcional (Fig. 1.3). 

Fig. 1.2. Propietats de plegament de l’ADN oposades de 

les proteïnes associades al nucleoide H-NS i HU. 

Adaptat de Dorman i Deighan, 2003. 
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A. Fase exponencial de creixement B. Fase estacionària de creixement

ARN polimerasa en
els promotors d’ARN H-NS

Fàbriques
transcripcionals Fis

 

 

L’expressió de les diverses NAPs descrites varia durant el desenvolupament d’un cultiu 

bacterià (Fig. 1.4) (Ali Azam et al., 1999). És a dir, no totes les NAPs estan sempre 

presents. Per exemple, Fis assoleix uns nivells molt elevats en fase exponencial però 

gairebé no es detecta en fase estacionària. En canvi, IHF és més abundant a mesura que 

el cultiu entra en fase estacionària. H-NS es manté més o menys estable al llarg de la 

corba de creixement. Aquesta situació dinàmica dins del nucleoide bacterià té 

implicacions importants pel que fa al rol d’aquestes proteïnes com a moduladores de 

l’expressió gènica.  

Fig. 1.3. Les proteïnes associades al nucleoide tenen influència en el superenrotllament de l’ADN de 

manera diferencial en funció de la fase de creixement. En A (fase exponencial) els dominis del 

cromosoma es troben superenrotllats negativament i H-NS i Fis es troben en abundància associats amb 

els set operons d’ARN ribosomal. En aquest esquema es mostren dos casos en què aquests 

components es troben formant “fàbriques transcripcionals” o zones del nucleoide on els promotors són 

altament transcrits. En B (fase estacionària)  els dominis d’ADN estan relaxats i poc superenrotllats. 

Adaptat de Dillon i Dorman, 2010. 
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Com ja s’ha esmentat, el conjunt de famílies de proteïnes associades al nucleoide està 

en constant evolució degut a l’aparició de nous membres els quals s’expressen només en 

determinades situacions. Un exemple és la proteïna Dps (“DNA Protection during 

Starvation”), la qual s’expressa durant la fase estacionària (Fig. 1.4) i té un paper 

protector de l’ADN. No obstant això, els canvis en el els nivells relatius de NAPs al 

llarg de la corba de creixement no només són deguts a canvis en l’estat fisiològic, sinó 

que també hi estan implicats altres mecanismes que tenen lloc simultàniament a la 

cèl·lula, com el pas de les forquilles de replicació durant el cicle cel·lular. Per exemple, 

recentment s’han considerat com a NAPs un grup de proteïnes relacionades amb la 

replicació del cromosoma: DnaA, SeqA i IciA, les quals tenen preferència per unir-se a 

regions de l’ADN riques en AT (Azam i Ishihama, 1999). SeqA s’uneix a seqüències 

d’ADN que són metilades o hemi-metilades en funció del moment del cicle de 

replicació de l’ADN, contribuint negativament al control de la iniciació de la replicació 

del cromosoma (Prieto et al., 2007). IciA i DnaA actuen  de manera antagònica sobre 

l’OriC, on l’acció d’IciA està encaminada a inhibir el procés d’iniciació (Hwang i 

Kornberg, 1992). 

La característica més important comuna per totes les NAPs és la seva capacitat per unir-

se a seqüències d’ADN poc específiques. Això, les converteix en excel·lents reguladors 

transcripcionals globals ja que són capaces de modular l’expressió d’un ampli rang de 

gens. 

 

Fig. 1.4. Patró d’expressió de les proteïnes associades al nucleoide (NAPs) al llarg de la corba de 

creixement. Extret de Dillon i Dorman, 2010. 
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1.2. La família de proteïnes H-NS 

La família de proteïnes H-NS està formada per un grup de proteïnes que comparteixen 

una mateixa estructura i que, addicionalment a la seva capacitat d’unir-se a seqüències 

d’ADN i modificar la seva estructura, regulen l’expressió gènica en bacteris. Molts dels 

gens regulats per aquest grup de proteïnes han estat adquirits per transferència 

horitzontal i, en alguns casos, estan relacionats amb la virulència. Algunes de les soques 

patògenes en les que H-NS està implicada en la regulació de la virulència són: E. coli 

uropatogèniques (Goransson et al., 1990; White-Ziegler et al., 1998; Madrid et al., 

2002b), E. coli enterotoxigèniques (Trachman i Maas, 1998), Shigella flexneri (Maurelli 

i Sansonetti, 1988; Dorman et al., 1990; Hromockyj et al., 1992; Tobe et al., 1993; 

Dorman i Porter, 1998), Salmonella typhimurium (Harrison et al., 1994), Vibrio 

cholerae ((Nye i Taylor, 2003)) i Yersinia enterocolitica (Nieto et al., 2002). A més, 

s’han trobat proteïnes amb una seqüència aminoacídica similar a la d’H-NS a 

microorganismes patògens com Mycobacterium tuberculosis (Gordon et al., 2008) i 

Pseudomonas aeruginosa (Castang et al., 2008). 

Els membres d’aquesta família més estudiats són les proteïnes H-NS d’E. coli i S. 

enterica serovar typhimurium i el seu paràleg StpA. 

1.2.1. La proteïna H-NS 

1.2.1.1. Característiques generals de la proteïna H-NS 

La proteïna H-NS està codificada pel gen hns, el qual es troba localitzat al minut 27,8 

del cromosoma d’E. coli. Es tracta d’un gen de còpia única, encara que el mateix 

cromosoma també codifica per un gen paràleg, el gen stpA. El gen hns es transcriu 

independentment dels gens que el flanquegen i és capaç d’autoregular negativament la 

seva pròpia expressió (Hulton et al., 1990; Dersch et al., 1993; Ueguchi i Mizuno, 1993; 

Falconi et al., 1993). Mutacions en el gen hns (que també ha rebut el nom d’H1, osmZ, 

virR, drdX, bglY, pilG) han estat descrites en diferents espècies de bacteris Gram-

negatius al llarg del temps (Falconi et al., 1991; Hinton et al., 1992; Yoshida et al., 

1993; Mojica i Higgins, 1997; Donato et al., 1999; Scott et al., 2003). Aquestes 

mutacions van ser descrites a causa de l’alteració que produeixen sobre l’expressió de 

diferents gens que estan regulats, en molts exemples, per temperatura o osmolaritat. Les 

mutacions en el gen hns són altament pleiotròpiques ja que la proteïna H-NS regula 
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gens que intervenen en diferents processos cel·lulars. Es considera que H-NS és un 

regulador global de la transcripció que controla l’expressió d’aproximadament el 5 % 

dels gens a E. coli (Hommais et al., 2001).  

El mecanisme molecular a través del qual H-NS actua com a modulador de l’expressió 

gènica encara no es coneix en tot detall. H-NS s’uneix preferentment a regions d’ADN 

de doble cadena, corbades i riques en AT (Bracco et al., 1989; Yamada et al., 1990; 

Owen-Hughes et al., 1992). Com ja s’ha esmentat, H-NS és bàsicament un repressor de 

l’expressió gènica ja que, un cop unit a l’ADN, forma uns complexes nucleoproteics 

que impedeixen la transcripció per l’ARN polimerasa. Degut al paper que juga en el 

control de l’expressió de material gènic obtingut per transferència horitzontal 

(Horizontal Gene Transfer, HGT), recentment molts autors s’han referit a H-NS com a 

repressor universal i guardià del genoma (Fang i Rimsky, 2008; Dillon i Dorman, 

2010).  

Pel que fa referència a l’estructura, H-NS presenta dos dominis proteics: el domini N-

terminal és el responsable de l’oligomerització, mentre que la unió a l’ADN es produeix 

en el domini C-terminal (Ueguchi et al., 1996; Shindo et al., 1999) (Fig. 1.5). 

 

Tot i que el domini N-terminal es defineix com el domini d’oligomerització, s’ha descrit 

que els 20 primers aminoàcids d’aquest domini són els responsables del silenciament 

genètic exercit per H-NS (mutacions en aquests aminoàcids eviten la formació 

d’oligòmers d’elevat ordre). A més, aquesta regió participaria també, juntament amb el 

Fig. 1.5. Representació esquemàtica dels dominis funcionals de la proteïna H-NS. Es mostra el domini 

N-terminal, que conté tres α-hèlixs (H1, H2 i H3), a través del qual H-NS forma oligòmers 

interaccionant amb si mateix o amb altres proteïnes (de l’aminoàcid 1 al 64), la regió flexible central i 

el domini C-terminal d’unió a l’ADN format pels bucles B1 i B2 i acabat en una α hèlix (H4) i una 

hèlix α 310. Extret de Tendeng i Bertin, 2003. 
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domini C-terminal, en el reconeixement de les zones d’ADN corbades i, per tant, en la 

unió a l’ADN (Dorman, 2004). El domini N-terminal d’oligomerització de la proteïna 

H-NS li permet, a més de la formació d’oligòmers, interactuar amb altres proteïnes que 

mostrin el mateix tipus de domini (Dorman et al., 1999). Aquesta formació 

d’heteròmers permet una modulació diferent de l’expressió gènica. 

Existeix controvèrsia pel que fa a l’estat d’oligomerització que presenta H-NS a la 

cèl·lula, tot i que sembla que es troba predominantment en forma de dímer o d’oligòmer 

(Ueguchi et al., 1996; Smyth et al., 2000). Els dímers d’H-NS contenen dos dominis 

d’unió a l’ADN els quals permeten la formació de “ponts” ADN-H-NS-H-NS-ADN. 

Aquesta capacitat de formar ”ponts” amb l’ADN és essencial perquè H-NS pugui 

desenvolupar les seves funcions biològiques (Dame et al., 2005; Dame et al., 2006; 

Dorman, 2007; Stoebel et al., 2008).  

1.2.1.2. Unió a l’ADN i control de la transcripció 

Com ja s’ha esmentat, H-NS s’uneix a regions no específiques de l’ADN riques en AT i 

que contenen una corbatura intrínseca. Tanmateix, un estudi recent ha identificat una 

seqüència d’ADN, 5’-TCGATATATT-3’, a la qual H-NS s’uniria amb una gran afinitat 

(Lang et al., 2007). Un gran nombre de promotors d’E. coli contenen aquestes regions 

d’ADN de doble cadena, corbades i riques en AT per les que H-NS té gran afinitat 

(Bracco et al., 1989). Tot i això, existeixen alguns casos, com en els gens proU i bgl, en 

què H-NS requereix, a més de la unió amb el promotor, la interacció amb regions que es 

troben després de l’inici de transcripció, denominades DRE (Downstreem Regulatory 

Elements) (Nagarajavel et al., 2007). 

La unió d’H-NS a l’ADN té lloc en dos passos: una interacció inicial del dímer d’H-NS 

a la cadena d’ADN, seguida de la unió cooperativa que permet la formació de “ponts” 

entre zones distals del cromosoma (Dame et al., 2005, 2006; Dorman, 2007). Aquesta 

capacitat de formar “ponts” permet a H-NS actuar tant com a compactador de 

l’estructura del nucleoide com a regulador de l’expressió gènica de manera simultània.  

Pel que fa al mecanisme molecular a través del qual H-NS és capaç de regular la 

transcripció, s’han postulat dues hipòtesis: el silenciament transcripcional degut a la 

formació de complexes nucleoproteics que impedeixen la progressió de la transcripció 

per l’ARN polimerasa (Schröder i Wagner, 2000; Prosseda et al., 2004; Madhusudan et 

al., 2005; Shin et al., 2005) i la repressió via topologia de l’ADN (Hulton et al., 1990; 
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Tupper et al., 1994; Mojica i Higgins, 1997). En ambdós casos es produeix la unió d’H-

NS a llocs específics, habitualment seqüències corbades relacionades amb algun 

promotor, produint-se una nucleació i polimerització de molècules d’H-NS al llarg de la 

seqüència d’ADN (Williams i Rimsky, 1997). Aquest procés condueix al cobriment de 

200-500 pb (Amit et al., 2003), i és el responsable de la inhibició de l’activitat del 

promotor en qüestió. 

El model de silenciament transcripcional proposa la formació d’un complex 

nucleoproteic H-NS-ADN que impedeix la correcta unió de l’ARN polimerasa i altres 

factors de transcripció al promotor. Aquest model inclou dos possibles mecanismes de 

repressió en els quals el complex nuceoproteic provocaria: (i) l’oclusió de l’accés de 

l’ARN polimerasa al promotor (Prosseda et al., 2004) (Fig. 1.6) o (ii) la captura de 

l’ARN polimerasa (Schröder i Wagner, 2000; Madhusudan et al., 2005; Shin et al., 

2005) (Fig. 1.7). El silenciament transcripcional causat pel complex nucleoproteic H-

NS-ADN respon a senyals de tipus ambiental o a la unió d’altres proteïnes o factors de 

transcripció (Dorman i Deighan, 2003).  Aquest és el cas, per exemple, del control per 

temperatura dels gens hly d’E. coli (Madrid et al., 2002b) i del promotor de virF de 

Shigella flexnerii (Falconi et al., 1998; Prosseda et al., 2004) (Fig. 1.6).  

 

 

 

Fig. 1.6. Regulació del gen virF de Shigella flexneri per la proteïna H-NS. El promotor del gen virF 

presenta dues seqüències d’unió a la proteïna H-NS (posicions -1 i -250). A baixa temperatura, es 

forma un complex nucleoproteic que impedeix la unió de l’ARN polimerasa i, per tant, es reprimeix la 

transcripció. Un increment en la temperatura causa un canvi en l’estructura de l’ADN que provoca la 

pèrdua de contacte entre les molècules d’H-NS, fet que condueix a una desestabilització del complex i 

una desrepressió de l’expressió del gen virF (Dorman, 2004). 
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En el cas dels gens rrn d’E. coli (Schröder i Wagner, 2000), la unió d’H-NS a l’ADN 

provoca la captura de l’ARN polimerasa i la consegüent aturada de la transcripció (Fig. 

1.7).  

        

 

Aquest model de repressió de la transcripció per H-NS descrit en operons rrn de l’ARN 

ribosòmic va ser recolzat per dos estudis d’immunoprecipitació de cromatina “ChIP-

chip” en els quals es va observar la co-precipitació de l’ARN polimerasa i d’H-NS en 

més de la meitat dels llocs d’unió d’H-NS (Grainger et al., 2006; Oshima et al., 2006).  

L’altre model postulat per Hulton et al. és el de repressió via topologia de l’ADN el 

qual deriva de l’observació que la proteïna H-NS pot actuar directament sobre la 

topologia de l’ADN i produir canvis conformacionals a nivell local. Les curvatures 

causades a l’ADN per la unió d’H-NS impedirien la correcta unió d’altres proteïnes, 

factors de transcripció i sobretot de l’ARN polimerasa al promotor (Hulton et al., 1990). 

Està descrit que molts promotors són sensibles al superenrotllament de l’ADN i que un 

Fig. 1.7. Model de repressió de la transcripció per 

H-NS en operons rrn de l’ARN ribosòmic. 

L’oligomerització de la proteïna H-NS al llarg de 

determinades regions condueix a la formació d’un 

complex que evita que l’ARN polimerasa escapi 

del promotor i iniciï la transcripció. La proteïna 

Fis (en rosa) antagonitza en aquest cas la 

repressió mediada per H-NS, per disrupció del 

complex i l’alliberament de l’ARN polimerasa 

atrapada (Dorman, 2004). 
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augment de la flexibilitat pot promoure l’activitat d’un promotor (Tupper et al., 1994). 

En aquest cas, la formació del complex nucleoproteic H-NS-ADN podria provocar una 

disminució de la flexibilitat d’aquest, i aquesta rigidesa del promotor impediria que es 

portés a terme la transcripció del gen. A més, aquests complexes també eviten la unió de 

l’ARN polimerasa a la seqüència de l’ADN (Spassky et al., 1984; Rimsky et al., 2001; 

Schroder i Wagner, 2002). 

Els canvis en les propietats físico-químiques de la regió de l’ADN on s’uneix H-NS 

poden ser essencials perquè es produeixi la unió i es formi l’estructura de “pont” ADN-

H-NS-H-NS-ADN. A més dels efectes directes sobre l’estructura de l’ADN, la 

temperatura i/o altres factors poden influir en la capacitat d’H-NS per 

dimeritzar/oligomeritzar i per interaccionar amb l’ADN (Ono et al., 2005; Stella et al., 

2006). De fet i com ja s’ha indicat anteriorment, H-NS pot actuar com un sensor de 

canvis ambientals com la temperatura, l’osmolaritat o l’anaerobiosi i regular així 

l’expressió de diferents gens en resposta a aquets canvis.  

De tots els gens descrits a E. coli que es troben directa o indirectament afectats per la 

proteïna H-NS, un 35% formen part de l’embolcall cel·lular o estan regulats en funció 

dels canvis ambientals (osmolaritat, temperatura, pH o disponibilitat d’oxigen). Un 20% 

està implicat en la fase de creixement i codifiquen per a proteïnes implicades en 

l’aparell transcripcional o traduccional. Per altra banda, un altre 35 % dels gens afectats 

per la proteïna H-NS són de funció desconeguda, fet que indica que encara queden 

molts aspectes de la regulació d’aquesta proteïna que no es coneixen (Hommais et al., 

2001). Recentment, Ono i col·laboradors han determinat quins són els gens expressats 

diferencialment com a resposta a la temperatura a S. Typhimurium, i han observat que la 

termoregulació del 77% d’aquests gens depèn de la proteïna H-NS (Ono et al., 2005). 

S’ha proposat que canvis en la temperatura o l’osmolaritat eviten la polimerització d’H-

NS al llarg de l’ADN (Dorman i Deighan, 2003). 

A més de la regulació de l’expressió gènica, H-NS també participa en altres processos 

cel·lulars com ho demostra el fet que els mutants hns presenten fenotips pleiotròpics. 

S’ha proposat la implicació d’H-NS en processos de replicació de l’ADN i cicle 

cel·lular. Estudis de citometria de flux en mutants hns d’E. coli han permès detectar una 

disminució de la concentració d’orígens de replicació o ploïdia, així com un reduït 

nombre d’orígens per cèl·lula respecte a una soca salvatge (Atlung i Hansen, 2002). Per 
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últim, la proteïna H-NS pot actuar també a nivell post-transcripcional, jugant un paper 

important en l’estabilitat de l’ARN missatger o millorant l’eficiència de traducció 

(Yamashino et al., 1995; Deighan et al., 2000; Brescia et al., 2004; Park et al., 2010). 

1.2.1.3. Regulació de gens adquirits horitzontalment 

El paper de la transferència horitzontal de material genètic (Horizontal Gene Transfer, 

HGT) en l’evolució dels microorganismes ha estat extensament estudiat en els 

microorganismes patògens, i se sap que molts dels factors de virulència d’aquests 

bacteris han estat adquirits a partir de fonts externes com els fags, els plasmidis o els 

transposons. L’adquisició d’aquests elements permet un augment del repertori 

funcional. Aquestes regions mòbils tenen certes característiques comunes que les fan 

recognoscibles, com el fet que són relativament més riques en AT que el propi 

cromosoma (Navarre et al., 2007). 

L’adquisició de material genètic extern pot causar una disminució del fitness del bacteri 

receptor, ja sigui per integració de material en determinades regions funcionals del 

genoma, o per la incorporació de gens perjudicials per a la cèl·lula receptora. Fins i tot, 

en el cas de l’adquisició de nou material que proporcioni a la cèl·lula alguna funció 

d’utilitat, també es pot produir un impacte negatiu degut a que les noves adquisicions no 

estan integrades en els circuits de regulació del bacteri. 

Recentment, s’ha descrit el paper d’H-NS en el silenciament de l’expressió gènica 

d’elements genòmics adquirits de manera horitzontal. És més, el fet que H-NS s’uneixi 

quasi exclusivament a regions riques en AT i que tot i l’absència d’H-NS es mantingui 

l’estructura del nucleoide (Brunetti et al., 2001; Zimmerman, 2006), han suggerit que 

una funció important d’H-NS és silenciar l’expressió d’ADN HGT (Lucchini et al., 

2006; Navarre et al., 2006; Pflum, 2006). 

Diversos estudis d’immunoprecipitació de cromatina “ChIP-chip” duts a terme en els 

genomes d’E. coli (Grainger et al., 2006; Oshima et al., 2006) i de Salmonella 

Typhimurium (Lucchini et al., 2006; Navarre et al., 2006) han evidenciat la unió d’H-

NS a regions d’ADN riques en AT adquirides per transferència horitzontal. En el cas de 

Salmonella, aquestes regions pertanyen a gens de virulència, molts dels quals estan 

localitzats en plasmidis (O’Byrne i Dorman, 1994) i en illes de patogenicitat (Rhen i 

Dorman, 2005; Abrahams i Hensel, 2006; Ellermeier i Slauch, 2007). 
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La mutació hns en bacteris portadors de plasmidis i illes de patogenicitat dóna lloc a una 

disminució en el fitness bacterià, el qual queda restablert quan es complementa amb H-

NS. Per tant, H-NS és essencial per la prevenció de la disminució del fitness associat a 

una descontrolada expressió dels gens codificats en aquests elements adquirits per 

transferència horitzontal (Lucchini et al., 2006). El mecanisme mitjançant el qual es du 

a terme el control del material gènic extern permetent que la cèl·lula adquireixi noves 

funcions sense cap compromís en el fitness s’anomena silenciament xenogènic (Fig. 

1.8) (Navarre et al., 2007).  

              

 

Quan la cèl·lula requereix l’expressió d’aquests elements, H-NS ha de permetre la seva 

expressió alliberant el fragment d’ADN al que es troba unit. Els mecanismes mitjançant 

els quals H-NS desfà els complexes de repressió que impedeixen l’expressió dels gens 

adquirits horitzontalment s’anomenen mecanismes de contrasilenciament. Fins al 

moment, s’han postulat 4 mecanismes de contrasilenciament (Fig. 1.9) (Navarre et al., 

2007):  

 

Fig. 1.8. Adquisició d’ADN extern facilitat 

pel silenciament xenogènic. La unió d’H-NS 

a les seqüències riques en AT silenciarien 

l’expressió de l’ADN. Determinades 

condicions o la intervenció de proteïnes 

específiques podria alliberar aquest 

silenciament i permetre l’expressió de l’ADN 

quan es donessin les condicions adequades. 

Extret de Navarre et al., 2007. 
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A. El trencament dels complexes d’H-NS a causa de la multimerització 

d’antagonistes com per exemple H-NST (proteïna H-NS truncada amb activitat 

antagonista davant H-NS) (Williamson i Free, 2005) o la proteïna 5.5 del fag T7 

(Ali et al., 2011).  

B. La competència per la unió a l’ADN de proteïnes d’unió específica amb una alta 

afinitat per l’ADN, com per exemple ToxT o RovA. 

C. L’activació d’alguns promotors com el promotor spv de Salmonella o el 

promotor hdeAB d’E. coli pel factor sigma alternatiu σs. L’ARN polimerasa en 

associació amb σs podria activar selectivament gens xenogènics sota certes 

condicions d’estrès, condicions en les que la seva expressió podria resultar 

beneficiosa.  

D. Les alteracions en la geometria del promotor causades per proteïnes d’unió  o 

canvis ambientals, que trenquen la formació del complex H-NS, com per 

exemple al promotor virF de Shigella. 

Aquests mecanismes no són excloents entre ells i és possible que existeixi més d’un 

mecanisme que pugui estar actuant en algun d’aquests promotors (Navarre et al., 2007). 

 

 

 

Fig. 1.9. Mecanismes proposats de contrasilenciament de l’expressió d’ADN xenogènic. Extret de 

Navarre et al., 2007. 
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1.2.2. La proteïna StpA, paràleg d’H-NS 

El gen stpA (Supressor of td- mutant phenotype A) va ser identificat l’any 1992 en base 

a la seva habilitat de suprimir el fenotip mutant en el gen td- del bacteriòfag T4 

contingut en un plasmidi (Zhang i Belfort, 1992). Poc després, la proteïna StpA va ser 

identificada per la seva capacitat, al ser sobreexpressada, de complementar la repressió 

exercida per H-NS sobre el gen adi (Shi i Bennett, 1994). A partir d’aquest moment, 

StpA va ser reconeguda com a paràleg d’H-NS a E. coli.  

StpA i H-NS tenen gairebé el mateix tamany molecular (134 i 137 residus, 

respectivament) i mostren un 58% d’identitat pel que fa a la seqüència d’aminoàcids. La 

identitat és major en el domini C-terminal d’unió a l’ADN (73% d’identitat) que en N-

terminal (51% d’identitat) (Fig. 1.10).  

 

Donada l’elevada similitud entre la seqüència d’StpA i H-NS, no sorprèn el fet que 

també comparteixin algunes funcions i mecanismes d’acció. Les dues proteïnes poden 

contenir el superenrotllament, unir-se a regions corbes de l’ADN i inhibir la 

transcripció. A més, existeix una regulació creuada de l’expressió entre ambdues 

proteïnes les quals també poden autoregular la seva pròpia expressió (Sonden i Uhlin, 

1996; Zhang et al., 1996). En mutants hns, l’expressió d’stpA es troba molt augmentada, 

la qual cosa compensa parcialment el fenotip d’aquests mutants hns (Sonnenfield et al., 

2001; Free et al., 1998). El conjunt de gens regulats per StpA a E. coli es troba englobat 

dins del reguló H-NS (Fig. 1.12). És a dir que, en condicions estàndard de creixement al 

laboratori (medi LB, creixement a 37ºC), no s’ha identificat cap gen que estigui regulat 

únicament per StpA (sense estar-ho també per H-NS) (Dorman et al., 1999; Doetsch et 

al., 2010). De manera coherent amb això, mentre que la mutació hns provoca uns 

Fig. 1.10. Alineament de les seqüències H-NS i StpA. Els asteriscs indiquen identitat, els dos punts 

forta similitud i el punt similitud.  
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efectes evidents en el creixement i en l’estructura cel·lular, a E. coli el mutant stpA no 

mostra un fenotip específic. En canvi, a diferència d’E. coli, a Salmonella aquesta NAP 

controla l’expressió d’un 5% dels gens del genoma (Lucchini et al., 2009). 

StpA i H-NS poden interaccionar i formar complexes H-NS-StpA, la qual cosa evita la 

proteòlisi d’StpA per acció de la proteasa Lon (Johansson et al., 2001). En soques 

mutants hns, l’estabilitat d’StpA in vivo es veu disminuïda degut a la seva degradació 

(Johansson i Uhlin, 1999). A més, StpA, igual que H-NS, té la capacitat d’unir-se a la 

proteïna Hha i al seu paràleg YdgT (Paytubi et al., 2004). La formació dels complexes 

amb Hha i YdgT també protegeix a StpA de la ràpida degradació in vivo per la proteasa 

Lon. 

S’ha evidenciat que els patrons d’expressió al llarg de la corba de creixement d’StpA i 

d’H-NS són diferents. Sota condicions de creixement exponencial, el nombre de 

molècules d’H-NS estimat és de 20.000, mentre que el d’StpA és només d’unes 200 

(Spassky et al., 1984; Sonden i Uhlin, 1996; Williams i Rimsky, 1997; Free i Dorman, 

1997). En medi ric, StpA no és abundant, trobant-se només induïda la seva expressió en 

un període determinat de la fase exponencial de creixement. En canvi, sota condicions 

d’estrès osmòtic, a elevada temperatura o en condicions de creixement en medi mínim, 

l’expressió d’stpA està induïda (Free i Dorman, 1997). A més, StpA i H-NS es 

comporten de manera diferent davant estímuls ambientals pel que fa a la formació de 

filaments amb l’ADN i a l’estabilitat d’aquests. La integritat de l’estructura dels 

filaments que forma StpA amb l’ADN és insensible als canvis pel que fa a la força 

iònica (50-300mM KCl), a la temperatura (23-37ºC) i al pH (6,6-8,8), a diferència dels 

ponts ADN-H-NS els quals es trenquen a 200 mM de KCl i 37ºC. Aquest diferent 

comportament suggereix un possible paper d’StpA, independent d’H-NS, en la 

resistència a l’estrès osmòtic i al xoc tèrmic (Lim et al., 2011). A S. Typhimurium els 

gens que depenen d’StpA corresponen a un subconjunt específic del reguló H-NS que 

està predominantment sota el control positiu de σ38 (RpoS), CRP-cAMP i PhoP 

(Lucchini et al., 2009). La regulació d’aquests gens exercida per StpA varia en funció 

de la fase de creixement. Durant la fase de creixement exponencial StpA modula els 

nivells de σ38 per tal de prevenir l’activació d’aquesta. En canvi, al final de la fase 

exponencial StpA activa el reguló CRP-cAMP (Fig. 1.11). StpA no té un paper 

regulador ni en la fase exponencial primerenca ni en fase estacionària. Per això, StpA de 

Salmonella s’ha considerat recentment com a un nou regulador específic de la fase de 
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creixement (fase exponencial mitja i tardana) que juga un paper fisiològic important 

relacionant els nivells de σ38 amb la disponibilitat de nutrients (Lucchini et al., 2009).   

 

 

1.2.3. Coexistència de diferents paràlegs d’H-NS en una mateixa cèl·lula 

L’evolució en el camp de la seqüenciació de genomes ha permès el descobriment de 

diversos gens que codifiquen per homòlegs o proteïnes que interaccionen amb H-NS 

(Bertin et al., 2001; Tendeng i Bertin, 2003). Curiosament, molts d’aquests estan 

codificats en elements genòmics transmissibles horitzontalment, estant molts 

involucrats en virulència. El motiu pel qual en una cèl·lula coexisteixen diverses 

Fig. 1.11. Model del control de la transcripció mediat per StpA a S. Typhimurium. StpA regula els 

gens de resposta a canvis ambientals pertanyents als regulons σ38, PhoP i CRP-AMPc de manera 

dependent de la fase de creixement a través de diferents mecanismes. (i) Durant la fase exponencial 

mitja (Middle Exponencial Phase, MEP), StpA regula els gens dependents de σ38 mitjançant la 

modulació dels nivells de la proteïna σ38 a través de la proteïna anti-adaptadora RssC. StpA també 

influeix negativament en els nivells de σ38 en absència de RssC a través d’un mecanisme addicional 

per la repressió a nivell post-traduccional d’un altre modulador de σ38 que queda per determinar. 

L’efecte negatiu d’StpA sobre els nivells de σ38 en fase MEP no es produeix durant la fase de 

creixement exponencial tardana (Late Exponential Phase, LEP) degut a què el control de l’estabilitat 

de σ38 probablement és compensat a nivell de l’ARNm d’rpoS. StpA és també essencial per la 

modulació dependent glucosa dels nivells de σ38. (ii) La regulació dels gens dependents de CRP-

cAMP (per exemple, glpF, dctA, mglA) es limita a la fase exponencial tardana (LEP). (iii) StpA 

reprimeix la transcripció dels gens dependents de PhoP (per exemple, pagC) tant en MEP com en 

LEP, i modula la resistència a pèptids antimicrobandans catiònics (CAMPs). L’àrea ombrejada en 

verd indica els mecanismes que només s’observen en LEP. Les línies discontínues indiquen la 

regulació a través d’un hipotètic o desconegut mecanisme. Extret de Lucchini et al., 2009.  
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proteïnes que comparteixen una mateixa funció reguladora de l’expressió gènica és 

desconegut. Una hipòtesi seria que precisament el rol d’aquests homòlegs fos regular 

l’expressió dels gens codificats en els mateixos plasmidis o illes en les que són 

transmesos. Diversos estudis sobre aquests homòlegs d’H-NS donen suport a aquesta 

hipòtesi: (i) La proteïna H-NSR27, codificada pel plasmidi R27 de S. Typhimurium, 

silencia predominantment gens adquirits per HGT, sense exercir cap efecte sobre gens 

cromosòmics regulats per H-NS propi de la cèl·lula com són rcsA, psiF, proV i stpA 

(Baños et al., 2009), (ii) La proteïna Ler d’E. coli enteropatogènica, amb un domini 

d’unió a l’ADN homòleg a H-NS, controla l’expressió de gens de virulència adquirits 

per HGT competint amb H-NS propi i impedint la repressió gènica que aquest exerceix 

(Bustamante et al., 2001; Sánchez-SanMartı́n et al., 2001; Umanski et al., 2002) i (iii) 

La proteïna codificada pel plasmidi R446 (ORF4) i que té un extrem homòleg al domini 

C-terminal d’H-NS, és important en el control de l’expressió dels pili requerits en la 

conjugació del mateix plasmidi (Tietze i Tschäpe, 1994). Una altra opció, que no té 

perquè excloure la primera, és que aquestes proteïnes homòlogues fossin necessàries per 

tal de modificar el patró de regulació global de la cèl·lula en benefici del nou element 

mòbil adquirit. Un exemple d’això és l’homòleg d’H-NS Sfh, el qual està codificat en 

un plasmidi de Shigella flexneri (Beloin et al., 2003; Doyle i Dorman, 2006). Sfh té una 

homologia del 60% en la seqüència d’aminoàcids amb H-NS i StpA i és capaç 

d’interactuar amb ambdues proteïnes (Deighan et al., 2003a). A més, és capaç de 

complementar una mutació hns i afecta gens de virulència quan se sobreexpressa, a més 

d’un paper addicional en la transmissió i el manteniment del plasmidi que la codifica 

(Beloin et al., 2003; Doyle et al., 2007). En el treball dut a terme a Shigella, Deighan et 

al. suggereixen interaccions a tres bandes entre la proteïna H-NS i els paràlegs 

d’aquesta, StpA i Sfh, presents a la cèl·lula. En concret, descriuen la capacitat tant d’H-

NS, StpA com d’Sfh per formar homodímers in vivo i heterodímers amb qualsevol dels 

seus homòlegs. A més, també indiquen una regulació creuada entre Sfh, H-NS i StpA 

(tant la mutació com la sobreexpressió d’sfh provoquen l’alteració dels nivells d’H-NS i 

d’StpA). Això planteja la possibilitat que Sfh podria modular les activitats d’H-NS i 

StpA, i viceversa (Deighan et al., 2003b). 

Per altra banda, un altre cas en què s’ha descrit una interacció entre paràlegs  d’H-NS, 

és el cas d’Hfp, la qual també pot unir-se tant a H-NS com a StpA (Muller et al., 2010). 

Hfp és una proteïna codificada en una illa de patogenicitat present en soques d’E. coli 
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uropatogèniques amb homologia amb H-NS i StpA. Igual que en el cas d’StpA, la 

proteïna Hfp té activitat biològica i pot complementar algun dels fenotips hns. A E. coli, 

tant Hfp com StpA s’expressen poc a 37ºC, mostrant uns nivells d’expressió diferents 

en funció de la fase de creixement. A més, mentre que la producció d’StpA augmenta a 

temperatures superiors a 40ºC, la d’Hfp es veu incrementada a 25ºC (Muller et al., 

2010). Aquest patró d’expressió oposat en resposta a la temperatura i a la fase de 

creixement podria significar que StpA i Hfp rares vegades estan presents a la mateixa 

cèl·lula al mateix temps i que participen en diferents relacions amb H-NS (Fig. 1.12) 

(Dorman, 2010). 

 

 

En resum, els estudis més recents ens indiquen que la composició del conjunt de les 

proteïnes associades al nucleoide de la família H-NS presents en una cèl·lula és variable 

en funció de les condicions ambientals i de la fase de creixement, resultant en diferents 

complexes de proteïnes heteromèrics. 

Fig. 1.12. Producció de les proteïnes H-NS, StpA i Hfp en una soca uropatogènica d’E. coli i la seva 

influència en l’expressió gènica. La producció de les tres proteïnes es mostra en funció del 

creixement d’un cultiu bacterià. La concentració intracel· lular de la proteïna H-NS (rectangle verd) 

és constant al llarg de la corba de creixement, mentre que la proteïna StpA (en vermell) es produeix a 

la primera part del creixement logarítmic, i la proteïna Hfp (en blau) es produeix en una etapa 

posterior. El conjunt dels gens regulats per H-NS està representat en el cercle verd a la part superior 

de la figura. Els subgrups de gens en què l’expressió està influenciada per StpA o Hfp estan 

representats en vermell i blau, respectivament. Extret de Dorman, 2010. 
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1.3. La família de proteïnes Hha-YmoA 

La família de proteïnes Hha-YmoA inclou un grup de proteïnes de baix pes molecular  

(aproximadament 8 KDa) relacionades pel que fa a la seva seqüència i que estan 

involucrades en la regulació gènica en bacteris Gram-negatius. Els gens que codifiquen 

per aquestes proteïnes es troben exclusivament en els genomes de la família 

Enterobacteriaceae i en  plasmidis conjugatius aïllats d’aquests organismes (Madrid et 

al., 2007b). 

Els primers membres descrits d’aquesta família van ser la proteïna Hha d’E. coli i la 

proteïna YmoA de Yersinia enterocolitica (Cornelis et al., 1991; Nieto et al., 1991). 

Aquestes dues proteïnes, que mostren un 82% d’identitat pel que fa a la seva seqüència, 

regulen l’expressió de gens que expressen factors de virulència i poden ser 

funcionalment intercanviables (Mikulskis i Cornelis, 1994; Balsalobre et al., 1996). Els 

mutants en els gens hha i ymoA presenten propietats similars a les d’una soca amb 

nivells reduïts d’H-NS. Aquestes propietats inclouen alteracions en la regulació de 

l’expressió gènica (Cornelis et al., 1991; Carmona et al., 1993; Mouriño et al., 1996; 

Fahlen et al., 2000; Fahlen et al., 2001), alteracions en el grau de superenrotllament dels 

plasmidis (Carmona et al., 1993), o una freqüència incrementada pel que fa als 

fenòmens de transposició de seqüències d’inserció (Mikulskis i Cornelis, 1994; 

Balsalobre et al., 1996). 

1.3.1. La proteïna Hha 

La proteïna Hha (High Hemolytic Activity) va ser descrita inicialment com un 

modulador de la toxina α-hemolisina (Nieto et al., 1991). La síntesi d’aquesta toxina es 

veu reprimida per Hha tant en condicions d’elevada osmolaritat com de baixa 

temperatura (Mouriño et al., 1994). En aquestes condicions ambientals, la repressió de 

la toxina α-hemolisina es veu anul·lada en mutants hha (Carmona et al., 1993; Mouriño 

et al., 1996; Mouriño et al., 1998). La modulació de l’expressió gènica exercida per Hha 

no està restringida a l’operó de l’α-hemolisina (hly) ja que estudis posteriors indiquen la 

implicació d’aquesta proteïna en la regulació de l’expressió d’altres gens relacionats 

amb virulència en E. coli, tots ells de manera estretament relacionada amb paràmetres 

ambientals com l’osmolaritat i la temperatura (Mouriño et al., 1994; Mouriño et al., 

1996; Balsalobre et al., 1999; Sharma i Zuerner, 2004;). Els estudis de transcriptòmica a 

Salmonella enterica serovar Typhimurium realitzats per Vivero et al. van demostrar que 



INTRODUCCIÓ 

 

25 

 

Hha juga també en aquesta espècie un paper en la regulació d’un elevat nombre de gens, 

molts d’ells localitzats en seqüències d’ADN riques en AT adquirides per transferència 

horitzontal (Vivero et al., 2008).  

1.3.1.1. Estructura d’Hha i unió a H-NS 

L’estructura tridimensional d’Hha va ser resolta per ressonància magnètica nuclear 

(RMN) a 25ºC (Yee et al., 2002). Consisteix en quatre segments α-hèlix: hèlix 1 

(residus 8-16), hèlix 2 (residus 21-34), hèlix 3 (residus 37-55) i hèlix 4 (residus 65-70) 

(Fig. 1.13). 

H2

H1
H3

H4

N

C

      

Les hèlixs 1 i 2 d’Hha estan situades a la meitat N-terminal de la proteïna. L’hèlix 3 

uneix els dominis N i C-terminal, el qual consisteix en l’hèlix 4.  

És important indicar que l’estudi de la interacció ADN-proteïna mitjançant l’anàlisi de 

retard en gel va permetre observar que la proteïna Hha no és capaç d’unir-se 

directament a seqüències específiques d’ADN de l’operó de l’α-hemolisina (hly). Enlloc 

d’això, Hha s’uneix a la proteïna H-NS, la qual interacciona amb regions específiques 

de les seqüències reguladores d’aquest operó (Nieto et al., 2000; Madrid et al., 2002b). 

Aquests resultats indiquen que el complex Hha-H-NS és necessari per reprimir de 

manera eficient l’α-hemolisina. Aquest fet és coherent amb l’observació que la màxima 

desrepressió de l’expressió de l’hemolisina codificada per l’operó hly es dóna en un 

doble mutant hns hha (Nieto et al., 2000). 

La seqüència d’aminoàcids de la proteïna Hha mostra un remarcable grau de similitud, 

tenint en compte la llargada de la seqüència, amb el domini N-terminal 

d’oligomerització d’H-NS (Nieto et al., 2002) (Fig. 1.14). 

 

Fig. 1.13. Estructura tridimensional de la proteïna Hha. En 

vermell s’indiquen les estructures α-hèlix. Adaptat de Yee et 

al., 2002. 
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La interacció d’Hha amb la proteïna H-NS va ser demostrada per estudis d’interacció de 

proteïnes (Nieto et al., 2000). L’anàlisi mutacional de la proteïna Hha va indicar que 

gairebé tota la seqüència d’aquesta proteïna contribuïa a la interacció amb H-NS (Nieto 

et al., 2002). A més, la proteïna quimèrica obtinguda remplaçant el domini N-terminal 

d’H-NS (residus 1-64) pels 60 primers residus d’Hha va complementar parcialment 

alguns dels fenotips observats en un mutant hns (Rodríguez et al., 2005).  

Estudis posteriors han permès determinar per ressonància magnètica nuclear (RMN) els 

canvis conformacionals d’Hha provocats per la unió amb H-NS (García et al., 2005). La 

interacció d’Hha amb H-NS64 (residus 1-64 d’H-NS corresponents al domini N-terminal 

d’oligomerització) va mostrar la pertorbació de diversos residus d’Hha (tant de la 

superfície com de la part central hidrofòbica de la proteïna). Això indica que Hha pateix 

un rearranjament conformacional després d’interaccionar amb H-NS (Madrid et al., 

2007a) (Fig. 1.15.). 

 

 

Fig. 1.14. Alineament de les seqüències d’aminoàcids d’H-NS i Hha. Els asteriscs indiquen identitat, 

els dos punts forta similitud i el punt similitud. 

Fig. 1.15. Estudi de les pertorbacions induïdes per H-NS en l’estructura d’Hha. Els residus més 

afectats estan marcats en groc. A. Estructura tridimensional d’Hha. B. Representació de la superfície 

d’Hha. Extret de Madrid et al., 2007. 
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Estudis mutacionals duts a terme recentment han permès identificar el residu D48 d’Hha 

com a essencial perquè tingui lloc la interacció amb H-NS (de Alba et al., 2011). 

1.3.1.2. Hha com a modulador global de l’expressió gènica 

Els estudis sobre el mecanisme d’acció de la proteïna Hha es basen en l’estudi de 

l’efecte que aquesta exerceix en funció de canvis ambientals sobre l’operó hlyCABD 

(que codifica per la toxina α-hemolisina) present en plasmidis d’E. coli (Godessart et 

al., 1988; Nieto et al., 1991; Carmona et al., 1993).  

La proteïna Hha és força menys abundant que H-NS, la qual cosa significa que només 

una fracció d’H-NS pot interaccionar amb Hha. Això estaria relacionat amb el fet que el 

nombre de gens desregulats en un mutant hha és inferior al d’un mutant hns (Balsalobre 

et al., 1999; Hommais et al., 2001). De fet, estudis transcriptòmics duts a terme a E. coli 

i Salmonella han evidenciat que els complexes Hha-H-NS modulen l’expressió de 

només una part dels gens regulats per H-NS (Vivero et al., 2008; García-Contreras et 

al., 2008; Baños et al., 2009).  

Com ja s’ha esmentat a l’apartat referent a H-NS, recentment s’ha indicat un important 

paper d’aquesta proteïna en el silenciament d’elements gènics rics en AT adquirits per 

transferència horitzontal en bacteris entèrics. L’estudi transcriptòmic de mutants per les 

proteïnes Hha i pel seu paràleg YdgT realitzat a S.Typhimurium va evidenciar que els 

gens alterats en aquests mutants també corresponen a seqüències d’ADN riques en AT 

adquirides per transferència horitzontal (Vivero et al., 2008). Estudis posteriors van 

corroborar que les proteïnes de la família Hha intervenen, a través de la interacció amb 

H-NS, en el silenciament selectiu de gens adquirits de manera horitzontal: mentre que la 

repressió dels gens propis de la cèl·lula la duen a terme homoligòmers d’H-NS, el 

silenciament dels fragments d’ADN HGT implica la formació de complexes H-NS-Hha 

(Baños et al., 2009). Una característica addicional comuna per les famílies de NAPs H-

NS i Hha és el fet que els membres d’ambdues famílies estan codificats en plasmidis de 

la família de les Enterobacteriàcies. És destacable que el 55% d’aquests plasmidis 

codifica simultàniament per un paràleg d’H-NS i per un paràleg d’Hha (Takeda et al., 

2011). Per tant, el sistema Hha-H-NS presenta unes característiques evolutives úniques 

pels bacteris entèrics. La capacitat de discriminar selectivament entre ADN propi o 

HGT estaria permetent el manteniment de l’ADN que es transmet horitzontalment de 

manera silenciada, donant als bacteris entèrics un avantatge competitiu a l’hora 
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d’adaptar-se a noves condicions ambientals, incloent també la invasió de l’hoste (Baños 

et al., 2009). 

Per altra banda, s’ha descrit un paper addicional d’Hha com a inhibidor de la formació 

de biofilm, rol pel qual podria no requerir la unió amb H-NS (García-Contreras et al., 

2008). Aquest efecte és degut a la repressió exercida per Hha sobre la transcripció dels 

codons rars d’ARN de transferència (ARNt) argU i ileY. L’addició d’aquests codons en 

una soca que sobrreexpressa hha restaura les fímbries tipus I i atenua així l’efecte d’Hha 

en la formació de biofilm. A més, Hha interacciona amb 15 gens o a regions 

intergèniques dels profags CP4–57 i DLP12, incloent regions properes als llocs 

d’integració (att). Aquests profags estan involucrats en la formació de biofilm aportant 

funcions relacionades amb la motilitat i el metabolisme de nutrients.  L’estudi de 

l’efecte de la proteïna Hha un cop unida als gens de profags va permetre observar que 

aquesta era capaç de provocar la lisi cel·lular mitjançant la inducció de gens lítics del 

profag i l’activació de toxines via proteases (García-Contreras et al., 2008; Wang et al., 

2009).   

En resum, Hha en els enterobacteris probablement exerceix dues funcions diferenciades: 

el co-silenciament amb H-NS de gens adquirits per transferència horitzontal i la 

regulació de gens relacionats amb la formació de  biofilms.  

1.3.2. La proteïna YdgT, paràleg d’Hha 

La proteïna YdgT és una proteïna de pes molecular similar a Hha (8 KDa) que és capaç, 

quan se sobreexpressa en un mutant hha, de compensar parcialment alguns dels fenotips 

propis d’aquesta mutació (Paytubi et al., 2004). Per aquest motiu, YdgT va ser descrita 

com a paràloga d’Hha (Paytubi et al., 2004). 

YdgT, de la mateixa manera que Hha, és capaç d’unir-se al domini N-terminal 

d’oligomerització d’H-NS (Paytubi et al., 2004). De fet, entre les seqüències 

d’aminoàcids d’YdgT i d’Hha existeix un 38% d’identitat i un 67% de similitud 

(Paytubi et al., 2004) (Fig. 1.16).  
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Considerant que Hha participa en la termo i osmo-regulació de l’expressió de la toxina 

α-hemolisina (Mouriño et al., 1996), es va estudiar l’expressió d’aquesta toxina en un 

mutant ydgT (Paytubi et al., 2004). Tot i que la mutació en el gen ydgT no va resultar 

tenir influència en l’expressió de l’operó hly, els nivells d’aquesta toxina es veuen 

significativament incrementats (més que en el mutant hha) quan es combinen les 

mutacions ydgT i hha (Fig. 1.17).  

A B C D

 

Paytubi et al. van observar també que en mutants hha es produeix un increment en la 

transcripció d’ydgT. Per tant, es va postular que la sobreexpressió d’ydgT que té lloc en 

un mutant hha és la responsable de l’atenuació parcial del fenotip del mutant hha 

(Paytubi et al., 2004).  

Pel que fa a la interacció amb la família de proteïnes H-NS, YdgT és capaç d’unir-se 

tant a H-NS com al seu paràleg StpA. La unió d’YdgT amb H-NS es produeix en els 

mateixos residus d’H-NS en els que s’uneix Hha, situats a l’hèlix 3 (Bae et al., 2008).    

Posteriorment als resultats publicats per Paytubi i col·laboradors, Kim et al. van 

descriure a YdgT com una nova proteïna d’unió a l’origen de replicació d’E. coli, oriC. 

Per aquest motiu, fou anomenada també Cnu (oriC-binding nucleoid-associated) (Kim 

et al., 2005). Tot i això, en aquest treball es referirà a aquesta proteïna com a YdgT. 

Fig. 1.17. Fenotip hemolític en plaques d’LB agar-sang de soques d’E. coli portadores del plasmidi 

hemolític pHly152 A) soca salvatge, B) mutant hha, C) mutant ydgT i D) mutant hha ydgT. Extret de 

Paytubi, 2004. 

Fig. 1.16. Alineament de les seqüències d’YdgT i Hha. Els asteriscs indiquen identitat, els dos punts 

forta similitud i el punt similitud.  
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Kim et al. van realitzar assaigs de citometria de flux amb mutants hha, ydgT i hns i van 

detectar una disminució en el nombre d’orígens de replicació o ploïdia en el doble 

mutant hha ydgT, de la mateixa manera que ja havia estat descrit pel mutant hns (Atlung 

i Hansen, 2002). Aquests resultats suggereixen que la interacció d’H-NS amb l’oriC a 

través de les proteïnes Hha i/o YdgT és important per la replicació del cromosoma 

bacterià. 

1.4. Possibles nous membres de la família de proteïnes Hha-
YmoA 

1.4.1. ADN polimerasa III: la subunitat θ  

En aquest capítol s’exposen les principals característiques de la subunitat θ de l’ADN 

polimerasa III d’E. coli, ja que el treball presentat la relaciona estructural i 

funcionalment amb la família de proteïnes associades al nucleoide Hha-YmoA. 

1.4.1.1. Característiques generals de la subunitat θ de l’ADN polimerasa 
III i del replisoma d’E. coli 

E. coli conté cinc complexes d’ADN polimerasa diferents. L’encarregada de replicar el 

cromosoma és l’ADN polimerasa III, conjuntament amb l’ADN polimerasa I que 

allarga la cadena retardada de l’ADN. Les ADN polimerases II, IV i V tenen un paper 

en la reparació. 

L’holoenzim de l’ADN polimerasa III (HE) està constituït per un complex dimèric de 

17 subunitats, 10 de les quals són diferents (Fig. 1.18A). Cada monòmer d’aquest 

complex conté un nucli format per tres proteïnes: α-ε-θ unides estructuralment en aquest 

ordre (Studwell-Vaughan i O’Donnell, 1993). Els dos nuclis estan connectats per un 

dímer de la subunitat τ, establint així la disposició bàsica d’una polimerasa dimèrica que 

és capaç de replicar simultàniament les cadenes líder i retardada. A més, cada HE conté, 

per cada nucli, una pinça β (β2) encarregada de lligar la polimerasa a l’ADN per tal 

d’assegurar una alta processivitat, i un complex DnaX (τ2γδδ’χψ) responsable de la unió 

i alliberament de l’ADN de la pinça β. A la Fig. 18A es mostren tots  els components de 

l’holoenzim de l’ADN polimerasa III, les subunitats corresponents, els gens que les 

codifiquen i el seu pes molecular. 
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El conjunt de proteïnes encarregades de la replicació del cromosoma bacterià 

s’engloben dins del concepte de replisoma. El replisoma d’E. coli (Fig. 1.18B) està 

format per l’holoenzim ADN polimerasa III, una helicasa (DnaB), una primasa (DnaG) i 

la proteïna d’unió a les cadenes simples (SSB). L’helicasa DnaB s’uneix a la cadena 

retardada i descargola el dúplex d’ADN per davant de la forqueta de replicació. A més, 

aquesta helicasa també activa l’ARN primasa DnaG que sintetitza una cadena curta 

d’ARN complementària a la cadena retardada. La proteïna SSB manté separades les 

dues cadenes. Per últim, el component més important del replisoma és l’holoenzim 

ADN polimerasa III, ja que és l’encarregat d’unir els desoxiribonucleòtids entre ells per 

formar les dues noves cadenes d’ADN. 

Fig. 1.18. Estructura de l’holoenzim de l’ADN polimerasa III i del replisoma. A. Representació 

gràfica dels components que formen l’holoenzim de l’ADN polimerasa III d’E. coli. B. Estructura del 

replisoma. Extret de O’Donnell, 2006. 
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Les funcions de les tres subunitats que constitueixen el nucli catalític de cada dímer de 

l’holoenzim de l’ADN polimerasa III en E. coli es descriuen a continuació: 

� α: És la subunitat que té la capacitat de duplicar l’ADN (activitat ADN 

polimerasa). Té un pes molecular de 129,9 kDa. És el producte del gen 

dnaE. 

� ε: És la responsable de corregir els errors que comet l’ADN polimerasa 

(activitat 3’->5’ exonucleasa). Té un pes molecular de 27,5 kDa. És el 

producte del gen dnaQ.  

� θ: És una subunitat de baix pes molecular (8,6 kDa) que està codificada pel 

gen holE. Encara no s’ha adjudicat cap funció concreta a la subunitat θ tot i 

que se sap que es troba unida a ε incrementant la seva estabilitat (Taft-Benz 

i Schaaper, 2004).  

1.4.1.2. Estructura de la subunitat θ de l’ADN polimerasa III 

L’estructura terciària de la subunitat � de l’ADN polimerasa III va ser resolta per 

primera vegada l’any 2000 per tècniques de ressonància magnètica nuclear (RMN) 

(Keniry et al., 2000). Més endavant es va resoldre l’estructura de θ per RMN en un 

tampó 60/40 (vol/vol) aigua-metanol obtenint d’aquesta manera més dades que 

permetien una estructura més lliure (Mueller et al., 2005). Donat que en el nucli 

enzimàtic de l’holoenzim de l’ADN polimerasa III les subunitats θ i ε es troben 

íntimament unides, l’última estructura de θ correspon a l’estructura del complex θ-ε 

donant així una idea més real de les estructures tridimensionals de les dues subunitats 

presents al nucli de l’ADN polimerasa III (Keniry et al., 2006). L’estructura de θ 

consisteix en tres dominis α-hèlix (Fig. 1.19). Quan està unida a ε, el domini N-terminal 

de l’hèlix 1 de θ (Fig. 1.19, en blau) es disposa de manera paral·lela a una de les 

làmines β d’ε. La interfície entre θ i ε és gran, plana i hidrofòbica.  
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1.4.1.3. Funció de la subunitat θ de l’ADN polimerasa III 

La funció de la subunitat θ del nucli de l’ADN polimerasa III, tot i ser objecte d’estudi 

per diversos grups de recerca, no està completament definida. 

Slater et al. van construir el primer mutant deficient en θ (ΔholE) en E. coli. La manca 

de θ va resultar en cèl·lules viables, la qual cosa indicava que θ no era indispensable pel 

correcte funcionament del nucli de l’ADN polimerasa III (Slater et al., 1994). Tot i això, 

es va detectar un increment en l’activitat exonucleasa d’ε quan aquesta estava unida a θ, 

suggerint un possible rol de θ en la fidelitat de la replicació (Studwell-Vaughan i 

O’Donnell, 1993).   

La unió de θ amb la subunitat ε i la seva relació funcional van ser estudiades 

posteriorment amb mutants en ε (ΔdnaQ) i en θ (ΔholE) (Slater et al., 1994). Donat que 

ε és una proteïna essencial, el mutant en el gen dnaQ no és viable. Per aquest motiu, es 

va treballar amb al·lels recessius termo-sensibles com dnaQ49 (Horiuchi et al., 1978). 

Els resultats obtinguts van demostrar que així com la manca d’ε dóna lloc a defectes en 

el creixement, inducció de la resposta SOS i augment en la taxa de mutacions 

espontànies, la pèrdua de θ no causa cap d’aquets efectes (Slater et al., 1994). No 

obstant, en aquest mateix estudi indiquen la possibilitat que θ requereixi estar unida a ε 

per exercir la seva funció. Per tant, suggereixen que el mutant dnaQ podria estar també 

mancat de les funcions de θ. 

Tot i que anteriorment ja s’havia determinat la freqüència d’aparició de mutants de la 

soca mutant holE sense veure efectes significatius (Slater et al., 1994), Taft-Benz i 

Schaaper van tornar a analitzar aquest fenotip utilitzant, en aquest cas, soques defectives 

en la reparació (mutL). Els resultats obtinguts en l’assaig de freqüència d’aparició de 

Fig. 1.19. Estructura tridimensional del complex format per 

les subunitats θ-ε de l’holoenzim de l’ADN polimerasa III 

d’E. coli. Els dominis N i C-terminal de θ (part superior en 

colors) s’indiquen en blau i taronja, respectivament. Els 

dominis N i C-terminal d’ε (en gris) estan marcats. Adaptat 

de Keniry et al., 2006. 
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mutants en funció de la temperatura, van evidenciar un increment tant en la substitució 

de bases com en la freqüència de mutants amb un desplaçament de la pauta de lectura en 

el mutant dnaQ49 a elevada temperatura (37ºC) (Taft-Benz i Schaaper, 2004). A més, 

els estudis amb el doble mutant dnaQ49 holE van permetre detectar un paper de la 

subunitat θ en l’estabilització de l’al·lel dnaQ49 depenent de la temperatura: a baixes 

temperatures (25ºC), la soca dnaQ49 mostra un modest fenotip mutador, però en canvi, 

la soca doble mutant dnaQ49 holE, a aquesta mateixa temperatura, mostra una activitat 

mutadora elevada (1000 vegades més que en el mutant senzill dnaQ49) (Taft-Benz i 

Schaaper, 2004) (Fig. 1.20).  

 

 

Per altra banda, alguns autors han fet notar que θ es troba majoritàriament en 

organismes amb una activitat correctora 3’ present en una subunitat separada (a 

diferència de les que formen part del polipèptid de la polimerasa). Aquest fet suggereix 

que θ podria ser només necessària quan la subunitat ε està lliure (Taft-Benz i Schaaper, 

2004; Chikova i Schaaper, 2005). Foster i Marinus van estudiar l’estabilitat d’ε en 

mutants en les proteïnes de xoc de calor (“heat shock proteins”) DnaK, DnaJ i GrpE. En 

aquests mutants, l’estabilitat d’ε es veu molt reduïda, suggerint que la funció xaperona 

d’aquestes proteïnes és important pel manteniment de la correcta conformació d’ε 

(Foster i Marinus, 1992). Un estudi d’interactòmica va detectar la interacció de la 

proteïna DnaK amb la subunitat θ (Arifuzzaman et al., 2006). Aquest resultat recolza el 

paper de θ com a estabilitzador de la subunitat ε de l’ADN polimerasa III. 

Fig. 1.20. Efecte de la mutació holE sobre la soca mutant dnaQ (al· lel dnaQ49) en la freqüència 

d’aparició de mutants resistents a rifampicina en funció de la temperatura. Extret de Taft-Benz i 

Schaaper, 2004. 
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1.4.1.4. Hot, el paràleg fàgic de θ 

La seqüenciació el genoma del bacteriòfag P1 va revelar que codifica per un homòleg 

de la subunitat θ de l’ADN polimerasa III, anomenat Hot (“homolog of theta”) el qual 

mostra un 47% d’identitat i un 61% de similitud amb θ (Lobocka et al., 2004; Chikova i 

Schaaper, 2005) (Fig. 1.21).  
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El bacteriòfag P1 depèn de la maquinària de replicació de l’hoste i no codifica cap altre 

component de l’ADN polimerasa III. Les úniques altres proteïnes relacionades amb la 

replicació que el fag P1 codifica són una ADN helicasa (ban) i una proteïna d’unió a 

cadenes senzilla (ssb) (Lemonnier et al., 2003; Lobocka et al., 2004).  

Els estudis genètics duts a terme per Chikova i Schaaper van demostrar que Hot pot 

compensar el fenotip mutador del doble mutant dnaQ49 holE a baixes temperatures 

(efecte “antimutador” de Hot) (Chikova i Schaaper, 2005). En aquets estudis es van 

construir soques d’E. coli dnaQ49 i dnaQ49 holE a les que es va reemplaçar el gen holE 

per l’homòleg hot. Es va calcular la freqüència de mutació i es va observar que la 

presència de Hot en el mutant dnaQ49 holE complementava l’efecte de la mutació holE 

descrita anteriorment (Taft-Benz i Schaaper, 2004). Sorprenentment, el mateix grup 

d’investigadors van descriure que encara que Hot pot substituir a θ en mutants dnaQ49 

holE (efecte “antimutador”), també és capaç de causar un augment en la freqüència de 

Fig. 1.21. Alineaments de l’estructura de la subunitat θ de l’ADN polimerasa III i de l’homòleg Hot 

del profag P1. A. Estructura tridimensional de la proteïna θ (en blau) alineada amb HOT (en rosa). B. 

Alineament de les seqüències d’aminoàcids de θ d’E. coli i Hot del fag P1. Els asteriscs indiquen 

identitat, els dos punts forta similitud i el punt similitud. Adaptat de Mueller,G.A. 2005. 
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mutació en diferents soques d’E coli (efecte “mutador”). Els experiments amb proteïnes 

quimèriques que contenien diferents dominis de θ i Hot van demostrar que tant les 

regions N- com C-terminal eren importants per estabilitzar la subunitat ε. En canvi, 

únicament la regió N-terminal de Hot, a través de la qual es produeix la interacció amb 

ε, era responsable de l’efecte “mutador”. Això indica la importància de la interacció 

entre θ i ε (o Hot-ε) pel funcionament òptim de l’activitat correctora (Chikova i 

Schaaper, 2006).  

Igual que en el cas del gen holE d’E. coli, el gen hot no és essencial ni per l’establiment 

i manteniment del profag ni pel desenvolupament lític (Chikova i Schaaper, 2007). 

En base a l’estructura del promotor, hot s’havia classificat com a un gen tardà, la qual 

cosa no tenia sentit amb la presumible funció en la replicació. Posteriorment però, 

Chikova i Schaaper van demostrar que l’expressió de hot no es limitava als estadis 

tardans sinó que aquesta era activa també durant la fase lisogènica i els estadis 

primerencs de la inducció lítica (Chikova i Schaaper, 2007). 

S’ha formulat la hipòtesi que la funció de Hot en el genoma del bacteriòfag P1 és 

segrestar la subunitat ε present i assegurar així la disponibilitat de l’holoenzim de 

l’ADN polimerasa III per poder dur a terme la replicació (Chikova i Schaaper, 2005), ja 

que el nombre de molècules d’aquest enzim a la cèl·lula és limitat.  

1.4.2. La proteïna YmgB 

Pel que fa a YmgB, a l’inici d’aquest treball ja trobem descrita a la literatura la relació 

estructural entre aquesta proteïna i la proteïna associada al nucleoide Hha (Lee et al., 

2007b). Aquests resultats suggerien una relació funcional entre ambdues proteïnes. Un 

dels objectius del present treball és estudiar el possible  paper de la proteïna YmgB com 

a reguladora de l’expressió gènica en col·laboració amb les proteïnes de la família Hha-

YmoA. 

1.4.2.1. Característiques generals de la proteïna YmgB 

El gen que codifica per la proteïna YmgB es troba localitzat dins de l’operó ymgABC 

d’E. coli. Aquest operó va ser identificat per estudis transcriptòmics degut al seu paper 

en el desenvolupament i estabilitat dels biofilms (Domka et al., 2007). Estudis 

posteriors van demostrar que, a més de reprimir la formació de biofilm, YmgB també 

inhibeix la motilitat cel·lular i protegeix la cèl·lula de l’àcid i de l’estrès oxidatiu. Degut 
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a la importància del paper d’YmgB pel que fa a la resistència a l’àcid, Lee et al. van 

reanomenar-la com a AriR (“regulator of acid resistance influenced by indole”) (Lee et 

al., 2007b). Tot i això, en el present estudi ens referirem a aquesta proteïna com a 

YmgB. 

1.4.2.2. Estructura de la proteïna YmgB 

L’estructura d’YmgB va ser resolta per cristal·lografia de raigs X (Lee et al., 2007b). 

Aquets estudis van permetre determinar que YmgB forma un dímer en solució (Fig. 

1.22). Cada subunitat d’aquest dímer consisteix en tres α-hèlixs: α1 (residus 27 a 44), α2 

(residus 50 a 62) i α3 (residus 67 a 84). La regió de contacte per la que té lloc la 

dimerització està situada predominantment en l’hèlix α1. 

 

 

El domini C-terminal d’YmgB és molt estable. En canvi, el domini N-terminal és 

sensible a proteòlisi, la qual cosa indica que és també més flexible. 

L’alineament de l’estructura tridimensional d’YmgB amb altres proteïnes va mostrar un 

elevat grau de similitud amb la proteïna associada al nucleoide Hha i amb el domini C-

terminal de la termolisina, una metal·loproteasa aïllada de Bacillus thermoproteolyticus 

àmpliament estudiada pel que fa a la seva estructura i estabilitat (Fig. 2.23).  

Fig. 1.22. Estructura tridimensional del dímer d’YmgB. Adaptat de Lee et al., 2007b. 
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Tot i l’elevada similitud estructural, el grau d’identitat entre YmgB i la proteïna Hha i el 

domini C-terminal de la termolisina pel que fa a la seqüència d’aminoàcids és molt baix, 

d’un 5% i un 7% respectivament (Fig. 1.23C).  

Una diferència important entre YmgB i Hha és que la primera forma dímers en solució i 

la segona no. A més, l’hèlix α1 d’YmgB dóna dues voltes més que la d’Hha la qual té 

una quarta hèlix (α4) inexistent a YmgB. Tot i això, són les hèlixs α1, α2 i α3 d’Hha les 

que se sobreposen amb YmgB. Precisament, aquestes tres hèlixs d’Hha constitueixen el 

domini d’interacció amb H-NS. 

Els estudis d’interacció amb l’ADN van demostrar que YmgB, igual que Hha, s’uneix a 

l’ADN in vitro en seqüències d’ADN no-específiques (Lee et al., 2007b). Aquest fet 

Fig. 1.23. Superposició de l’estructura tridimensional d’YmgB (en rosa) amb Hha (en blau) (A) i amb 

el domini C-terminal de la termolisina (CT-TERM) (en taronja) (B). A l’esquerra es mostra la 

superposició del monòmer d’YmgB i a la dreta la del dímer. (C) alineament pel que fa a la seqüència 

d’aminoàcids d’YmgB, Hha i CT-TERM. Els residus ressaltats en blau són similars. Extret de Lee et 

al., 2007b. 
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suggereix que probablement es tracta d’una unió a l’ADN similar a la descrita pel 

complex  Hha-H-NS. 

1.4.2.3. Funcions de la proteïna YmgB 

S’han descrit diferents rols per a la proteïna YmgB referents (i) a la formació de 

biofilms, (ii) la motilitat cel·lular, (iii) la resistència a l’àcid i  (iv) l’estrès oxidatiu. 

� Regulació de la formació de biofilm 

Diversos estudis transcriptòmics amb microarrays han identificat a ymgB com a un dels 

gens alterats en resposta a la formació de biofilm (Ren et al., 2004; Herzberg et al., 

2006; Domka et al., 2007; Lee et al., 2007a). A més, l’expressió d’ymgB en les cèl·lules 

de biofilm està influenciada per molècules de senyalització cel·lular com l’AI-2 

(autoinductor-2) i l’indol (Lombardia et al., 2006; Lee et al., 2007a). Els estudis 

fenotípics de formació de biofilm en medi ric suplementat amb glucosa en soques 

mutants ymgB van corroborar els resultats obtinguts a l’anàlisi transcriptòmica: la 

deleció d’ymgB incrementa la formació de biofilm quatre cops, respecte a la soca 

salvatge. Aquest increment es veu complementat per la sobreexpressió d’ymgB (Lee et 

al., 2007b).  

Per l’estudi del mecanisme a través del qual YmgB inhibeix la formació de biofilm es 

va dur a terme un assaig amb microarrays d’ADN enriquit amb níquel. Per aquest assaig 

es va utilitzar la proteïna YmgB amb una cua d’histidines i ADN de cèl·lules de biofilm 

del mutant ymgB (el qual produeix quatre vegades més biofilm que la soca salvatge). 

YmgB va resultar unir-se a gens que codifiquen per proteïnes implicades en la formació 

de biofilm (bcsA i rpsV), al gen que codifica pel regulador global CRP, a gens implicats 

en el catabolisme de l’AI-2 (lsrF) i a gens relacionats amb la divisió cel·lular (yhjQ), 

entre altres. Per tant, aquests resultats indiquen que YmgB és capaç d’unir-se a l’ADN i 

suggereixen que podria regular l’expressió gènica de manera similar a Hha (Lee et al., 

2007b). 

Per altra banda, estudis transcriptòmics dissenyats per identificar gens regulats per la 

temperatura (23ºC) en E. coli K12, demostren que els gens implicats en la formació de 

biofilms s’expressen més a 23ºC que a 37ºC. En aquests estudis detecten el gen ymgB  

com a un dels gens que es troben induïts a baixa temperatura. Aquesta inducció té lloc 

tant en una soca salvatge com als mutants rpoS i dsrA, suggerint una regulació 

alternativa a RpoS davant l’estrès produït per les baixes temperatures. Per tant, YmgB 
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podria estar implicada en un mecanisme de termoregulació alternatiu a la resposta 

general a l’estrès (White-Ziegler et al., 2008). 

Una altre estudi referent al mecanisme a través del qual YmgB redueix la formació de 

biofilm va evidenciar que la sobreexpressió d’YmgB a baixes temperatures és capaç de 

promoure la síntesi d’exopolisacàrid i d’àcid colànic (component de la matriu del 

biofilm) i de reduir l’expressió dels gens que codifiquen per les fímbries tipus curli 

(Tschowri et al., 2009). A més, aquestes funcions regulades per YmgB estan sota 

control, directe o indirecte, del sistema de dos components RcsC/RcsD/RcsB, el qual 

està implicat en la iniciació i maduració del biofilm (Majdalani i Gottesman, 2005; 

Beloin et al., 2008). 

Per últim, els estudis amb l’anàleg de l’uracil 5-fluorouracil (5-FU) van demostrar un 

efecte repressor d’aquest fàrmac, utilitzat actualment en la teràpia contra el càncer, en la 

formació de biofilm en E. coli. Aquest efecte es veu anul·lat en una soca mutant ymgB. 

Aquest resultat indica que la proteïna diana a través de la qual el 5-FU reprimeix la 

formació de biofilm és YmgB (Attila et al., 2009). 

� Paper en la motilitat bacteriana 

La formació de biofilm està relacionada amb la motilitat ja que aquesta última és 

important tant per la interacció inicial de les cèl· lules a la superfície on es formarà el 

biofilm (els pili tipus I són imprescindibles per l’adhesió a la superficie), com pel 

moviment dins de la matriu del biofilm (Pratt i Kolter, 1998; Herzberg et al., 2006). En 

consonància amb això, a l’assaig de motilitat en placa el mutant ymgB mostra una major 

motilitat respecte a la soca salvatge (Lee et al., 2007b).  

� Control de la resistència a l’àcid  

Una altra funció important de la proteïna YmgB és el seu paper pel que fa a la 

resistència a l’àcid. A l’assaig de resistència a l’àcid (xoc àcid a pH 2,5) el mutant ymgB 

mostra una reducció de la supervivència de 40 vegades respecte a la soca salvatge. Tot i 

això, aquesta reducció no es veu complementada per la sobreexpressió d’ymgB, 

probablement perquè en la sobreexpressió no s’assoleixen els nivells fisiològics 

d’YmgB (Lee et al., 2007b). 

YmgB exerceix una regulació inversa entre els components relacionats amb la 

resistència a l’àcid i la formació de biofilm: mentre que té un efecte repressor de la 
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formació de biofilm, proporciona una major resistència a l’àcid a través de l’activació 

dels gens gadABC i hdeABD. D’acord amb això, a l’anàlisi transcriptòmica de cèl·lules 

de biofilms apareixen reprimits els gens relacionats amb la resistència a l’àcid gadABC i 

hdeABD (Lee et al., 2007a). Aquesta regulació creuada té lloc, en part, a través de les 

molècules de senyalització cel·lular AI-2 i indol que incrementen la formació de biofilm 

i reprimeixen a la vegada els gens gadABC i hdeABD. Diversos estudis transcriptòmics 

demostren que l’operó ymgABC està regulat de manera gairebé idèntica a aquests gens 

de resistència a l’àcid (Ren et al., 2004; Lombardia et al., 2006; Domka et al., 2007; 

Lee et al., 2007a; Zhang et al., 2007). De fet, l’addició d’indol a cultius sotmesos a pH 

àcid provoca una disminució de la supervivència en una soca salvatge que no s’observa 

en soques mutants ymgB. Aquest resultat demostra que l’efecte de l’indol en la 

resistència a l’àcid és a través de la repressió d’ymgB (Lee et al., 2007b). 

Finalment, i pel que fa a la comparació amb Hha, la regulació de la resistència a l’àcid 

exercida per YmgB i per Hha no està dirigida en la mateixa direcció: mentre els gens 

gadBC i hdeAB es veuen induïts 4-5 vegades en el mutant hha, aquests estan reprimits 

2-3 vegades en la deleció ymgB (resultats no publicats de Lee et al.). 

� Protecció davant l’estrès oxidatiu 

El perfil de gens afectats per l’addició de H2O2 a E. coli va ser descrit per Zhang et al. a 

través d’un estudi transcripcional amb microarrays d’ADN. En aquest estudi es va 

detectar una inducció de 20 vegades del gen ymgB quan la cèl·lula era sotmesa a estrès 

oxidatiu (Zheng et al., 2001). Estudis posteriors van evidenciar aquest fenotip 

mitjançant l’assaig de supervivència a H2O2 (30 mM) en soques mutants ymgB les quals 

van indicar un increment en la sensibilitat a H2O2 d’un 537% respecte a la soca salvatge. 

A més, aquest fenotip es va veure completament complementat per la sobreexpressió 

d’ymgB (Lee et al., 2007b). 
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1.5. Objectius 

L’objectiu central d’aquest treball fou aprofundir en la caracterització de la paràloga de 

la proteïna associada al nucleoide Hha: YdgT i, addicionalment estudiar les proteïnes θ i 

YmgB per determinar la seva possible relació funcional amb Hha. 

L’estudi de noves funcions, independents de les relacionades amb Hha, de la proteïna 

YdgT es va dur a terme principalment mitjançant l’anàlisi transcriptòmica dels mutants 

hha, ydgT i del doble mutant hha ydgT. Aquesta anàlisi ens va permetre examinar el 

conjunt de gens alterats en les tres soques analitzades i determinar diferències entre 

elles, revelant així noves dianes en la regulació d’YdgT. 

Durant l’estudi de les propietats hemolítiques del doble mutant hha ydgT va sorgir un 

fet inesperat que no entrava dins els objectius inicials d’aquest treball però que, per la 

seva rellevància, es va incloure posteriorment. Es tracta de l’aparició de clons no 

hemolítics de mutants hha ydgT portadors del plasmidi multicòpia hemolític pANN202-

312R en presència de l’antibiòtic kanamicina. L’anàlisi de l’origen d’aquests clons no 

hemolítics es presenta a l’apartat de Resultats 3.2 del present treball. Aquest estudi fou 

publicat a la revista PLoS one el passat desembre de 2011 (veure annex). 

Pel que fa referència a la subunitat θ de l’ADN polimerasa III i a la proteïna YmgB, 

l’objectiu fou relacionar-les estructural i funcionalment amb la família de proteïnes 

associades al nucleoide Hha. Per això, es va decidir dur a terme diversos estudis 

genètics que permetessin relacionar-les amb Hha. Aquests estudis es van realitzar tant 

en soques mutants en els gens que codifiquen per la subunitat θ de l’ADN polimerasa 

III i per la proteïna YmgB (en combinació amb mutacions en els gens hha, ydgT i hns), 

com en soques que les sobreexpressaven. Addicionalment, en el cas de la subunitat θ de 

l’ADN polimerasa III, es va realitzar una anàlisi transcriptòmica amb la soca mutant en 

el gen que la codifica (holE) per tal de conèixer el conjunt de gens hipotèticament 

regulats per aquesta proteïna i poder comparar-lo amb el d’Hha i d’YdgT.  
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2.1. Soques bacterianes, bacteriòfags i plasmidis 

Les soques utilitzades en aquest treball pertanyen a l’espècie Escherichia coli, membre 

de la família Enterobacteriaceae. Es tracta de bacils Gram-negatius i anaerobis 

facultatius. El genotip de les diverses soques utilitzades es detalla a la taula 2.1. 
 

Taula 2.1. Soques d’Escherichia coli utilitzades en aquest treball. 

Soca  Genotip rellevant Referència/origen 

5K  F-, hdsR, hdsM, thr, thi, leu, lacZ (Juárez i Goebel, 1984) 

BSN26Y BSN26 ΔydgT (Paytubi et al., 2004) 

BSN26H BSN26Δhha (Nieto et al., 2000) 

MG1655 F- λ- ilvG- rfb-50 rph-1 (Blattner et al., 1997) 

MG1655H MG1655 ∆hha Aquest treball 

MG1655Y MG1655 ∆ydgT Aquest treball 

MG1655HY MG1655 ∆hha ∆ydgT Aquest treball 

MG1655HY∆recA MG1655 ∆hha ∆ydgT ∆recA Aquest treball 

MG1655HY∆rpoS MG1655 ∆hha ∆ydgT ∆rpoS Aquest treball 

RH90 MC4100, rpoS359::Tn10, TcR 
(Hengge-Aronis i Fischer, 

1992) 

BL21 (DE3) pLysE; hsdS, gal, lcIts857, ind1, 
Sam7, Nin5, lacUV5-T7gene1 (Studier i Moffatt, 1986) 

BL21 (DE3)∆hns  BL21 (DE3) trp::Tn10 Δhns (Paytubi et al., 2004) 

MG1655E MG1655 ∆holE Aquest treball 

MG1655YE MG1655 ∆ydgT ∆holE Aquest treball 

MG1655HE MG1655 ∆hha ∆holE Aquest treball 

MG1655HYE MG1655 ∆hha ∆ydgT ∆holE Aquest treball 

MG1655M MG1655 ∆ymgB Aquest treball 

MG1655YM MG1655 ∆ydgT ∆ymgB Aquest treball 

MG1655MH MG1655 ∆ymgB ∆hha Aquest treball 

MG1655YMH MG1655 ∆ydgT ∆ymgB ∆hha Aquest treball 
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MG1655hns MG1655 ∆hns Marta Gibert 

BW25113 ΔymgB K-12 ΔymgB::KmR (Baba et al., 2006) 

NR9695 dnaQ49 zae-502::Tn10 
(Schaaper i Cornacchio, 

1992) 

dnaQ holE NR9695 ΔholE Aquest treball 

dnaQ ydgT NR9695 ΔydgT Aquest treball 

dnaQ holE ydgT NR9695 ΔholEΔydgT Aquest treball 

AAG1 MG1655 ∆lacZ (Aberg et al., 2008) 

AAG1H AAG1 Δhha Aquest treball 

AAG1Y AAG1 ΔydgT Aquest treball 

AAG1HY AAG1 Δhha ΔydgT Aquest treball 

AAG1M AAG1 ∆ymgB Aquest treball 

AAG1hns AAG1 ∆hns Aquest treball 

GM37 MC4100 Φ (proU::lacZ)hyb2(λplac 
Mu15) (May et al., 1986) 

AAG1proU::lacZ AAG1 proU:: lacZ Aquest treball 
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A continuació es descriuen les característiques dels plasmidis (taula 2.2) utilitzats en 

aquest treball. 
 

Taula 2.2. Plasmidis utilitzats en la realització d’aquest treball. 

Plasmidi  Descripció Referència 

pANN202-321R pACYC184+ hlyR hlyCABD, Cmr 
(Godessart et al.,1988) 

pANN202-321R’ pANN202-321R ∆hly Aquest treball 

pHly152 hlyR hlyCABD (Noegel et al., 1981) 

pET15b  oripMB1, promoter T7, Apr Novagen  

pETHis-HOLE pET15b+holE C-His-Tag en  

C-terminal, Apr 

Aquest treball 

pETHOLECHis pET15b+N- His-Tag holE, Apr Aquest treball 

pKD46 Apr, λ Red recombinasa (Datsenko i Wanner, 2000) 

pKD3 oriRγ; Cmr, Apr (Datsenko i Wanner, 2000) 

pCP20 Cmr, Apr , recombinasa FLP (Cherepanov i Wackernagel, 
1995) 

pBR322  oripMB1; Apr, Tcr (Bolivar et al., 1977) 

pBRHOLE pBR322+holE, Apr Aquest treball 

pET11a OripMB1, promoter T7, Apr Novagen 

pETHis-ymgB pET11a + ymgB,Apr Aquest treball 

pETH-NS pET3b+hns, Apr (Pons et al., 2004) 

pCAB18 pACYC177, promoter ptac, Apr (Barembruch i Hengge, 2007) 

pymgB pCAB18+ ymgB, Apr (Tschowri et al., 2009) 

pUBM22 pBR322+hha, Apr (Nieto et al., 2000) 

pLG339-30 oripSC101, Kmr i Tcr  (Stoker et al., 1982) 

pLGbgl::lacZ pLG338-30+bgl::lacZ, Apr (Forns Fradera, 2006) 
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pLG339bgl::lacZ pLG339-30+bgl::lacZ, Kmr Aquest treball 

pHly152::lacZ pHly152 + hlyA::lacZ (Fernández-Vázquez, 2011) 

 

En aquest treball es va utilitzar el bacteriòfag lític P1vir (Miller, 1992) com a eina per a 

la transducció generalitzada. 

2.2. Medis de cultiu i antibiòtics 

2.2.1. Medis de cultiu 

Els medis de cultiu líquids i sòlids que es van utilitzar pel creixement bacterià en aquest 

treball es detallen a continuació: 

� LB (Luria-Bertani) (Sambrook et al., 1989): medi de cultiu líquid utilitzat de manera 

habitual pel creixement bacterià. En alguns experiments s’ha modificat l’osmolaritat del 

medi canviant la concentració de NaCl. Si en condicions normals l’osmolaritat és de 

170 mM (10 g/l), en determinades situacions aquesta s’ha augmentat a 60 g/l. 

 

LB 
Composició Concentració 
Peptona trípsica de caseïna (Schärlau Microbiology) 10 g/l 
Extracte de llevat (Schärlau Microbiology) 5 g/l 
NaCl (Panreac) 10 g/l 

 

� LB agar: medi de cultiu sòlid compost d’LB suplementat amb 15 g/l d’agar per 

bacteriologia. Aquest medi s’utilitzava habitualment pel creixement bacterià en placa. 

� LB agar-tou: medi utilitzat en l’obtenció i titulació de lisats fàgics. La composició és la 

del medi LB suplementat amb 6 g/l d’agar per bacteriologia. 

� Agar-sang: medi de cultiu sòlid format per LB agar al que se li afegeix un 5% (v/v) de 

sang desfibrinada estèril d’ovella (Oxoid) quan aquest ja ha estat prèviament esterilitzat 

amb l’autoclau. Aquest medi s’utilitzava per la detecció en placa d’activitat hemolítica 

de les soques estudiades. 

� SOB (Hanahan et al., 1991): medi de cultiu líquid utilitzat per al creixement bacterià en 

els experiments d’inactivació de gens cromosòmics per fragments de PCR (veure 

apartat 2.5.1). 
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SOB 
Composició Concentració 
Peptona trípsica de caseïna (Schärlau Microbiology)  20 g/l 
Extracte de llevat (Schärlau Microbiology) 5 g/l 
NaCl (Panreac) 0,58 g/l 
KCl (Merck) 0,19 g/l 
MgCl2 + MgSO4* 20 mM 

*A partir d’una solució mare Mg2+ 2M (MgCl2 1 M i MgSO4 1 M). 

� SOC (Hanahan et al., 1991): medi de cultiu líquid utilitzat en la inactivació de gens 

cromosòmics per fragments de PCR. S’utilitza com a medi de recuperació de les 

cèl·lules després de l’electroporació. Es tracta de medi SOB suplementat amb glucosa 

20 mM. 

� Medi mínim A (Miller, 1992): medi mínim utilitzat en la transducció de mutacions a la 

soca NR9695, amb alta capacitat per generar mutants espontanis. 

 

Medi mínim A 
Composició Concentració 
Agar (Difco)  15 g/l 
Sals (1X)  
        K2HPO4 (Merck) 10,5 g/l 
        KH2PO4 (Merck) 4,5 g/l 
        (NH4)2SO4 (Merck) 1 g/l 
        Citrat sòdic ·  2H2O (Sigma) 0,5 g/l 
MgSO4 ·  7H2O (Merck) 1 mM 
Hidroclorur de tiamina (B12) (Sigma) 0,5% 
Casaminoàcids (Difco) 50 µg/ml 
Glucosa 0,4% 

 

� Medi TB agar: medi de cultiu utilitzat en l’assaig de motilitat en placa. 

  
Medi TB 

Component Concentració 

Triptona 1% 

NaCl 0,5% 

Agar (Difco) 0,25% 
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Tots els medis citats es van esterilitzar en l’autoclau, durant 15 minuts a una 

temperatura de 121ºC. 

2.2.2. Antibiòtics 

Sempre que era necessari, els medis de cultiu citats a l’apartat anterior se suplementaven 

amb antibiòtics. Aquests s’afegien al medi estèril a partir de solucions concentrades 

preparades seguint les instruccions de la bibliografia (Sambrook et al., 1989). 

� Ampicil· lina (Ap) (Sal sòdica, Roche): es preparava una solució concentrada de 100 

mg/ml en aigua destil· lada, s’esterilitzava per filtració i es guardava a -20ºC. Les 

concentracions finals utilitzades eren de 25, 50 o 100 μg/ml, en funció del número de 

còpies del gen que codificaven per la resistència (cromosòmic o plasmídic de baix, 

mitjà o alt número de còpies). 

� Cloramfenicol (Cm) (Fluka): es partia d’una solució concentrada de 100 mg/ml en 

etanol absolut (Merck) i es conservava a -20ºC. Les concentracions finals de treball eren 

de 12,5 o 25 μg/ml per a resistències cromosòmiques i de 34 o 50 μg/ml segons el 

plasmidi que codificava per la resistència. 

� Kanamicina (Km) (Sulfat àcid, Sigma): es preparava una solució mare de 50 mg/ml en 

aigua destil·lada, s’esterilitzava per filtració i es conservava a -20ºC. La concentració 

final en el medi era de 25 o 50 μg/ml. 

� Tetraciclina (Tc) (Hidroclorur, Fluka): es preparava una solució a una concentració 

final de 12,5 mg/ml en etanol al 50% (v/v), s’esterilitzava per filtració i es conservava a 

-20ºC protegida de la llum. La concentració final en el medi va ser de 15 μg/ml. 

� Rifampicina (Rif) (Fluka): es preparava una solució mare de 50 mg/ml en aigua 

destil· lada a la que s’afegia, gota a gota, NaOH 2N fins a la completa dissolució. 

S’esterilitzava per filtració i es guardava a -20ºC. La concentració final en el medi ha 

era de 50 μg/ml (100 μg/ml en els assaigs d’aparició de mutants resistents a 

rifampicina). 
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2.3. Mètodes microbiològics 

2.3.1. Esterilització 

Els medis de cultiu, material de vidre i plàstic així com algunes solucions utilitzades en 

aquest treball, es van esterilitzar per calor humit i pressió en un autoclau durant 15 

minuts a 121ºC i 2 atmosferes. 

En canvi, les solucions que no permetien ser esterilitzades per aquest mètode, es van 

esterilitzar per filtració a través de filtres estèrils de 0,22 μm de diàmetre de porus 

(Millipore®). 

Per l’eliminació de RNases, quan era necessari, s’utilitzaven medis i solucions 

autoclavades durant 45 minuts o bé, en el cas del material no apte per a ser esterilitzat a 

l’autoclau, es netejava amb SDS 0,1% (p/v) o NaOH 1M. 

2.3.2. Manteniment de microorganismes 

Totes les soques utilitzades en aquest treball es van mantenir de dues maneres. En 

primer lloc, es tenien cultius en placa de cada una d’elles i s’anaven ressembrant en els 

seus corresponents medis sòlids periòdicament. Per altra banda, també es mantenien per 

congelació a -80ºC, en glicerol al 20% (v/v). 

Els bacteriòfags es mantenien a 4ºC en forma de lisat fàgic en el mateix sobrenedant del 

cultiu del qual es van obtenir i amb unes gotes de cloroform per tal d’evitar 

contaminació bacteriana. 

2.3.3. Inoculació i cultiu de microorganismes 

La inoculació es realitzava a partir d’un cultiu crescut durant 18 hores fent una dilució 

1:50 o 1:100 en un erlenmeyer que contenia medi líquid fresc (volum màxim d’1/5 de la 

seva capacitat) i temperat a la temperatura a la que el volíem fer créixer. Posteriorment, 

aquest medi inoculat s’incubava a la temperatura desitjada amb una agitació de 200 rpm 

(incubador-agitador orbital, Innova). 

La mesura del creixement en medi líquid es realitzava segons dos procediments: 

� Seguiment de la densitat òptica dels cultius a una longitud d’ona de 600 nm (DO600nm) 

(Espectofotòmetre model UV-mini 1240 Shimadzu). 

� Recompte de viables en placa (o unitats formadores de colònies, ufc) mitjançant la 

sembra en placa de diferents dilucions del cultiu en solució Ringer (Scharlau). 
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2.4. Mètodes de transferència genètica 

2.4.1. Transformació bacteriana 

Per aconseguir la transformació de cèl·lules bacterianes amb ADN plasmídic o extern es 

van utilitzar dues metodologies diferents. Normalment, es va utilitzar el mètode del 

CaCl2 fred, però en els casos en què l’eficiència de transformació era molt baixa com en 

la tècnica d’inactivació de gens cromosòmics utilitzant fragments de PCR, el mètode 

seguit va ser l’electroporació. 

2.4.1.1. Transformació de cèl·lules competents obtingudes mitjançant 
tractament amb CaCl2 
(Cohen et al., 1972) 

A partir d’un inòcul crescut tota la nit es realitzava una dilució 1:50 en medi LB fresc i 

s’incubava a 37ºC i 200 rpm fins a assolir una DO600nm de 0,2-0,3. En aquest punt del 

creixement, el cultiu se centrifugava (3000 x g, 10 minuts, 4ºC) i es ressuspenia en la 

meitat de volum de CaCl2 50 mM estèril i fred (4ºC). Es repetia la centrifugació però 

aquest cop menys temps (3000 x g, 5 minuts, 4ºC) i les cèl·lules es ressuspenien ara en 

1/100 del volum inicial de CaCl2 50 mM fred. Les cèl·lules competents obtingudes per 

aquest procés s’incubaven en gel un mínim d’una hora i un màxim de 24 hores abans de 

ser transformades. 

Alíquotes de 100 μl de cèl·lules competents es posaven en contacte amb un volum d’1 a 

10 μl d’ADN plasmídic. La barreja s’incubava durant 30 minuts en gel i posteriorment 

se sotmetia a un xoc tèrmic de 45 segons a 42ºC en un bany. A continuació, s’afegia a 

les cèl·lules 900 μl d’LB fresc i s’incubaven a 37ºC durant 1 hora a 200 rpm per tal de 

permetre l’expressió dels marcadors fenotípics transmesos (expressió de les resistències 

a antibiòtics). La transformació se sembrava en medi sòlid suplementat amb els 

marcadors selectius del plasmidi permetent així la selecció de les cèl·lules 

transformades. 

2.4.1.2. Electroporació 
(Dower et al., 1988) 

Aquesta tècnica permet la captació d’ADN gràcies a la permeabilització de les 

membranes provocada per una descàrrega elèctrica. L’eficàcia de transformació amb 

aquesta tècnica és més elevada que en el cas anterior, obtenint entre 109-1010 

transformants per μg d’ADN.  
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A partir d’un inòcul crescut tota la nit es realitzava una dilució 1:50 en medi fresc i 

s’incubava fins a assolir una DO600nm de 0,5-0,8. Després de refredar en gel, el cultiu se 

centrifugava repetides vegades a 3000 x g, 5 minuts a 4ºC i es ressuspenia 

successivament en 1; 0,5; 0,1 i finalment en 0,005 volums de glicerol 10% estèril i fred. 

D’aquesta manera, al rentar les sals, s’aconseguia disminuir la força iònica de la 

suspensió cel·lular. Tant les cèl·lules com les cubetes d’electroporació prèviament 

esterilitzades pe radiació ultraviolada es mantenien en gel en tot moment. Seguidament,  

es barrejaven 100 μl de cèl·lules obtingudes per aquest procés amb 1-5 μl d’una 

suspensió d’ADN i es transferia a cubetes de 2 mm de separació entre elèctrodes (BTX). 

Es va utilitzar l’electroporador 2510 (Eppendorf) aplicant un voltatge constant de 1.250 

volts.  

Un cop realitzada la descàrrega elèctrica s’afegia medi SOC suficient per a un volum 

final d’1 ml i s’incubava a 37ºC durant una hora per tal de permetre l’expressió dels 

gens de resistència a antibiòtics. Les cèl·lules transformades se seleccionaven en medi 

sòlid suplementat amb els marcadors corresponents. 

2.4.2. Conjugació bacteriana 

En aquest treball es va utilitzar el mètode de conjugació bacteriana en medi sòlid. 

Aquest procediment va ser utilitzat per la transferència del plasmidi pHly152. 

2.4.2.1. Conjugació en medi sòlid 
Es van posar en contacte alíquotes de cultius en fase exponencial de la soca donadora 

5K pHly152 (10 μl) i de la soca receptora (100 μl). La barreja es va sembrar en plaques 

d’LB que es van incubar a 37ºC durant 16-18 hores per permetre el contacte entre 

cèl·lules. Un cop crescut, el cultiu confluent es recollia en 3 ml de medi LB amb l’ajuda 

d’una nansa de vidre. Amb la suspensió cel·lular obtinguda es va fer un banc de 

dilucions i es va sembrar en medi agar sang suplementat amb els antibiòtics adequats 

per a la selecció dels transconjugants. 

2.4.3. Transducció generalitzada amb el bacteriòfag P1vir 

 (Miller, 1992) 

El bacteriòfag P1vir és un derivat virulent del bacteriòfag P1 al qual li manca la 

capacitat de lisogenitzar les cèl·lules que infecta. Es tracta d’un fag que infecta 

Escherichia coli i es va utilitzar en aquest treball per introduir mutacions a les soques 

per recombinació homòloga. 
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2.4.3.1. Obtenció de lisats de P1vir 
Per a l’obtenció de lisats de P1vir es barrejaven 107 partícules fàgiques procedents d’un 

lisat pre-existent amb 1 ml d’un cultiu en fase exponencial en medi LB suplementat 

amb CaCl2 5 mM de la soca donadora. A continuació, la barreja s’incubava 20 minuts a 

37ºC sense agitació per permetre la unió cèl·lula-fag. Passat aquest temps, s’afegien 2,5 

ml d’LB agar-tou (suplementat amb CaCl2 2 mM i glucosa 0,1%), s’ estenia sobre una 

placa d’LB agar (CaCl2 2 mM i glucosa 0,1%), es deixava solidificar uns minuts i 

finalment la placa s’incubava a 37ºC sense invertir. Passades 18-24 hores, s’afegien 2 

ml d’LB a la capa d’LB agar-tou, es recollien amb la nansa de vidre i s’ introduïen en 

un tub de centrífuga juntament amb unes gotes de cloroform. S’agitava vigorosament i 

les restes cel·lulars i d’agar se separaven per centrifugació (12.000 x g, 10 minuts). El 

sobrenedant obtingut, corresponent al lisat fàgic, es conservava a 4ºC amb unes gotes de 

cloroform. 

2.4.3.2. Titulació dels lisats de P1vir 
Per tal de titular els lisats P1vir obtinguts segons es detalla en l’apartat anterior, es 

barrejaven alíquotes de 100 μl d’un cultiu crescut durant tota la nit de la soca E. coli 5K 

en LB suplementat amb CaCl2 5 mM amb 100 μl de diferents dilucions del lisat a 

titular. Després d’incubar la barreja a 37ºC durant 10 minuts sense agitació, s’hi afegien 

2,5 ml d’LB agar-tou suplementat amb CaCl2 2 mM i glucosa 0,1%, i es decantaven 

sobre una placa d’LB agar (amb CaCl2 2 mM i glucosa 0,1%). Les plaques s’incubaven 

a 37ºC durant 18-24 h. La titulació del lisat es feia a partir del recompte del número de 

calbes de lisi. 

2.4.3.3. Transducció amb P1vir 
 Les cèl·lules d’un cultiu de tota la nit de la soca receptora per ser transduïda se 

centrifugaven i ressuspenien en el mateix volum de tampó MC. Aquesta suspensió de 

cèl·lules es barrejava amb 100 μl de diferents dilucions del lisat fàgic per tal de tenir 

diverses multiplicitats d’infecció (generalment 1:0,1; 1:1; 0,1:1). Després d’incubar la 

barreja durant 20 minuts a 37ºC sense agitació, s’afegien 0,2 ml de tampó citrat 0,1 M 

per inhibir la readsorció del bacteriòfag. Finalment, la barreja de transducció se 

sembrava en plaques d’LB agar suplementades amb els marcadors necessaris per a la 

selecció de les cèl·lules transductants. 
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Tampó MC 
Composició Concentració 
MgSO4 0,1 M 
CaCl2 5 mM 

Tampó Citrat 
Composició Concentració 
C6H8O7 0,1 M 
Ajustar el pH a 5,5 amb NaOH i autoclavar 

 
 

2.5. Tècniques de mutagènesi bacteriana 

2.5.1. Inactivació de gens cromosòmics utilitzant fragments de PCR 

(Datsenko i Wanner, 2000) 

Amb aquesta metodologia és possible reemplaçar una seqüència cromosòmica per un 

gen de resistència a un antibiòtic, generat per PCR utilitzant oligonucleòtids amb 

extensions homòlogues corresponents al gen cromosòmic a delecionar. Aquestes 

extensions permeten la recombinació, mitjançada per la recombinasa Red, en les regions 

flanquejants del gen. Després de la selecció de mutants, la resistència pot ser eliminada 

utilitzant un plasmidi auxiliar que expressa la recombinasa FLP, que actua en la 

repetició directa (FRT) adjacent al gen de la resistència. 

2.5.1.1. Generació del fragment de PCR 
La resistència a antibiòtic (Cm) del plasmidi pKD3 es va amplificar utilitzant 

oligonucleòtids que en l’extrem 5’ contenien seqüències homòlogues (d’entre 35 i 50 

nucleòtids) al gen a delecionar (H1 i H2) més la seqüència corresponent a P1 i P2 del 

plasmidi pKD3. En total, els oligonucleòtids mesuraven entre 56 i 70 nucleòtids. 

D’aquesta manera, a l’amplificar la resistència a cloramfenicol per PCR (veure apartat 

2.6.3) utilitzant el plasmidi com a motlle, es generava un fragment que contenia la 

resistència a cloramfenicol flanquejada pels llocs FRT, les seqüències corresponents a 

P1 i P2 i les seqüències H1 i H2 homòlogues al gen a delecionar. Després de 

l’amplificació, es procedia a fer una electroforesi en gel d’agarosa amb tot el volum de 

la PCR i es purificava el fragment amb el kit d’extracció de bandes QIAquick Gel 

Extraction Kit® (Qiagen).  

2.5.1.2. Transformació a la soca d’E. coli pKD46 
Per transformar el fragment de PCR creat a l’apartat anterior a la soca a mutagenitzar, 

aquesta havia de contenir el plasmidi pKD46 que presenta resistència a ampicil·lina 

(100 μg/ml). Aquest plasmidi codifica per la recombinasa Red de λ, sota el control d’un 

promotor induïble per L-arabinosa, i és fàcilment curable per creixement a 37ºC ja que 
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té un origen de replicació termosensible. La recombinasa Red, a més d’afavorir la 

recombinació, inhibeix l’exonucleasa V, permetent així l’entrada a la cèl·lula d’un 

fragment de PCR sense que aquest sigui digerit.  

La soca a mutagenitzar transformada amb el plasmidi pKD46 es va fer créixer a 30ºC en 

medi SOB suplementat amb ampicil·lina i L-arabinosa 10 mM (Sigma) fins a una DO600  

de 0,6. Quan la soca arribava a aquest punt del creixement, s’obtenien cèl·lules 

electrocompetents per centrifugació i rentats (x3) amb glicerol al 10% (v/v) fred 

concentrant les cèl·lules x 100. Alíquotes de 100 μl de cèl·lules electrocompetents es 

van electroporar amb 200 ng de producte de PCR (condicions de l’electroporació a 

l’apartat 2.4.1.2). Un cop realitzat el xoc elèctric, se’ls va afegir 1 ml de medi SOC i es 

van mantenir durant 1 hora a 37ºC per tal d’afavorir la recombinació i l’expressió del 

marcador. La selecció es va fer sembrant la meitat de les cèl·lules en plaques de medi 

sòlid LB agar suplementades amb cloramfenicol (marcador de la mutació). La resta de 

transformants es van deixar entre 18-24 hores a temperatura ambient i es van sembrar 

passat aquest temps en el mateix medi. Les plaques es van deixar a 37ºC entre 2 i 3 dies. 

Un cop obtinguda alguna possible colònia es va curar el plasmidi pKD46, mitjançant 

diverses sembres en plaques de LB agar sense Ap i a 43ºC. Per  comprovar que la 

inserció era correcte, es van fer amplificacions de fragments per PCR utilitzant diferents 

parells d’oligonucleòtids. A la Fig. 2.1 es mostra un esquema del procés. 
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Gen A Gen CGen B

H1 H2

Gen A Gen CGen B

H1 H2

Gen A Gen CGen B

H1 H2

Gen A Gen CGen B

H1H1 H2H2

Gen A Gen C

FRT FRT
Resistència a antibiòtic

Gen A Gen C

FRT FRT
Resistència a antibiòtic

FRT

Gen CGen A

FRTFRT

Gen CGen A

Pas 1: amplificació per PCR del gen de resistència flanquejat per FRT 

Pas 2: transformació del fragment de PCR a la soca amb el pKD46 

Pas 3: selecció dels transformants resistents a l’antibiòtic. 

Pas 4: eliminació de la resistència a l’antibiòtic. 

FRT FRT
Resistència a antibiòtic

H2P2

P1
H2 FRT FRT

Resistència a antibiòtic

H2P2
H2P2

P1
H2

P1
H2

 

 

2.5.1.3. Eliminació de la resistència a l’antibiòtic 
En el cas que es volgués eliminar la resistència a l’antibiòtic, el mutant obtingut i 

comprovat per PCR es va transformar amb el plasmidi pCP20 que codifica per la 

recombinasa FLP induïble per temperatura (43ºC), resistent a ampicil·lina i 

cloramfenicol i amb replicó termosensible. La transformació es va sembrar en plaques 

d’LB agar amb ampicil·lina i es van incubar a 30ºC durant 16 hores. Els transformants 

obtinguts es van sembrar en medi no selectiu i incubar a 43ºC per tal d’afavorir la 

pèrdua del plasmidi. Es va comprovar que les colònies crescudes en aquestes condicions 

ja no contenien el plasmidi, ja que normalment, la majoria de pèrdues de la resistència 

flanquejada per seqüències FRT és simultània a la pèrdua del plasmidi pCP20. 

Fig. 2.1. Estratègia de deleció gènica pel mètode d’inactivació de gens cromosòmics utilitzant 

fragments de PCR. H1 i H2 referits a les regions d’homologia del gen. P1 i P2 referits a les regions 

d’homologia del pKD46 (adaptat de Datsenko i Wanner, 2000). 
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Finalment, per comprovar que el gen de resistència al cloramfenicol s’havia perdut i que 

el gen original estava delecionat es van fer amplificacions per PCR utilitzant diferents 

oligonucleòtids. 

2.6. Tècniques experimentals amb ADN 

2.6.1. Aïllament d’ADN plasmídic 

2.6.1.1. Aïllament d’ADN plasmídic amb kits 
De manera rutinària l’aïllament d’ADN plasmídic es va dur a terme mitjançant kits. En 

funció de la quantitat de plasmidi necessària s’utilitzava un kit de la casa comercial 

Qiagen que permetia una extracció a petita o gran escala (QIAprep Spin Miniprep® o 

QIAGEN Plasmid Midi Kit®). En ambdós casos el fonament es basa en la lisi alcalina 

seguida d’una adsorció de l’ADN plasmídic a una matriu de sílice. La purificació 

d’ADN plasmídic mitjançant Miniprep permetia una extracció ràpida a partir de 5 ml de 

cultiu de tota la nit, mentre que per l’obtenció d’ADN plasmídic mitjançant Midiprep es 

partia de 100 ml de cultius de tota la nit.  

2.6.2. Ús d’enzims de restricció, lligació i modificació 

Pel tractament d’ADN amb enzims de restricció (Fermentas), es van utilitzar els 

tampons (x10) subministrats amb els enzims i es van seguir les indicacions 

proporcionades pel proveïdor. La quantitat d’enzim per reacció no superava mai el 10% 

del volum total ja que l’activitat enzimàtica podria resultar-ne inhibida a causa del 

glicerol que contenen les preparacions d’enzims. Pel tractament de l’ADN amb d’altres 

enzims com la fosfatasa alcalina (Fermentas) o la lligasa de T4 (Fermentas) es van 

utilitzar els tampons subministrats amb l’enzim (x10) i es van seguir les instruccions 

proporcionades per les cases comercials. Després del tractament amb cada un dels 

enzims anteriors, l’ADN es purificava mitjançant el kit comercial QIAquick PCR 

Purification Kit®  de la casa comercial Qiagen. 

2.6.3. Amplificació de fragments d’ADN mitjançant la reacció en cadena 
de la polimerasa (PCR) 

Per a les reaccions d’amplificació d’ADN per PCR es va utilitzar la polimerasa 

termoestable High Fidelity PCR Enzyme Mix (Fermentas) que conté una barreja de Taq 

DNA Polymerase i Pfu DNA Polymerase amb activitat exonucleasa 3’->5’. Es van 

seguir les instruccions generals de la bibliografia i del subministrador de l’enzim. 
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Generalment, l’amplificació es feia a partir de colònia. El volum de les reaccions era 

normalment de 25 μl, dels quals 24 corresponien a la barreja de reacció i 1 μl a la 

mostra que es volia amplificar. 

La barreja de la reacció contenia: 
 

Barreja de reacció (25µl) 
Composició Quantitat 

Aigua bidestil· lada estèril 18,375 µl 

Tampó x 10 (amb MgCl2) 2,5 µl 

Mix dNTP 2 mM (Fermentas) 2,5 µl 

Oligonucleòtids (10 µM) 0,5 µl 

taq DNA polymerase (recombinant) LC, 100u 0,125 µl 

Mostra 1 µl 

 

Quan s’utilitzava l’amplificació per PCR com a mètode de comprovació o per fer una 

anàlisi massiva de clons, normalment s’utilitzava la PCR Master Mix (2x) (Fermentas) 

que conté a més de l’ADN polimerasa, els dNTPs i els tampons necessaris. En aquest 

cas, també es preparaven volums de reacció de 25 μl i les quantitats de cada component 

eren les indicades pel fabricant que es detallen a continuació: 
 

Barreja de reacció (25µl) 
Composició Quantitat  

Aigua bidestil· lada estèril 9,5 µl 

Oligonucleòtids (10 µM) 1 µl 

PCR Master Mix (2X) 12,5 µl 

Mostra 1 µl 

 

El programa bàsic d’amplificació variava pel que fa a la temperatura d’hibridació i al 

temps d’extensió, segons el tamany del fragment a amplificar i els oligonucleòtids 

utilitzats. 
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Programa bàsic d’amplificació: 

 

1. Desnaturalització inicial: 94ºC, 5’ 

2. Desnaturalització: 94ºC, 30’’ 

   Hibridació: 55ºC, 30’’ 

      Extensió: 72ºC, 30’’ 

3. Extensió final: 72ºC, 7’ 

 

El termociclador utilitzat en tots els cassos va ser un MJ Mini Gradient Thermal Cycler 

de BioRad. 

Els productes d’amplificació resultants de la PCR es van analitzar per electroforesi en 

gels d’agarosa (apartat 2.6.5.). En el cas que l’ADN amplificat fos utilitzat per un 

posterior tractament amb enzims de restricció, lligació o modificació, es procedia a la 

purificació d’aquest amb el kit comercial QIAquick PCR Purification Kit® de Qiagen.  

2.6.4. Seqüenciació 

Quan va ser necessari, l’ADN es va seqüenciar pel mètode de Sanger basat en la síntesi 

i terminació amb dideoxinucleòtids mitjançant cicles de PCR. Es va utilitzar el kit ABI 

PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit® version 3.1 

(Biosystems). 
 

Barreja de reacció (10µl) 
Composició Quantitat  

MIX de seqüenciació 4 µl 

Oligonucleòtid 1,6 pmols  

Mostra  2,5 µl (200-500ng) 

Aigua bidestil· lada estèril fins a 10 µl 

 

El programa de PCR utilitzat va ser el següent: 

 

1. Desnaturalització inicial: 96ºC, 1’. 

2. Desnaturalització: 96ºC, 10’’. 

   Hibridació: 50ºC, 35’’. 

      Extensió: 60ºC, 4’. 

25 cicles 

25 cicles 
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La mostra es va analitzar en el seqüenciador ABI PRISM® 3700 DNA Analyzer als 

Serveis Científico-Tècnics de la Universitat de Barcelona. 

2.6.5. Electroforesi d’ADN 

L’ADN es va analitzar mitjançant l’electroforesi en gels horitzontals d’agarosa i una 

posterior tinció en una solució de bromur d’etidi per poder visualitzar-lo (Sambrook et 

al., 1989). 

2.6.5.1. Preparació del gel i tampons d’electroforesi 
Els gels horitzontals d’agarosa (Pronadisa) es van preparar a concentracions del 0,8 al 

2% depenent del tamany de l’ADN a analitzar. El tampó utilitzat tant en els gels com a 

la cubeta d’electroforesi era TAE x 0,5 que es preparava a partir d’una solució mare de 

TAE x 50. 

TAE x 50 
Composició Concentració 

Tris (Roche) 40 mM 

Àcid acètic (Panreac) 20 mM 

EDTA (Merck) 1 M 

 

2.6.5.2. Preparació de mostres 
Abans de carregar les mostres se’ls afegia 1/5 part de tampó de mostres 5x. 
 

Tampó de mostres 5x 
Composició Concentració 

Bromofenol Blue (Bio-Rad) 0,25% 

Xilen Cianol (Bio-Rad) 0,25% 

Glicerol (Panreac) 60% 

Guardar a 4ºC protegit de la llum 
 

2.6.5.3. Marcadors de pes molecular 
Tant per determinar la mida com per quantificar l’ADN present en una mostra, es 

carregaven 0,1 μg de marcadors d’ADN de tamany molecular conegut en un dels carrils 

dels gels. S’escollia un marcador o altre en funció del tamany molecular esperat dels 

fragments analitzats. En aquest treball, es van utilitzar dos tipus de marcadors, el 

tamany dels fragments dels quals (en pb) s’indica a continuació: 
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Marcadors de tamany molecular 
Tipus Tamany dels fragments (pb) 

GeneRuler™ 1 Kb DNA Ladder 
250, 500, 750, 1000, 1500, 2000,2500,3000, 
3500, 4000, 5000, 6000, 8000, 10000 

GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder 
50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 600, 700, 
800, 900, 1000 

 

Generalment, pels gels de baix percentatge d’agarosa (0,8%) s’utilitzava el primer 

marcador i pels gels d’elevat percentatge d’agarosa (2%) s’utilitzava el segon marcador. 

2.6.5.4. L’electroforesi 
Totes les electroforesis d’ADN realitzades en aquest treball es van dur a terme en 

cubetes horitzontals Gel XL Ultra™ V-2 (Labnet). Després de carregar les mostres en 

els corresponents pous, se’ls aplicava un voltatge de 50 a 100V. 

2.6.5.5. Tinció de l’ADN amb bromur d’etidi 
Per tal de visualitzar l’ADN en gels d’agarosa, es realitzava una tinció post-

electroforètica amb bromur d’etidi (Merck). El gel se submergia durant un temps 

comprès entre 15-30 minuts en una solució de bromur d’etidi preservat de la llum a una 

concentració de 0,5 μg/ml en tampó TAE x 0,5 (apartat 2.6.5.1). Aquesta solució de 

bromur d’etidi es preparava a partir d’una solució mare concentrada de 10 mg/ml, 

conservada 4ºC protegida també de la llum. Un cop tenyits els gels, s’observaven les 

bandes d’ADN presents amb llum ultraviolada (ImageMaster® VDS de Pharmacia). 

2.6.6. Aïllament de bandes d’ADN a partir de gels d’agarosa 

Quan es van necessitar fragments específics d’ADN després d’una digestió o d’una 

amplificació per PCR es va dur a terme el mètode de l’electroelució. Després de la 

realització de l’electroforesi de l’ADN en agarosa i posterior tinció amb bromur d’etidi 

(veure apartat 2.6.5), es van retallar les bandes d’interès visualitzades amb l’ajut d’un 

transil·luminador de longitud d’ona llarga i baixa intensitat per tal de no malmetre 

l’ADN (UVL-56, BLACK-RAY® LAMP). Un cop teníem el bloc d’agarosa amb l’ADN 

d’interès, l’aïllament de l’ADN es va dur a terme mitjançant el kit QIAquick Gel 

Extraction Kit® de la casa comercial Qiagen amb el qual es fonia el gel a alta 

temperatura (50ºC) i s’aconseguia purificar l’ADN per adsorció d’aquest en membranes 

de sílice i posterior elució. 
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2.7. Tècniques experimentals amb ARN 

2.7.1. Extracció d’ARN cel·lular total amb kits 

Les extraccions d’ARN cel·lular realitzades en aquest treball es van dur a terme 

mitjançant el kit SV Total RNA Isolation System de Promega seguint les instruccions de 

la casa comercial. El fonament d’aquest kit és la precipitació amb etanol de l’ARN i la 

unió d’aquest a la superfície de sílice de les columnes subministrades per la purificació. 

Les preparacions obtingudes per aquest mètode eren utilitzades generalment per obtenir 

les mostres per RT-PCR, real-time PCR i per dur a terme anàlisis transcriptòmiques 

(microarrays). 

2.7.2. Quantificació espectrofotomètrica de l’ARN 

Per quantificar l’ARN es va utilitzar el Nanodrop® ND-1000 UV-Vis 

Spectrophotometer el qual ens dóna un valor de concentració d’ARN a partir del 

l’absorbància a 260 nm (1 Unitat de DO260 = 40 μg ARN / ml). Aquest aparell també 

ens permet tenir una idea de la puresa de l’ARN a partir dels valors resultants de la 

lectura a les longituds d’ona de 260 i 280 nm. Quan la relació DO260 / DO280 és < 2 ens 

indica que hi ha contaminació amb proteïnes i no es pot realitzar una quantificació 

precisa. 

2.7.3. Electroforesi d’ARN en gels d’agarosa i tinció amb bromur d’etidi 

Per a la realització d’electroforesi d’ARN i posterior tinció dels gels, es va seguir 

exactament el mateix procediment que el descrit per l’ADN (apartat 2.6.5) amb algunes 

precaucions per tal d’evitar la degradació de l’ARN: la cubeta d’electroforesi es va 

rentar amb SDS al 0,1 % per inhibir les possibles RNases existents en aquesta i el TAE 

x 0,5 es va esterilitzar amb l’autoclau. El percentatge d’agarosa dels gels variava entre 

0,8 i 1,5 %. 

2.7.4. Anàlisi semi-quantitativa de l’ARNm per RT-PCR 

Aquest protocol ens permet conèixer semi-quantitativament els nivells d’expressió d’un 

determinat gen. Després d’obtenir l’ARN total de la soca crescuda en unes condicions 

determinades, aquest es va retro-transcriure amb la transcriptasa inversa a ADN 

complementari (ADNc). Posteriorment, amb aquest ADNc es va realitzar una PCR 

utilitzant oligonucleòtids específics que amplificaven el gen objecte d’estudi. En tots els 
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casos, es va fer una prova prèvia utilitzant diferents concentracions d’ARN per tal de 

determinar quina era l’apropiada perquè no es produís una saturació de la reacció. 

2.7.4.1. Digestió amb DNAsa 
L’ARN obtingut segons el procediment descrit en l’apartat 2.7.1.1, va ser tractat amb el 

kit TURBO DNA-free™ de la casa comercial Ambion®. Amb aquest kit s’aconsegueix 

eliminar el possible ADN contaminant i els cations divalents presents a les mostres 

d’ARN. El protocol consistia en afegir 0,1 volums del tampó “Turbo DNase Buffer 

10X” i 1 μl de “Turbo DNase” a les mostres d’ARN i incubar a 37ºC 20-30 minuts. A 

continuació, s’afegien 0,1 volums del reactiu “Ressuspended DNase Inactivation 

Reagent” i s’incubava a temperatura ambient durant 5 minuts barrejant de tant en tant. 

Finalment, es centrifugava a 10000 x g 1,5 minuts i es conservava el sobrenadant en el 

qual hi havia l’ARN lliure d’ADN. 

2.7.4.2. Reacció d’RT-PCR 
En primer lloc, les mostres d’ARN es van diluir a la mateixa concentració (50 o 100 

ng/μl). Per tal d’eliminar possibles estructures secundàries de l’ARN totes les mostres ja 

diluïdes es van incubar durant 5 minuts a 80ºC en el termociclador. A continuació, es 

van mantenir en gel fins a ser utilitzades.  

La reacció de retrotranscripció i la consecutiva PCR a partir de l’ADNc resultant es van 

dur a terme amb el kit Transcriptor One-Step RT-PCR kit® (Roche) que permet realitzar 

ambdues reaccions en un sol pas. 

Les quantitats utilitzades per a cada reacció es descriuen a la següent taula: 
 

Barreja de reacció (25 µl) 
Composició Quantitat  

5X reaction buffer 5 µl 

Transcriptor Enzyme Mix 0,5 µl 

Oligonucleòtids (10 μM) 1 �l 

ARN (100 ng/�l) 1 �l 

Aigua RNasa free fins a 25 µl 
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El programa d’RT-PCR utilitzat va ser el següent: 
 

 Retro-transcripció: 50ºC, 15’ 

 Desnaturalització inicial: 94ºC, 7’ 

 Estàndard PCR:  Desnaturalització  

i inactivació de la  

Retrotranscriptasa: 94ºC, 10’’ 

    Hibridació: 54ºC, 30’’ 

    Elongació: 68ºC, 30’’ 

    Desnaturalització: 94ºC, 10’’ 

    Hibridació: 54ºC, 30’’ 

    Elongació: 68ºC, 30’’+ 1’’/cicle 

    Finalització: 68ºC, 7’ 

 

Per tal d’assegurar-nos que la mostra no contenia cap traça d’ADN, es van realitzar els 

corresponents controls d’inactivació de la retrotranscriptasa amb cada una de les 

mostres. Per fer-ho, abans d’afegir els ARN, la barreja de tampons, aigua, taq 

polimerasa, retrotranscriptasa i oligonucleòtids (o "mix") es va mantenir durant 10 

minuts a 95ºC per tal d’inactivar la transcriptasa inversa. A continuació, se li va afegir 

la mostra d’ARN i es va procedir igual que amb les mostres problema. Si les mostres 

d’ARN no estaven contaminades amb ADN aquests controls amb la retrotranscriptasa 

inactivada no mostraven amplificació. Un cop finalitzada la reacció, es van analitzar 10 

μl de cada una de les mostres per electroforesi en gel d’agarosa al 2% i tinció en bromur 

d’etidi (apartat 2.6.5). 

2.7.5. Assaig de PCR a temps real 

Aquest assaig es va dur a terme per mesurar els nivells de transcripció dels gens holE,  

ymgB i rplB. 

La tècnica de PCR a temps real ens va permetre monitoritzar el procés d’amplificació de 

l’ADN complementari (ADNc) obtingut després d’una reacció de retrotranscripció de 

l’ARN missatger (ARNm) dels gens holE, ymgB i rplB per, posteriorment, fer una 

quantificació de l’abundància relativa dels diferents ARNm. La metodologia de PCR a 

temps real utilitzada va ser el mètode de sondes TaqMan ®.  

10 cicles 

25 cicles 
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La tecnologia TaqMan® consisteix en l’utilització de tres oligonucleòtids en la reacció 

de PCR. Dos d’ells actuen com encebadors en la PCR per amplificar l’ADNc. 

L’oligonucleòtid restant (sonda) hibrida a la zona de l’ADNc amplificada pels altres dos 

encebadors. Aquesta sonda porta unit un fluorocrom indicador a l’extrem 5’, en el 

nostre cas FAM®, i en l’extrem 3’ un esmorteïdor de fluorescència, en el nostre cas 

TAMRA®. Mentre la sonda està intacta, no hi ha emissió de fluorescència ja que 

l’esmorteïdor absorbeix la fluorescència emesa pel fluorocrom indicador. Durant 

l’amplificació del fragment d’ADNc (sobre el qual s’hibrida la sonda) l’activitat 

exonucleasa 5’-3’ de la Taq polimerasa degrada la sonda, provocant la separació de 

l’indicador de l’esmorteïdor, amb la consegüent emissió de fluorescència (Fig. 2.2). La 

tècnica consisteix en mesurar la fluorescència emesa en cada cicle de la reacció de PCR 

mentre l’amplificació s’està realitzant, la qual és directament proporcional a la quantitat 

d’ADNc present a la mostra. Aquest ADNc generat durant la reacció de 

retrotranscripció és proporcional a la quantitat d’ARNm inicial. D’aquesta manera, és 

possible dur a terme una quantificació relativa de l’expressió d’un determinat gen en 

unes condicions determinades. 
 

  
 

La quantificació de la llum emesa pel colorant indicador en un estat d’excitació és 

transformada mitjançant un programa informàtic en un gràfic com el que es mostra en la 

Fig. 2.3. Els cicles de PCR es mostren a l’eix d’abscisses i la intensitat de la senyal en 

forma logarítmica a l’eix de les ordenades. 
 

Fig. 2.2. Representació esquemàtica de la 

reacció de PCR a temps real utilitzant 

sondes TaqMan®. “R” correspon al 

fluoròfor indicador (“Reporter”) i “Q” a 

l’esmorteïdor (“Quenching”) de la sonda.  
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La línia horitzontal, anomenada llindar, ha de ser fixada en un punt en el qual en totes 

les mostres es detecti un clar increment exponencial de la fluorescència emesa. El punt 

en que la fluorescència d’una mostra creua la línia llindar s’anomena cicle llindar (Ct). 

Aquest cicle llindar (Ct) és el paràmetre que ens permet dur a terme la quantificació 

relativa de l’expressió de l’ARNm ja que està relacionat directament amb la 

concentració de l’ADNc diana a la mostra a analitzar. Quan el valor de Ct és petit 

significa que han hagut de passar pocs cicles de PCR perquè la sonda detecti l’ADNc i 

per tant, això es traduiria en que el gen objecte d’estudi, i pel qual s’ha dissenyat la 

sonda, s’estaria expressant molt. En el cas contrari, una Ct alta ens estaria indicant una 

quantitat d’ADNc baixa i per tant, una baixa expressió del gen objecte d’estudi.  

Per altra banda, és important fer sempre una reacció de PCR a temps real amb 

oligonucleòtids que amplifiquin un gen calibrador per tal de poder normalitzar les dades 

d’expressió obtingudes pel gen diana analitzat. Aquest gen calibrador cal que compleixi 

les següents característiques: 

• Mateix número de còpies en totes les cèl·lules 

• Expressió en totes les cèl·lules 

En el nostre cas, vam utilitzar com a gen calibrador l’ARN ribosòmic 16s. D’aquesta 

manera, quan es van calcular els nivells d’expressió del gen a analitzar sempre es feia 

tenint en compte els valors obtinguts per aquest gen. 

2.7.5.1. Condicions de reacció 
Per als assaigs de PCR a Temps Real es va utilitzar el kit "TaqMan® RNA-to-CT™ 1-

Step Kit" d’Applied Biosystems. Aquest kit permet realitzar la retrotranscripció de 

l’ARNm a ADNc i la posterior amplificació d’aquest en una mateixa reacció. L’assaig 

es va dur a terme en el termociclador ABI Prism 7700 (Applied Biosystems), i la 

quantificació de la fluorescència al llarg de la reacció de PCR amb el programa 

informàtic SDS 1.6 (Sequence Detection System), associat al termociclador. 

Fig. 2.3. Gràfic obtingut d’un experiment de 

PCR a temps real. Les corbes de colors ens 

indiquen les diverses mostres d’ARN testades 

amb una sonda que detecta l’expressió d’un 

determinat gen. La línia horitzontal s’anomena 

llindar i el punt en que creua cada corba 

correspon al paràmetre Ct.  
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La composició de la mescla utilitzada per a la reacció, en un volum final de 20 µl va ser 

la indicada pel fabricant. En tots els casos es van utilitzar 2 μl de mostra (ARN total). El 

programa de retrotranscripció i amplificació va ser l’indicat pel fabricant. 

Les reaccions es van dur a terme en plaques de 96 pous, cobertes amb film òptic 

adhesiu. 

Es van realitzar controls per la contaminació amb ADN genòmic, per als quals es van 

realitzar assaigs idèntics als esmentats però en què la mostra de reacció havia estat 

tractada tèrmicament per inactivar la retrotranscriptasa. D’aquesta manera, l’única 

amplificació possible provenia del possible ADN genòmic contaminant. En tots els 

casos es van obtenir Ct pròximes a 40, mentre que en l’anàlisi de mostres es van obtenir 

Ct al voltant de 25. Aquests valors indiquen que les mostres utilitzades presentaven 

nivells de contaminació prou baixos i no significatius com per a no causar distorsions en 

els resultats obtinguts. 

2.7.5.2. Corba de saturació i eficiència d’amplificació 
Per tal de determinar la quantitat d’ARN total a utilitzar en l’anàlisi amb cadascuna de 

les sondes, es va realitzar una corba de saturació amb diferents concentracions d’ARN 

total. D’aquesta manera es va aconseguir evitar una saturació del sistema per excés 

d’ARNm o uns nivells excessivament baixos de fluorescència per dèficit d’ARNm. Es 

van utilitzar les quantitats d’ARN total següents: 100, 10, 1, 0,1, i 0,01 ng. Amb l’ajuda 

del programari informàtic associat al termociclador, es va poder calcular una corba per a 

cadascuna de les sondes utilitzades. Per a la realització dels diferents assaigs es van 

escollir les concentracions d’ARN total que oferien una Ct aproximada de 25. Per a les 

sondes que hibridaven en el gens holE i ymgB es van utilitzar 10 ng d’ARN i per la que 

hibridava amb el gen rplB 1 ng d’ARN. Pel que fa al gen de referència 16s, es va 

utilitzar 1 pg d’ARN.  

2.7.5.3. Anàlisi de les dades obtingudes 
Tots els experiments es van realitzar per triplicat. Es va fer una mitjana dels valors de Ct 

de cada mostra analitzada, per tot seguit utilitzar el mètode comparatiu ΔCt. Amb 

aquest mètode es determina l’increment d’expressió d’un gen en una determinada soca 

en comparació amb una altra soca de referència (per exemple, un mutant respecte a la 

soca salvatge o una mateixa soca en diferents condicions de creixement). La fórmula 

que es va utilitzar fou 2 -(ΔΔCt), on ΔΔCt és la diferència entre els increments ΔCt de 
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cada mostra experimental o referència (ΔCt, r) i el ΔCt de la mostra calibrador, l’ARN 

ribosòmic 16s en el nostre cas (ΔCt, cb): 

Ratio= 2-(ΔCt, r – ΔCt, cb) = 2-(ΔΔCt)
 

2.7.6. Anàlisi de l’expressió gènica mitjançant microxips 

La tecnologia basada en microxips permet conèixer els nivells d’expressió d’un 

determinat gen a partir de la mesura del grau d’hibridació entre una sonda específica i 

l’ADNc diana, el qual es detecta per senyals de luminescència que s’analitzen per 

anàlisi d’imatge. 

Aquesta tècnica es va utilitzar per fer l’estudi del patró d’expressió gènica de diversos 

mutants i comparar-lo amb el de la soca salvatge. 

2.7.6.1. Característiques generals dels microxips GeneChip® E. coli 

Genome 2.0 Array 
En aquest treball es van utilitzar els microxips comercials de la casa Affymetrix 

GeneChip® E. coli Genome 2.0 Array. Aquests microxips consisteixen en una 

micromatriu amb aproximadament 10.000 sets d’oligonucleòtids que corresponen a 

seqüències específiques dels gens de les soques d’ E. coli K12 (soca de laboratori 

MG1655) i a les tres soques patògenes d’E. coli O157:H7 EDL 933 (enteropatogènica), 

O157:H7 (SAKAI) (enteropatogènica) i CFT073 (uropatogènica). Tot i això, en el 

present estudi ens vam centrar únicament en els resultats obtinguts a E. coli K12. A 

més, a part de detectar les pautes de lectura oberta codificants de proteïnes (ORF) d’E. 

coli, aquest microxip conté també sondes que inclouen més de 700 regions 

intergèniques d’E. coli i marcadors de resistències a antibiòtics. La base del protocol 

utilitzat en el GeneChip® E. coli Genome 2.0 Array consisteix en la hibridació de 

l’ADNc diana (obtingut a partir de l’ARN total de les cèl·lules objecte d’estudi) 

prèviament marcat amb biotina, amb els sets de sondes d’aquest microxip. La hibridació 

sonda-diana es detecta i quantifica mitjançant l’addició d’estreptoavidina, la qual 

reacciona amb la biotina i forma un complex amb color que és detectat per un escàner i 

analitzat per anàlisi d’imatge.  

2.7.6.2. Procediment experimental i anàlisi de les dades obtingudes 
El procediment experimental en el laboratori va consistir en l’aïllament de l’ARN total 

(veure apartat 2.7.1.1) corresponent als diferents mutants objecte d’estudi, el tractament 

amb Turbo DNasa i la purificació i concentració de l’ARN amb el kit de Qiagen 



MATERIALS I MÈTODES 
 

70 
 

RNeasy MinElute Cleanup Kit®. Aquest protocol es va realitzar per triplicat per cada 

soca per tal d’obtenir mostres més representatives. La síntesi i amplificació de l’ADNc, 

la fragmentació d’aquest ADNc i el marcatge amb biotina, així com l’anàlisi amb 

microxips (hibridació, tinció i escanejat) es va encarregar a la Plataforma “Functional 

Genomics Core” (FGC) pertanyent al Institut de Recerca Biomèdica de Barcelona (IRB) 

al Parc Científic de Barcelona.  

El processament de les dades obtingudes i l’elaboració dels diagrames de Venn i 

heatmaps es va realitzar a la Unitat de Bioinformàtica dels Serveis Científico-Tècnics 

de la Universitat de Barcelona (CCiTUB) a partir dels fitxers CEL generats pel 

programari GCOS (Affymetrix). 

2.8. Tècniques experimentals amb proteïnes 

2.8.1. Obtenció d’extractes proteics 

Els mètodes d’obtenció d’extractes proteics  utilitzats en aquest treball es van escollir en 

funció de la finalitat per la qual eren preparats (anàlisi per electroforesi d’extractes 

totals, obtenció d’extractes crus per estudis d’interacció proteïna-proteïna o 

fraccionament dels compartiments cel·lulars). 

2.8.1.1. Obtenció d’extractes totals 
Aquest mètode es va utilitzar per analitzar per electroforesi en gels de poliacrilamida el 

contingut proteic total, separant entre fracció soluble i insoluble. Es van recollir les 

cèl·lules per centrifugació (5000 x g, 5 minuts) i es van ressuspendre en 1/10 del volum 

de cultiu en Tris-HCl 50 mM pH 8, EDTA 2 mM. A continuació, es va afegir: lisozim a 

una concentració final de 100 μg/ml, recent preparat en el mateix tampó de 

ressuspensió, i 1/10 del volum inicial de Tritón X-100 1% (p/v). La mescla es va 

incubar 15 minuts a 30ºC. A continuació, es van sonicar les mostres per trencar l’ADN 

present fins que van perdre la viscositat. Finalment, es van centrifugar les mostres 

(12.000 x g, 15 minuts, 4ºC) i es va separar el sobrenedant (fracció soluble) del 

precipitat (fracció insoluble). 

2.8.1.2. Obtenció d’extractes crus per French-Press 
Cultius crescuts en 500 ml de medi LB fins a DO600 entre 0,5 i 1, es van centrifugar 

(11.000 x g, 10 minuts, 4ºC) i el precipitat cel·lular es va ressuspendre en 10 ml del 

tampó adient segons l’experiment a realitzar. Aquesta nova suspensió cel·lular es podia 

congelar i descongelar per tal d’afavorir el trencament de les cèl·lules o bé passar 
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directament a trencar-les per pressió mitjançant la French Press (French Pressure Cell 

Press, SLM AMINCO). Les cèl·lules van ser lisades després de passar-les 3 cops 

consecutius a 1.000 PSIG de pressió. Per tal d’obtenir un extracte clarificat, l’extracte 

anterior es va centrifugar (16.000 x g, 30 minuts, 4ºC) i es va recollir el sobrenedant. 

2.8.1.3. Fraccionament cel·lular 
Aquest mètode permet obtenir les fraccions periplasmàtiques i citoplasmàtiques així 

com les proteïnes de membrana, de cultius de diferents soques per analitzar el contingut 

de proteïnes a cada compartiment cel·lular. Les fraccions obtingudes es van quantificar 

pel mètode de Bradford (apartat 2.8.2) i es van analitzar posteriorment mitjançant 

electroforesi en gels de poliacrilamida (apartat 2.8.4.1). 

� Fracció periplasmàtica 

Es van centrifugar (3.000 x g, 10 minuts) 10 ml d’un cultiu en fase exponencial i el 

precipitat cel·lular es va ressuspendre en 1 ml de tampó de xoc fred, més 100 μl d’una 

solució fresca de lisozim (1 mg/ml). La barreja es va deixar 3 minuts en gel i 

posteriorment es va centrifugar durant 30 segons a 16.000 x g. Es va recollir el 

sobrenedant, corresponent a la fracció periplasmàtica. 
 

Tampó de xoc 
Composició Concentració 

Tris (Roche) 33 mM 

EDTA (Merck) 1 M 

Sacarosa 20 % 

PMSF* 1 mM 

Ajustar a pH 8,0, autoclavar i conservar a 4ºC. 

* A partir d’una solució 10 mM en isopropanol.  

Afegir just abans del seu ús. 

� Fracció citoplasmàtica 

El sediment obtingut en l’apartat anterior, es va ressuspendre en 1 ml de tampó de xoc 

fred i 100 μl d’una solució de lisozim (5 mg/ml). La barreja es va deixar 20 minuts en 

gel i després es va congelar i descongelar. Finalment, es va centrifugar (16.000 x g, 1 

minut) i es va recollir el sobrenedant, corresponent a la fracció citoplasmàtica. 
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� Obtenció de proteïnes de membrana 

A partir d’un cultiu crescut tota la nit, es van centrifugar 10 ml durant 10 minuts a 3.000 

x g i a 4ºC. El precipitat cel·lular es va ressuspendre en 1 ml de tampó de ressuspensió i 

es va centrifugar de nou durant 5 minuts. Les cèl· lules es van ressuspendre amb 1 ml de 

tampó de ressuspensió i es van lisar per sonicació a 50 W en dos polsos de 30 segons. 

L’extracte resultant es va centrifugar durant 1 minut per eliminar les restes cel·lulars i a 

continuació el sobrenedant es va centrifugar a 16.000 x g a 4ºC durant 1 hora. Passat 

aquest temps, es va ressuspendre el precipitat en 350 μl de tampó de ressuspensió, se li 

van afegir 350 μl més de Laurosil Sarcosinat Sòdic al 1,2 % (p/v) i es va incubar la 

barreja durant 20 minuts a temperatura ambient. Transcorregut aquest temps, es va 

tornar a centrifugar (16.000 x g, 30 minuts, temperatura ambient) i es va retirar el 

sobrenedant, corresponent a les proteïnes de membrana interna, IM. El precipitat 

anterior es va ressuspendre en 100 μl d’H2O Milli-Q, se li van afegir 3 volums 

d’acetona prèviament freda i es va deixar a 4ºC un temps mínim de 2 hores. Per últim,  

es va centrifugar (16.000 x g, 4ºC, 15 minuts) i es va ressuspendre el precipitat en 100 

μl d’H2O Milli-Q (proteïnes de membrana externa, OM). 

2.8.2. Valoració de la concentració de proteïnes pel mètode de Bradford  

(Bradford, 1976) 

Per la determinació de la quantitat de proteïna present en una mostra es va utilitzar el 

reactiu “Protein Assay Dye Reagent Concentrates” de Bio-Rad. Es va seguir el 

procediment indicat per la casa comercial basat en el mètode descrit per Bradford el 

1976 segons el qual les proteïnes presenten afinitat pel Blau de Coomassie. Es va 

preparar una solució concentrada de BSA (Boehringer Manheim) de 25 mg/ml. A partir 

d’aquesta solució de BSA es van preparar les dilucions 25, 12,5, 6,25, 3,125 i 1,56 

(μg/ml). Es va construir una recta patró barrejant 0,8 ml de cadascuna d’aquestes 

dilucions de concentració coneguda amb 0,2 ml de reactiu de Bradford per duplicat. 

Així, les quantitats de proteïna de les diferents dilucions que formarien la recta patró 

serien de 20, 10, 5, 2,5 i 1,25 (μg). Per la determinació de la concentració de proteïna de 

les mostres assajades, es van afegir entre 5 i 25 μl de cada mostra problema a barreges 

de 0,2 ml de reactiu de Bradford més la quantitat corresponent d’aigua fins a arribar a 1 

ml de volum total. A continuació, es passava a realitzar la lectura de l’absorbància a 

DO595 de totes les mostres. La concentració de proteïna de les mostres es va calcular 
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extrapolant a partir de la recta patró els valors de l’absorbància de les mostres problema 

i fent la correcció segons el volum de mostra assajat. 

2.8.3. Purificació de proteïnes 

2.8.3.1. Inducció de l’expressió de proteïnes 
Per tal de sobreproduir les proteïnes d’interès, es van construir plasmidis recombinants 

que contenien el gen d’interès clonat sota la influència del promotor de l’ARN 

polimerasa del fag T7. En aquest treball, es van utilitzar els vectors d’expressió pET11a 

i pET15b. Com a soca hoste s’utilitzaven les soques BL21(DE3) i BL21(DE3)Δhns Kmr 

capaces de sintetitzar la polimerasa del fag T7 sota un promotor induïble per IPTG 

(isopropil-D-galactopiranòsid).  

En un primer pas, el plasmidi es transformava a la soca hoste i, al dia següent, les 

colònies obtingudes de la transformació es recollien amb LB i s’utilitzaven per inocular 

250 ml, 500 ml o 1 litre de medi LB. El cultiu s’incubava en agitació a 37ºC o a 30ºC 

segons la proteïna a expressar fins que assolia una DO600 de 0,4. En aquest moment, 

s’afegia IPTG (Promega) a una concentració final de 0,5 mM. Passades 2 hores a partir 

del moment de la inducció, se centrifugava el cultiu (11.000 x g, 10 minuts, 4ºC) i les 

cèl·lules es ressuspenien en 10 ml (per a cultius de 250 o 500 ml) o 20 ml (per a cultius 

d’1 litre) de tampó A (apartat 2.8.3.2). Amb aquesta suspensió cel·lular s’obtenia un 

extracte cru mitjançant French Press, tal i com es descriu en l’apartat 2.8.1.2. Aquest 

extracte se centrifugava de nou (16.000 x g, 30 minuts, 4ºC) per tal d’obtenir un extracte 

clarificat. 

2.8.3.2. Purificació per Ni2+-NTA agarosa (Qiagen) 
(Hochuli, 1988) 

Aquest mètode és útil per la purificació de les proteïnes a les quals se’ls ha afegit una 

cua de 6 histidines en el moment de la clonació en el vector d’expressió. Després de 

l’obtenció de l’extracte clarificat, s’utilitzava el mètode d’immobilització per 

cromatografia d’afinitat a metalls per tal de purificar la proteïna amb la cua de 6 

histidines. Es van barrejar els 10 o 20 ml d’extracte cru obtingut tal i com s’explica en 

l’anterior apartat amb 500 μl o 1 ml de reïna de Ni2
+-NTA agarosa (Qiagen) 

respectivament i es va deixar en agitació suau durant 2 hores a 4ºC per permetre la unió 

de la proteïna al Ni2+. Transcorregut aquest temps, es va centrifugar i ressuspendre la 

resina vàries vegades fins a quedar en un volum final d’1 ml. A continuació, es van fer 5 
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rentats amb 500 μl de tampó A i 3 rentats amb tampó A’ (amb imidazol 200 mM), per 

tal d’eluir les proteïnes unides a la matriu. Les fraccions obtingudes es van guardar i 

analitzar posteriorment per electroforesi en gel de poliacrilamida en Tris-Glicina-SDS 

(veure apartat 2.8.4.1). 
 

 Tampó A Tampó A’ 

Hepes pH 7,9* 20 mM 20 mM 

KCl 100 mM 100 mM 

MgCl2 5 mM 5 mM 

Glicerol 10% 10% 

Imidazol 20 mM 200 mM 

 * pH ajustat amb KOH  

 

2.8.4. Tècniques d’electroforesi de proteïnes 

La separació en funció del tamany molecular de les proteïnes d’una determinada mostra 

es va realitzar mitjançant electroforesi en gels de poliacrilamida desnaturalitzants 

utilitzant l’equip MINI-PROTEAN II™ de Bio-Rad, que permet obtenir gels verticals 

de 7,3 cm d’alçada, 8 cm d’amplada i 0,75 o 1 mm de gruix. 

2.8.4.1. Gels de poliacrilamida en Tris-Glicina-SDS  
(Laemmli, 1970) 

Aquests tipus de gels estan formats per dues fases: la fase de compactació i la fase de 

resolució. La primera (fase de compactació) correspon a la ¼ part superior del gel i 

conté un 5% de poliacrilamida en tots els casos. La segona fase (fase de resolució) 

ocupa la resta del gel i els percentatges més utilitzats de poliacrilamida van ser de 10%, 

12,5% i 15% segons els tamanys de les proteïnes que es volguessin separar en cada cas. 

La composició de cada fase es mostra a la següent taula: 
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 Fase de 
resolució 

Fase de 
compactació 

10% 12,5% 15% 5% 

Acrilamida/Bis 30,8 % T, 2,6 % C (Bio-Rad)  2 ml 2,5 ml 3 ml 0,8 ml 

Tampó de resolució x 4 1,5 ml 1,5 ml 1,5 ml - 

Tampó de compactació x 4 - - - 1,25 ml 

Aigua bidestil· lada 2,5 ml 2 ml 1,5 ml 2,92 ml 

APS 10%  30 μl 30 μl 30 μl 35 μl 

TEMED (Bio-Rad) 5 μl 5 μl 5 μl 10 μl 

 % T: Percentatge d’acrilamida + bisacrilamida % C: Percentatge de bisacrilamida respecte el total (T) 

 

La solució d’APS al 10% correspon a una solució d’APS (Bio-Rad) en aigua destil· lada 

a una concentració de 100 mg/ml. 

La composició del tampó de resolució i del tampó de compactació es detallen a 

continuació: 
 

Tampó de Resolució x 4 
Composició Concentració 
Tris (Roche) 1,5 mM 
SDS (Merck) 0,4% 

Ajustar a pH 8,8 

Tampó de Compactació x 4 
Composició Concentració 
Tris (Roche) 0,5 mM 
SDS (Merck) 0,4% 

Ajustar a pH 6,8  
 

Per preparar el gel primer s’afegia la fase de resolució entre els dos vidres de suport fins 

a ¾ parts de l’alçada total i es recobria amb aigua destil·lada. Un cop aquesta fase havia 

polimeritzat, s’eliminava l’aigua destil·lada i s’afegia la fase de compactació. Abans 

que aquesta fase polimeritzés s’introduïa la pinta que definiria els pous de càrrega.  

Les mostres es van carregar després d’afegir-hi tampó de mostres x 4 i d’incubar-les 

durant 5-10 minuts a 100ºC. Després de carregar les mostres, s’aplicava un voltatge de 

50 V fins que les mostres s’havien alineat a la fase de compactació. A continuació, 

s’augmentava el voltatge a 120 V fins al final de l’electroforesi. Tot seguit, es detalla la 

composició de les solucions utilitzades per afegir a les mostres abans de bullir (tampó 

de càrrega) i per córrer el gel dins la cubeta d’electroforesi (tampó de recorregut): 
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Tampó de Mostres x 4 
Composició Concentració 
Glicerol (Panreac) 20% 
β-mercaptoetanol (Bio-Rad) 10% 
SDS (Merck) 4,6% 
Tris (Roche) 0,125 M 
Blau Bromofenol (Millipore) 0,2% 

Ajustar a pH 6,8 

Tampó de Recorregut x 10 
Composició Concentració 
SDS (Merck) 1% 
Tris (Roche) 0,25 M 
Glicina (Fluka) 1,92 M 

Ajustar pH a 8,3 

 

2.8.4.2. Tinció de gels de proteïnes amb Blau de Coomassie® 
La tinció es va realitzar incubant els gels en la solució de tinció que s’indica a 

continuació durant 30 minuts. Un cop passat aquest temps es va destenyir mitjançant 

varis rentats amb la solució de destinció. 
 

Solució de Tinció 
Composició Concentració 

Blau brillant de Coomassie® R-250 (Fluka) 0,25% 

Àcid acètic glacial (Panreac) 10% 

Metanol (Merck) 50% 

Un cop dissolt el colorant, la solució es filtra amb paper de cel·lulosa 

 

 

Solució de Destinció 
Composició Concentració 

Àcid acètic glacial (Panreac) 5 % 

Metanol (Merck) 10 % 

 

2.8.5. Tècniques d’immunodetecció de proteïnes (western blotting)  

(Towbin et al., 1979; Burnette, 1981) 

Les proteïnes separades per electroforesi en gels de poliacrilamida (apartat 2.8.4.1) eren 

transferides a un suport sòlid per a ser posteriorment detectades mitjançant antisèrums 

específics. 

2.8.5.1. Transferència de proteïnes a membrana per sistema semi-sec 
Les proteïnes separades per electroforesi van ser electrotransferides del gel de 

poliacrilamida a una membrana de nitrocel·lulosa (Trans-blot® Transfer medium, 0,45 

μm, Bio-Rad). Tant el gel com la membrana, s’equilibraven en tampó de transferència. 
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El gel de poliacrilamida es dipositava sobre la membrana, i el conjunt es col·locava 

entre papers de filtre (Whatman 3 MM) mullats amb el mateix tampó (tres per cada 

costat). Aquest bloc es dipositava entre el càtode i l’ànode de l’aparell i es procedia a la 

transferència de les proteïnes amb l’equip Trans-Blot® SD-Semy-Dry Transfer Cell de 

Bio-Rad, tot aplicant un voltatge de 15 V durant generalment 30 minuts. Si el gel era 

més gruixut o la proteïna molt gran, aleshores s’augmentava el temps de transferència a 

45-60 minuts. 

Solució de transferència 
Component Concentració 

Tris (Roche) 48 mM 

Glicina (Fluka) 39 mM 

Metanol (Merck) 20 % 

SDS (Merck) 1,3 mM 

pH 9,2 no ajustat 

 

2.8.5.2. Immunodetecció i revelat quimioluminiscent pel sistema ECL™ 
Després de la transferència, la membrana de nitrocel·lulosa es bloquejava durant 1 hora 

en tampó TBS-Tween més l’agent de bloqueig, llet descremada en pols al 5% (p/v). A 

continuació, es realitzaven 3 rentats de 10 minuts cada un en tampó TBS-Tween i 

després s’incubava 1 hora amb l’anticòs primari contra la proteïna que es volia detectar 

diluït en 10 ml de tampó TBS-Tween. L’excés d’anticòs unit inespecíficament 

s’eliminava rentant la membrana 3 vegades amb tampó TBS-Tween (10 minuts cada 

rentat). La membrana s’incubava altra vegada durant 1 hora amb l’anticòs secundari 

(Anti-Rabbit o Anti-Mouse IgG conjugat amb peroxidasa a una dilució 1:10.000, 

Amersham Biosciencies) diluït en 10 ml de tampó TBS-Tween. L’excés d’anticòs 

secundari s’eliminava amb 3 rentats de 10 minuts amb tampó TBS-Tween. Per iniciar la 

reacció quimioluminiscent de revelat, la membrana es va incubar durant 5 minuts en 

estàtic amb el reactiu que conté el substrat per la peroxidasa de l’anticòs secundari, 

seguint les indicacions de la casa comercial (ECL™ Western blotting, Amersham 

Biosciences). Posteriorment, la membrana es va embolicar amb film de plàstic i es va 

col·locar dins un cassette d’autoradiografia Gevamatic 18 x 24 amb pantalles 

amplificadores Curix C-2 (Agfa) per exposar-hi una pel·lícula (Hyperfilm MP, 

Amersham Biosciences). Després d’un temps determinat que podia variar entre 10 
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segons i 5 minuts d’exposició, es va revelar el film automàticament (RG II, Fuji X-Ray, 

Film Processor). 

Tampó TBS- Tween 
Component Concentració 

Tris (Roche) 20 mM 

NaCl 136 mM 

Tween-20 (Merck) 0,1 % 

Ajustar el pH a 7, 

 

A continuació es mostra una taula amb els anticossos primaris utilitzats en aquest 

treball: 
 

Anticossos primaris 
Anticòs Antigen Dilució de treball Origen Referència  

Anti-Hha # 1 Hha  1:1.000 Conill (Balsalobre et al., 1996)  

Anti-H-NS H-NS 1:10.000 Conill Cedit pel Dr. B. Eric Uhlin 

(Umea Univerity, Suècia) 

 

     

Anti-StpA StpA 1:2.000 Conill Cedit pel Dr. B. Eric Uhlin 

(Umea Univerity, Suècia) 

 

     

Anti-YdgT YdgT 1:100.000 Conill (Paytubi, 2004)  

 

2.9. Valoració d’activitats enzimàtiques 

2.9.1. Determinació de l’activitat ��-galactosidasa  

(Miller, 1992) 

A la DO600 escollida per mesurar l’activitat β-galactosidasa d’un cultiu de la soca 

objecte d’estudi, es van recollir alíquotes d’entre 50μl- 500μl que es van portar a un 

volum d’1 ml amb tampó Z. Es van afegir 50 μl de cloroform i 25 μl d’SDS 0,1% a cada 

tub i es van agitar amb un vòrtex durant 15 segons per permeabilitzar les cèl·lules. A 

continuació, es van incubar durant 5 minuts en un bany a 28ºC i es va afegir l’ONPG (2-

Nitrophenyl-β-D-galactopyranoside, Fluka; 4 mg/ml en tampó fosfat sòdic 0,1 M pH 7). 

Les mostres es van incubar fins a l’aparició de color groc, moment en el qual s’aturava 

la reacció afegint 0,5 ml de Na2CO3 1 M. Es van deixar reposar uns minuts i es va 

mesurar l’absorbància a les longituds d’ona de 420 nm i 550 nm. 
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Tampó Z 
Component Concentració 

Na2HPO4 (Merck)  60 mM 

NaH2PO4 (Merck)  40 mM 

KCl (Merck)  10 mM 

MgSO4  1 mM 

β- mercaptoetanol  50 mM 

pH 7, no autoclavar 

 

El tampó fosfat sòdic 0,1 M pH 7, en el que es dissol l’ONPG, es preparava afegint 61 

ml de NaH2PO4 0,1 M sobre 39 ml de Na2HPO4 0,1 M.  

Amb els dos valors d’absorbància obtinguts es calculava l’activitat β-galactosidasa amb 

la següent fórmula: 
 

Activitat β-galactosidasa (U) = 1000 x (DO412 – 1,75 x DO550) / (t x V x DO600) 

 

U: Unitats Miller. 

DO412 i DO550: valors d’absorbància a les longituds d’ona de 412 nm i 550 nm un 

cop aturada la reacció. 

DO600: valor d’absorbància a 600 nm del cultiu en el moment d’agafar la mostra. 

t: temps transcorregut en minuts des de l’addició de ONPG fins que s’atura la reacció 

amb Na2CO3. 

V: volum de cultiu utilitzat per la determinació d’activitat (ml). 

2.10. Determinació de la freqüència d’aparició de mutants 
resistents a la rifampicina 

Es preparaven 10 cultius de tota la nit en 1 ml de medi LB de la soca a estudiar per 

posteriorment, ser incubats a les tres temperatures a testar (25, 30 i 37ºC). De cada 

cultiu se sembraven dilucions adequades en plaques LB agar (per fer un recompte de 

viables) i LB agar suplementat amb 100 µg/ml de rifampicina (per fer recompte de 

mutants resistents a rifampicina). Les plaques s’incubaven a 30ºC durant 48 hores. Per 

calcular la freqüència de mutació per cada cultiu es dividia el nombre total de mutants 
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resistents a la rifampicina entre el nombre total de cèl·lules viables. Els resultats 

s’expressaven com al valor de  cèl·lules RifR/106. 

2.11. Assaig de motilitat 

(Aberg et al., 2009) 

Aquest assaig ens va permetre mesurar la motilitat d’una determinada soca bacteriana i 

poder-la comparar amb la d’altres soques.  

Les plaques utilitzades en l’assaig de motilitat es preparaven en medi TB agar (veure 

apartat 2.2.1). Un cop autoclavat el medi i abans de ser plaquejat, s’afegia la quantitat 

suficient de L-serina i L-valina per obtenir una concentració final de 2 mM. L’L-serina 

és un quimioatraient. En canvi, l’L-valina és un quimiorepel·lent. A continuació, es 

repartia el medi en plaques posant-ne exactament 25 ml a cadascuna i es deixaven 

assecar tapades fora de la vitrina a temperatura ambient. 

La inoculació de les plaques de motilitat es realitzava a partir de cultius de tota la nit i 

consistia en dipositar al centre de cada placa 5μl de cultiu per duplicat.  

Les plaques inoculades s’incubaven a 30ºC durant 12 hores i es mesurava l’halo de 

motilitat en cm. Les fotografies de l’halo de motilitat es van realitzar amb l’aparell Gel 

DOC™ XR+ de la casa BioRad utilitzant la llum blanca. 

2.12. Assaig de resistència a l’àcid 

(Masuda i Church, 2003) 

A partir de cultius crescuts durant 18 hores en medi LB es realitzava una dilució 1:100 

en medi fresc i s’incubava fins a assolir una DO600nm= 1. Cada cultiu es diluïa 40 

vegades en PBS (pH 7,2) o LB (pH 2,5) temperats a 37ºC i s’incubaven a 37ºC sense 

agitació durant el temps establert. Finalment, a cada temps (t1, t2, etc.) es realitzaven 

recomptes de viables. El percentatge de cèl·lules supervivents al tractament amb àcid es 

va calcular com el nombre de colònies/ml supervivents després de tractament amb àcid, 

dividit pel nombre de colònies/ml en PBS.  
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2.13. Assaig de formació de biofilm 

(Ren et al., 2005) 

A partir d’un cultiu crescut tota la nit en medi LB a 37ºC de la soca a estudiar, es va 

realitzar un inòcul 1:100 en LB suplementat amb 0,2% glucosa. D’aquest inòcul es van 

inocular per duplicat 200 μl/pou en plaques de poliestirè (Nunc). La placa es va deixar 

incubar durant 24 hores a una determinada temperatura (25ºC o 37ºC) en estàtic. A les 

24 hores es va determinar la densitat òptica a una λ de 620nm per poder normalitzar 

posteriorment les dades. Seguidament, es va decantar el cultiu líquid i es va procedir a 

realitzar 3 rentats del pou amb 200 µl d’aigua destil· lada cadascun. A continuació, es 

van tenyir els biofilms amb 200 μl d’una solució de cristall violeta a l’1% deixant-la 

actuar durant 20 minuts. Es van realitzar novament tres rentats amb aigua destil· lada i es 

va ressuspendre la tinció obtinguda mitjançant la solubilització del cristall violeta amb 

300 μl d’etanol al 95%. Finalment, es va llegir la DO540. Els valors obtinguts en aquesta 

mesura es van normalitzar respecte els obtinguts en el cultiu de partida. Els valors 

resultants corresponien a la capacitat de formació de biofilms. 
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3. Resultats 
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3.1. Anàlisi transcriptòmica de mutants hha i ydgT 

Fins al moment d’inici d’aquesta tesi, tots els estudis sobre la proteïna YdgT es van dur 

a terme considerant el seu paper com a paràleg de la proteïna Hha (Paytubi et al., 2004; 

Vivero et al., 2008). Com a primer objectiu d’aquest treball ens vam plantejar estudiar 

si la proteïna YdgT a E. coli té funcions independents de la proteïna Hha.  

3.1.1. Construcció de mutants hha i ydgT a la soca d’E. coli MG1655 

Els mutants hha i ydgT utilitzats en aquest treball es van obtenir per transducció 

generalitzada amb lisats P1 vir (veure Materials i mètodes apartat 2.4.3) obtinguts sobre 

les soques BSN26H i BSN26Y respectivament. Als nous mutants se’ls va anomenar 

MG1655H i MG1655Y. Un cop obtinguts aquests mutants senzills, també es va 

construir la soca doble mutant hha ydgT per transducció de la mutació hha al nou 

mutant MG1655Y prèviament curat de la resistència a Cm (veure Materials i mètodes 

apartat 2.5.1.3). Aquesta última soca es va anomenar MG1655HY. 

3.1.2. Fenotip hemolític dels mutants hha, ydgT i del doble mutant hha 

ydgT 

La producció de la toxina �-hemolisina en E. coli es troba altament regulada. Les 

proteïnes associades al nucleoide H-NS i Hha interaccionen per tal de silenciar 

l’expressió d’aquesta toxina en determinades condicions ambientals tals com baixa 

temperatura o alta osmolaritat (Madrid et al., 2002b). El fenotip dels mutants hns i/o 

hha és fàcilment perceptible en plaques d’agar sang on aquests mutants, que tenen 

incrementada l’expressió d’�-hemolisina, mostren halos d’hemòlisi molt grans. Els 

paràlegs d’H-NS i d’Hha (les proteïnes StpA i YdgT respectivament) presents en el 

cromosoma d’E. coli poden atenuar parcialment el fenotip mutant hns i hha (Paytubi et 

al., 2004). Cap d’aquests dos paràlegs és capaç de compensar totalment la manca d’H-

NS i d’Hha. Tot i això, un doble mutant hha ydgT mostra una major desregulació dels 

determinants de virulència en comparació amb el mutant senzill hha (Vivero et al., 

2008). A la Fig. 3.1 s’observa la desregulació pel que fa a l’expressió de la toxina α-

hemolisina del mutant hha ydgT quan es transforma amb el plasmidi hemolític 

pANN202-312R, un plasmidi de mitjà número de còpies que conté l’operó hly del 

plasmidi parental pHly152 (Godessart et al., 1988). 
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Durant l’estudi de la caracterització de les propietats hemolítiques del doble mutant hha 

ydgT de la soca d’E. coli MG1655 (soca MG1655HY), es va observar un fenotip 

inesperat. Quan la soca MG1655HY era transformada amb el plasmidi pANN202-312R, 

es van detectar colònies no hemolítiques a les plaques d’agar sang quan aquestes 

contenien l’antibiòtic kanamicina (marcador de la mutació hha). Sorprenentment, 

l’aparició de derivats no hemolítics depenia de la presència o no de kanamicina en el 

medi de cultiu. L’anàlisi del procés implicat en l’aparició de clons no hemolítics s’ha 

considerat com un nou apartat dins del contingut d’aquest treball, degut a la rellevància 

dels resultats que s’han obtingut (veure apartat Resultats 3.2.).  

3.1.3. Anàlisi transcriptòmica de mutants hha, ydgT i del doble mutant 
hha ydgT 

Un cop obtinguts els mutants i confirmat el seu fenotip hemolític, es va decidir fer un 

estudi transcriptòmic de mutants independents hha i ydgT de la soca MG1655 d’E. coli.  

Es va aïllar l’ARN total de la soca salvatge, dels mutants hha, ydgT i el doble mutant 

hha ydgT (veure apartat Materials i mètodes 2.7.1) a partir de cultius crescuts en medi 

LB a 37ºC fins a una DO600= 0,6. Les mostres van ser processades per la Plataforma 

“Functional Genomics Core” (FGC) de l’Institut de Recerca Biomèdica (IRB) en 

microxips GeneChip® E. coli Genome 2.0 Array de la casa Affymetrix. La Unitat de 

Bioinformàtica dels Serveis Científico-Tècnics de la Universitat de Barcelona 

(CCiTUB) es va encarregar del tractament de les dades i de l’elaboració dels 

corresponents llistats de gens alterats, “heatmaps” i diagrames de Venn. 

Fig. 3.1. Fotografia de colònies hemolítiques en plaques LB agar sang de la soca MG1655 (pANN202-

312R) (A) i del doble mutant hha ydgT MG1655HY (pANN202-312R) (B) on s’aprecien les diferències 

pel que fa al diàmetre de l’halo d’hemòlisi. 



RESULTATS 

 

87 

 

3.1.3.1. Anàlisi global dels gens alterats: “heatmaps” i diagrames de 
Venn 

Per tenir una idea general del patró d’expressió gènica dels mutants analitzats i poder fer 

comparacions entre ells, és útil la realització de “heatmaps”. En aquest tipus de 

diagrames es representa el patró de gens alterats mostrant, en diverses intensitats de 

color verd i vermell, els gens reprimits i induïts respectivament. La intensitat dels colors 

indica els nivells d’expressió o repressió d’un determinat gen, la qual cosa se sol 

expressar com a log2 (FC) o directament com a FC (on FC significa “fold change”). El 

valor de P ajustat ens indica la probabilitat d’obtenir valors no significatius. En aquest 

treball es van considerar significatius els valors de P ajustat inferiors a 0,05. L’ordre en 

què estan ordenats els gens correspon a raons filogenètiques tal i com es veu representat 

a la part superior del “heatmap” de la Fig. 3.2. En aquesta figura es representen els 

patrons d’expressió gènica dels mutants MG1655H (H), MG1655Y (Y) i MG1655HY 

(HY) respecte a la soca salvatge MG1655 (wt). 

 

H_vs_wt

Y_vs_wt

HY_vs_wt

 

Les principals conclusions que s’extreuen del “heatmap” de la Fig. 3.2 són que el patró 

d’expressió gènica d’un mutant hha és força diferent al d’un mutant ydgT i que el doble 

mutant hha ydgT té un patró similar al del mutant senzill hha però amb uns nivells de 

repressió i inducció més pronunciats (verd i vermell més intensos). Dit d’una altra 

manera, la doble mutació hha ydgT potencia els efectes observats en el mutant hha i no 

Fig. 3.2. “Heatmap” on es representa el patró d’expressió gènica dels mutants senzills hha (H) i ydgT 

(Y) i del doble mutant hha ydgT (HY) comparat amb el de la soca salvatge (wt) (FC>1,5x i P-valor 

ajustat<0,05). En verd s’indiquen els gens reprimits i en vermell els induïts (respecte a la soca 

salvatge). Els gens marcats en blanc no es troben alterats en aquell mutant. 
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els del mutant ydgT. Això és consistent amb la hipòtesi que la proteïna YdgT compensa 

parcialment la pèrdua de la proteïna Hha, però també indica que la proteïna YdgT té 

també altres funcions. 

Els diagrames de Venn són representacions gràfiques que ens permeten visualitzar els 

diversos conjunts de gens induïts (“upregulated”, UP) o reprimits (“downregulated”, 

DW) en les soques estudiades respecte a la soca salvatge (wt), i determinar el nombre de 

gens comuns entre elles. A partir de les dades obtingudes de l’anàlisi transcriptòmica 

visualitzades a través dels diagrames de Venn (Fig. 3.3), es pot observar que el mutant 

hha té un número de gens alterats molt superior al del mutant ydgT. El doble mutant hha 

ydgT mostra un patró d’expressió gènica amb un número de gens desregulats superior al 

del mutant hha, indicant que la manca de les dues proteïnes paràlogues provoca efectes 

sumatoris de desregulació. 

 

A B

 

 

Per altra banda, observem en el diagrama de Venn de la Fig. 3.3 que el mutant hha té 

més gens induïts (348) que reprimits (132), i que amb el mutant ydgT passa el contrari 

(69 gens reprimits i 24 gens induïts). Això ens estaria indicant que, mentre que la 

Fig. 3.3. Diagrames de Venn on es representa el volum de gens induïts (A) i reprimits (B) dels 

mutants senzills hha (H), ydgT (Y) i el doble mutant hha ydgT (HY) comparat amb el de la soca 

salvatge (wt) (FC>1,5x i P-valor ajustat<0,05). 
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proteïna Hha té una funció predominantment repressora, YdgT actuaria com un inductor 

o activador. 

3.1.3.2. Anàlisi de l’expressió gènica diferencial entre mutants hha, ydgT 
i el doble mutant hha ydgT 

La revisió del llistat de gens alterats en els mutants hha, ydgT i hha ydgT respecte a la 

soca salvatge es va realitzar amb l’ajuda d’eines bioinformàtiques com les presents en la 

“Kyoto Encyclopaedia of Genes and Genomes” (KEGG). La KEGG és una base de 

dades de gens i genomes que conté aplicacions útils com el “KEGG Mapper”. Aquesta 

aplicació permet visualitzar el conjunt de gens afectats en un microarray agrupats 

formant part d’una ruta metabòlica, una ruta de processament de la informació genètica 

o ambiental, un procés cel·lular, etc., de tal manera que gràcies a un codi de color que 

indica els nivells d’expressió es pot tenir una idea general de les alteracions dins 

d’aquell sistema o ruta. D’aquesta manera, es van poder observar diferències en els 

patrons d’expressió gènica entre els tres mutants objecte d’estudi. A continuació, es 

detallen algunes de les principals diferències observades: 

� Gens dels operons de motilitat 

Una de les primeres diferències que es va observar entre els mutants estudiats feia 

referència a gens pertanyents als operons de motilitat i quimiotaxi. A la Fig. 3.4 es 

detallen els gens relacionats amb la motilitat i el grau de repressió (intensitat de color 

verd) en mutants hha (H), ydgT (Y) i hha ydgT (HY) respecte a la soca salvatge (wt) en 

un diagrama “heatmap”. 
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A la columna corresponent al mutant hha de la Fig. 3.4 es mostren en blanc alguns dels 

gens flagel·lars, la qual cosa indica que no hi ha diferències respecte a la soca salvatge. 

El mutant ydgT,en canvi, mostra gairebé tots els gens reprimits però amb un FC molt 

menor al que mostra el doble mutant hha ydgT. Habitualment, tal i com s’ha esmentat, 

un doble mutant hha ydgT té un patró d’expressió gènica similar al d’un mutant hha 

però de manera potenciada. En el cas dels gens flagel·lars, però, ens trobem davant 

d’una excepció ja que són els gens alterats en el mutant ydgT els que es veuen 

potenciats per la doble mutació hha ydgT.  

A la Fig. 3.5 es detallen els valors de FC (FC>1,5x i “P.value adjusted”<0,05) per 

cadascun dels gens alterats distribuïts en els corresponents operons de motilitat en els 

tres mutants estudiats.  

Fig. 3.4. “Heatmap” on es representa el patró d’expressió dels gens flagel·lars dels mutants senzills 

hha (H) i ydgT (Y) i del doble mutant hha ydgT (HY) comparat amb el de la soca salvatge (wt) 

(FC>1,5x i P-valor ajustat<0,05). En verd s’indiquen els gens reprimits respecte a la soca salvatge. Els 

gens marcats en blanc no es troben alterats en aquell mutant.  
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∆hha 2,1       2,1    2,1                2,1

∆hha ydgT 10,4       25,2     22,5  19,5   16,6   14,1   10,4    6,3     4,1     3,9        3,7    3,3

∆ydgT 1,6          2,0       2,0    2,3     2,5     2,8     2,5     2,2     2,6     2,1       2,4    1,6    

∆hha ydgT -2,1           -2,5

∆hha ydgT 10 ,0          2,3

∆ydgT 1,6                                        1,6

∆hha ydgT 5,7       7,2      4,7    4,8     4,5                   9,2      6,1      7,2               2,6

∆ydgT 1,6       2,0      2,1    2,0     2,3                   1,8      1,6      1,9               2,0      2,0

∆hha ydgT 2,4                  2,1

σ70  ARN polimerasa

σF ARN polimerasa

Operons primerencs

Operons mitjans

Operons tardans

 

 

Si ens fixem en el doble mutant hha ydgT, els valors de FC són, en molts casos, 

considerablement més elevats que en el mutant ydgT. A més, el doble mutant hha ydgT 

té un major número de gens alterats.  

� Gens implicats en rutes metabòliques 

La mutació hha provoca una important desregulació a nivell metabòlic en E. coli. En un 

mutant hha trobem una gran quantitat de gens alterats pertanyents a rutes metabòliques 

Fig. 3.5. Esquema dels diferents operons de motilitat i quimiotàxi d’E. coli. Els números sota dels 

diversos ORF indiquen el “fold change” (FC) negatiu o nivell de repressió dels corresponents mutants 

respecte a la soca salvatge. 
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(143) a diferència del mutant ydgT (31). En el mutant hha es troba alterat el 

metabolisme de: purines, butanoat, arginina i prolina, alanina, aspartat i glutamat, 

pirimidina, glioxilat i descarboxilat, piruvat, fenilalanina, glicina, serina i treonina, beta-

alanina, àcids grassos, galactosa, fructosa i manosa. En el mutant ydgT, només algunes 

d’aquestes rutes es troben també afectades, tot i que amb un número molt més reduït de 

gens alterats i amb una menor intensitat respecte a la soca salvatge. Un bon exemple 

d’aquest fet és la ruta metabòlica dels àcids grassos, en la qual el mutant hha té 29 dels 

gens d’aquesta ruta induïts amb un FC>2, mentre que el mutant ydgT només té dos gens 

induïts amb aquests mateixos valors de FC (Fig. 3.6). 
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Fig. 3.6. Representació del patró d’expressió dels gens del metabolisme dels àcids grassos en un 

mutant hha (A) i en un mutant ydgT (B) obtinguda utilitzant l’aplicació bioinformàtica KEGG 

Mapper. El codi de colors permet conèixer el nivell d’expressió (Fold Change, FC) d’un determinat 

gen: en vermell (FC>2), en rosa (2 <FC>1,5), en blau (-2 <FC <-1,5), en verd clar (no expressat 

diferencialment respecte a la soca salvatge) i en blanc (no anotat en aquest organisme). 
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� Gens del sistema de secreció tipus II 

El sistema de secreció tipus II (T2S), present en diversos bacteris patògens Gram-

negatius, consisteix en un complex multiproteic que intervé en l’alliberament de factors 

de virulència. Alguns dels gens que codifiquen pel sistema de secreció tipus II, 

pertanyents a l’operó gsp, es troben desregulats en el mutant hha i en el doble mutant 

hha ydgT, però no en el mutant ydgT. Tant en els mutants hha com en el doble mutant 

hha ydgT l’expressió dels gens gsp es troba induïda respecte a la soca salvatge (Fig. 

3.7). Tot i això, el nombre de gens alterat i el nivell d’inducció (FC) és més elevat en el 

doble mutant hha ydgT que en el mutant hha. 

∆hha 1,3        0,6                      0,9     

∆hha ydgT 1,9             2,8                2,4        1,3                      1,5                           0,9            1,2    1, 2  1,1                                           0,9  

 

L’operó gsp se sap que està reprimit per H-NS (Francetic et al., 2000). Per tant, veient 

les alteracions en el FC dels gens gsp en els mutants hha i hha ydgT, podem afirmar que 

Hha té també un paper en el silenciament de l’operó gsp, segurament en complex amb 

H-NS. En canvi, YdgT probablement estaria implicat en la regulació de l’expressió 

d’aquests gens només en el cas que Hha no estigués disponible. 

 

Aquests resultats evidencien que, si bé una de les funcions de la proteïna YdgT és suplir 

parcialment la funció de la proteïna Hha, també té funcions reguladores específiques, 

diferents a les de la proteïna Hha. 

Fig. 3.7. Representació esquemàtica de l’operó gsp situat al min. 74,5 del cromosoma ’d’E. coli K12 

en el qual s’indiquen els valors de FC o nivells d’inducció dels mutants hha i hha ydgT respecte a la 

soca salvatge.  
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3.2. Anàlisi de l’origen de clons no hemolítics que apareixen 
en mutants hha ydgT portadors del plasmidi pANN202-312R 

Aquest apartat sorgeix de l’estudi del fenotip hemolític de la soca doble mutant hha 

ydgT (apartat Resultats 3.1) durant el qual es va observar l’aparició de derivats no 

productors d’ α-hemolisina quan es transformava el plasmidi pANN202-312R (Fig. 

3.8C). Degut a la observació d’aquest fenotip inesperat, es va considerar important 

estudiar aquest procés en profunditat. 

3.2.1. Els mutants d’E. coli que sobreexpressen l’α-hemolisina segreguen 
colònies no hemolítiques en presència de l’antibiòtic kanamicina 

Durant l’estudi del fenotip hemolític de mutants hha ydgT el primer que es va realitzar 

fou la transformació del plasmidi hemolític pANN202-312R a aquesta soca doble 

mutant. El pANN202-312R es tracta d’un plasmidi hemolític de mitjà número de còpies 

que conté l’operó hly del plasmidi parental pHly152 clonat en el vector de clonació 

pACYC184 en la diana SalI (Godessart et al., 1988). La selecció dels transformants es 

va realitzar en plaques d’LB agar sang amb cloramfenicol (Cm), marcador del plasmidi, 

i kanamicina (Km), marcador de la mutació hha. A les 24 hores es podia observar una 

barreja de colònies hemolítiques i no hemolítiques. Sorprenentment, si es repetia 

aquesta transformació i se sembraven plaques d’agar sang només amb Cm, a les 24 

hores totes les colònies eren hemolítiques. En conseqüència, es va decidir estudiar la 

naturalesa dels derivats no hemolítics i la seva relació amb la presència de kanamicina 

en el medi. Per això, a partir d’un cultiu de tota la nit de la soca MG1655HY 

(pANN202-312R) en medi LB Cm es van inocular (1:100) dos erlenmeyers que 

contenien LB Cm i LB Cm Km. Es van seguir les corbes de creixement corresponents i 

es va quantificar el número de colònies hemolítiques i no hemolítiques, plaquejant en 

plaques d’LB agar sang a partir de diverses alíquotes de diferents punts al llarg de les 

dues corbes de creixement (Fig. 3.8). 
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Si comparem el creixement del doble mutant portador del plasmidi hemolític amb i 

sense kanamicina, observem que disminueix la taxa de creixement del cultiu amb 

kanamicina. A més, en aquest segon cas apareix una quantitat de colònies no 

hemolítiques que s’incrementa al llarg de la corba de creixement (Fig. 3.8C). 

Fig. 3.8. A. Corbes de creixement de la soca MG1655HY (pANN202-312R) en absència i presència 

de kanamicina (25 mg/l). B i C mostren el percentatge de colònies no hemolítiques (Hly-) detectades 

en plaques d’agar sang en diferents estadis del creixement en absència (B) i presència (C) de 

kanamicina.  
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3.2.2. Els derivats Hly- del plasmidi pANN202-312R aïllats de la soca 
MG1655HY mostren dos patrons de restricció diferents 

Per tal de conèixer l’origen del fenotip Hly-, es van aïllar els plasmidis de trenta clons 

no hemolítics (obtinguts en 6 experiments independents) i es va dur a terme l’anàlisi de 

restricció amb l’enzim HindIII. Tots els clons analitzats contenien dos únics patrons de 

restricció els quals corresponien a dues possibles delecions (Fig. 3.9A). Per altra banda, 

es va seqüenciar (apartat Materials i mètodes 2.6.4) el fragment SalI/SalI (17.010 pb) 

del plasmidi pANN202-312R pertanyent a l’operó hemolític del plasmidi parental 

pHly152 i es van localitzar totes les dianes HindIII. Amb la informació obtinguda tant 

de l’anàlisi de restricció com de la seqüència del fragment SalI/SalI del plasmidi 

hemolític, es van poder determinar les regions entre les quals tenia lloc la recombinació 

que causava la deleció de l’operó hemolític en ambdós patrons (Fig. 3.9B, caixes 

blanques i grises internes en el mapa del plasmidi). Aquestes regions van resultar estar 

incloses en seqüències d’inserció IS91 parcials que es trobaven flanquejant l’operó 

hemolític del plasmidi pANN202-312R. De fet, l’operó hemolític present en aquest 

plasmidi està flanquejat per cinc IS91 parcials (Fig. 3.9B, caixes negres 1-5 inserides en 

el mapa del plasmidi). Estudis d’hibridació previs havien indicat la presència de 

seqüències IS91 flanquejant l’operó hemolític del plasmidi pHly152 (Zabala et al., 

1982). Els nostres estudis de seqüenciació van completar aquesta informació i van 

indicar que es tracta de seqüències parcials IS91. A la Fig. 3.9C es detallen les 

seqüències IS91 parcials que contenen les regions on es produeix la recombinació 

causant de la deleció de l’operó hemolític en ambdós patrons. Dins d’aquestes 

seqüències, s’indica en negreta les regions on es produeix la deleció corresponent a les 

caixes blanques de la Fig. 3.9B i subratllades les regions corresponents a les caixes 

grises de la Fig. 3.9B. Si observem aquests dos parells de seqüències en negreta i 

subratllades veiem que són iguals entre sí. Per tant, podem dir que ens trobem davant 

d’un fenomen de recombinació que es produeix entre seqüències idèntiques presents en 

un plasmidi. Aquest procés comporta la pèrdua de la regió d’ADN flanquejada per les 

dues seqüències idèntiques, en aquest cas del determinant hemolític. 
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ggagcactatgctggtcaggatgaaattggtctgcgttacaacagtcaccggacaaaacgggaagaatacctggtgatgagtggtgatgagtttatggaaaggttctcctggcatgtggcggataag
gggttccgtatggtgaggtactacggtttcctgagtccggtgaagcgccggttactggaagatgttgtgtacgtcataacggagacggtgagaaagacggcgatgcaaatcaggtggagagggatgt
atcagcggttactgaaggttgacccgctgaagtgcatcctgtgcggaggtcagatgcgttttacggggctgaagcggggctaccgtctgacagagctggtcctgatgcatgagccactggcgcaa
cagcgggtgtgcggctgagagccgcatcggagaagttgcgtccattttcaggggaatggggtaaaaaaccatcagtgatatgcagtatcaatcgataagatccatttaattgacggcggtgcact
catggcacgcaggcagtgttgaataaacatccgtttttgggtgtttttttaatctttttgggatttaaattcctatcgat

1. Seqüència  parcial IS91 corresponent a la caixa 2 (coordinades 5.818 a 6.407 pb)

3. Seqüència  parcial IS91 corresponent a la caixa 5 (coordinades 19.462 a 19.591 pb)

atatgcagtatcaatcgataagatccatttaattgacggcggtgcactcatggcacgcaggcagtgttgaataaacatccgtttttgggtgtttttttaatctttttgggatttaaattcctatcgat

2. Seqüència  parcial IS91 corresponent a les caixes 3 i 4 (coordinades 17.301 a 18.225  pb) 

cgagtaggcagcctggcggctgcggcttgtcatggcctgaaattaccgttataaaaacagacaatatcattgtctttcaggtagttatatgtcccgttcagctaaaccccgtaaacgaaaacctgcccc
tcaaagaagcaaacttccccgctatgtcgtgaagcttcacgacgatgacttctttgacgaagaagacgcagaagctctgcgctttgataattttgacgatgccgttgagtgctgcgcagacctgaatat
tcccttctttgtggatgccggaaacaaaaagctggtcttctggtttgtacgtgttgatgacgaagggtatcctgaaatagcccgctgcacggagcgggagtttgcgaccattcttgccggtatcagcgcc
ggcggcatgtactgcccggagtgtggcacggttcactggccggacggagtccccccgcccttctgatgcttccccgttttgccgacatttttcagcagggaaaccgctggcttaactggctggagaaac
aaccggaaggttcagtgcgtccggtagtcattgagtctgtgacaaaaatcatggcctgcgggaccacgctgatggggtacacacagtggtgctgttcatctccggactgcagccacataaaaaagat
ctgcttccggtgtaaaagtcgctcctgcccgcactgcggagtgaaggctggcgcacagtggatacagtatcagcggttactgaaggttgacccgctgaagtgcatcctgtgcggaggtcagatgcg
ttttacggggctgaagcggggctaccgtctgacagagctggtcctgatgcatgagccactggcgcaacagcgggtgtgcggctgagagccgcatcggagaagttgcgtccattttcaggggaat
ggggtaaaaaaccatcagtgatatgcag
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C
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Si situem les cinc seqüències parcials dins de la seqüència completa IS91 observem que 

aquelles que contenen les regions repetides per les quals té lloc l’escissió (enquadrat i 

ressaltat en gris) es troben a l’extrem 3’ (Fig. 3.10).  

 

 

 

Fig. 3.9. A. Patrons de restricció amb l’enzim HindIII del plasmidi pANN202-312R hemolític (carril 

2) i de dos plasmidis aïllats de colònies no hemolítiques cadascun amb una de les dues delecions 

descrites (carrils 3 i 4). El carril 1 mostra el marcador de pes molecular. B. Mapa del plasmidi 

pANN202-312R on es mostren les dianes de restricció HindIII, les 5 seqüències IS91 parcials (caixes 

negres 1-5) flanquejant el determinant hemolític i les regions dins d’aquestes seqüències IS91 on té 

lloc la recombinació (caixes blanques i grises internes). C. Seqüències pertanyents a les IS91 parcials 

2, 3-4 i 5 dins de les quals es troben les seqüències repetides en negreta i subratllades corresponents a 

les caixes internes del mapa blanques i grises respectivament.  
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   1 cgagtaggca gcctggcggc tgcggcttgt catggcctga aattaccgtt ataaaaacag acaatatcat tgtctttcag gtagttatat gtcccgttca 

 101 gctaaacccc gtaaacgaaa acctgcccct caaagaagca aacttccccg ctatgtcgtg aagcttcacg acgatgactt ctttgacgaa gaagacgcag 

 201 aagctctgcg ctttgataat tttgacgatg ccgttgagtg ctgcgcagac ctgaatattc ccttctttgt ggatgccgga aacaaaaagc tggtcttctg 

 301 gtttgtacgt gttgatgacg aagggtatcc tgaaatagcc cgctgcacgg agcgggagtt tgcgaccatt cttgccggta tcagcgccgg cggcatgtac 

 401 tgcccggagt gtggcacggt tcactggccg gacggagtcc ccccgccctt ctgatgcttc cccgttttgc cgacattttt cagcagggaa accgctggct 

 501 taactggctg gagaaacaac cggaaggttc agtgcgtccg gtagtcattg agtctgtgac aaaaatcatg gcctgcggga ccacgctgat ggggtacaca 

 601 cagtggtgct gttcatctcc ggactgcagc cacataaaaa agatctgctt ccggtgtaaa agtcgctcct gcccgcactg cggagtgaag gctggcgcac 

 701 agtggataca gtatctgctg agtctggttc ccgactgtcc gtggcagcat attgtgttca cacttccctg ccagtactgg tccctggtgt tccacaaccg 

 801 gtggttactg gcagagatga gccgcattgc tgcggatgtg atacaggaaa tctgccgcca ggcagatgtg gtgccgggga tattcacggt catccacaca 

 901 tggggacgtg accagcagtg gcatccgcac attcacctgt cgacaacgac cggcggcgtg acatcagacc acacctggaa aaaccttcat ttttacgccc 

1001 gtaaggtgat gagtatgtgg cgttaccgga taacgcggtt actgtcacgg aaatatccgg acctggtgat accggatgcg ctggcagcag aaggaagcag 

1101 taaacgggac tggaatcgct tcctggacag tcattaccgg cggggctgga atgtcaacgt atcccgggtg atggataacg ccacacatgt ggcggtgtac 

1201 ttcggctctt acctgaaaaa accgccggtg ccgatgagcc gtctggagca ctatgctggt caggatgaaa ttggtctgcg ttacaacagt caccggacaa 

1301 aacgggaaga atacctggtg atgagtggtg atgagtttat ggaaaggttc tcctggcatg tggcggataa ggggttccgt atggtgaggt actacggttt 

1401 cctgagtccg gtgaagcgcc ggttactgga agatgttgtg tacgtcataa cggagacggt gagaaagacg gcgatgcaaa tcaggtggag agggatgtat 

1501 cagcggttac tgaaggttga cccgctgaag tgcatcctgt gcggaggtca gatgcgtttt acggggctga agcggggcta ccgtctgaca gagctggtcc 

1601 tgatgcatga gccactggcg caacagcggg tgtgcggctg agagccgcat cggagaagtt gcgtccattt tcaggggaat ggggtaaaaa accatcagtg 

1701 atatgcagta tcaatcgata agatccattt aattgacggc ggtgcactca tggcacgcag gcagtgttga ataaacatcc gtttttgggt gtttttttaa 

1801 tctttttggg atttaaattc ctatcgat 

 

Fig. 3.10. Seqüència completa IS91 on s’indiquen les posicions de les 5 seqüències IS91 parcials 

trobades flanquejant l’operó hemolític en el plasmidi pANN202-312R.  Enquadrat i ressaltat en gris 

s’indiquen les seqüències repetides per on té lloc la recombinació corresponents a les caixes blanques i 

grises respectivament de la Fig. 3.9B. 
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3.2.3. La presència de kanamicina provoca l’aparició de clons Hly- i no 
selecciona mutants preexistents 

La presència de kanamicina en el medi de cultiu podria ser la causa de l’aparició de 

colònies no hemolítiques però també podria estar seleccionant clons Hly- preexistents en 

el medi de cultiu. Per tal d’aclarir això, es va dur a terme l’assaig de la fluctuació 

dissenyat per Luria i Delbrück per demostrar els bacteris podien generar resistència a 

medis adversos no com a conseqüència d’una resposta adaptativa, sinó com a 

conseqüència de mutacions aleatòries (Luria i Delbrück, 1943). En aquest experiment, 

Luria i Delbrück van utilitzar 20 cultius petits amb una concentració inicial de 103 

cèl·lules d’E.coli/ml i un cultiu gran amb la mateixa concentració de cèl·lules. Van 

deixar créixer ambdós tipus de cultius fins a aconseguir una concentració de 109 

cèl·lules d’E. coli/ml (al voltant de 20 generacions). Cadascun dels cultius petits es va 

sembrar per separat en una placa que havia estat coberta amb una densa capa de fag T1. 

D’altra banda, van prendre mostres del cultiu gran o massiu i les van sembrar per 

separat en diverses plaques cobertes també amb una densa capa de fag T1. Després d’un 

temps d’incubació, en algunes plaques van créixer colònies d’E. coli resistents al fag 

T1. Si la resistència fos deguda a una adaptació fisiològica induïda per la presència del 

fag T1, seria esperable que la taxa de cèl·lules resistents fos la mateixa d’un cultiu a un 

altre. Per contra, si la resistència és a causa d’una mutació a l’atzar i poc freqüent que ha 

tingut lloc en alguna de les 20 generacions transcorregudes des de l’inici dels cultius, en 

cada cultiu petit la mutació s’hauria produït en un moment diferent: en alguns al 

principi (apareixent com a resultat moltes cèl·lules resistents), en altres al final 

(apareixent poques cèl·lules resistents) i en altres fins i tot ni s’hauria produït (no hi 

hauria cèl·lules resistents). Per tant, en els cultius petits s’observaria una variació gran 

en el nombre de colònies resistents. Aquest darrer cas fou l’observat per Luria i 

Delbrück pel fag P1. El cultiu gran o massiu serveix com a control, ja que s’espera que 

totes les mostres preses d’aquest cultiu tinguin el mateix comportament degut a que 

procedeixen del mateix cultiu gran i comparteixen la mateixa història. 

En el nostre cas, a partir d’un cultiu de tota la nit de la soca MG1655HY (pANN202-

312R) es van inocular onze cultius en medi LB Cm. Aquests cultius es van incubar 

vàries generacions fins a una DO600=1 i, de deu dels onze cultius es van plaquejar 

dilucions adequades per fer recomptes de colònies hemolítiques i no hemolítiques en 
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plaques d’agar sang amb Cm i Km. Del cultiu restant es va realitzar aquest recompte per 

triplicat (Fig. 3.11).  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Colònies Hly+ i Hly- en plaques agar sang amb cm i km

Cultiu secundari únic

Cultiu primari

10 cultius secundaris
individuals

 

 

Es va calcular el percentatge de clons no hemolítics a cada placa i es va determinar la 

mitjana i la variància per cadascun dels cultius (Taula 3.1). Els tres recomptes fets a 

partir del cultiu únic representen un control de la variància deguda a la manipulació de 

les mostres. 

 

 

A diferència de l’experiment amb el fag T1 dut a terme per Luria i Delbrück, les dades 

de variància calculades en el nostre cas pel que fa al percentatge de clons no hemolítics 

van ser similars tant pel cultiu únic com pels deu cultius individuals (Taula 3.1). Això 

significa que les diferències observades en els deu cultius individuals eren degudes a 

Taula 3.1. Resultats obtinguts a l’assaig de fluctuació 

Fig. 3.11. Esquema de l’assaig de fluctuació. 
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variacions experimentals, de la mateixa manera que passava en les tres plaques 

sembrades a partir del cultiu únic. Per tant, podem afirmar que és la kanamicina present 

a les plaques d’agar sang la responsable de l’aparició de clons Hly-. Si la kanamicina 

estigués seleccionant clons Hly- preexistents, observaríem grans diferències en els 

recomptes de colònies no hemolítiques ens els deu cultius individuals ja que el nombre 

de clons Hly- preexistents presents en cada cultiu seria diferent (a diferència de les tres 

plaques sembrades a partir del cultiu únic).  

3.2.4. Paper de RecA, RpoS i la resposta SOS en el procés d’aparició de 
clons Hly- a la soca MG1655HY (pANN202-312R) 

3.2.4.1. Efecte de la mutació recA en la producció de clons Hly- a la soca 
MG1655HY (pANN202-312R) 

Tenint en compte la funció de la proteïna RecA en diversos processos de recombinació 

homòloga, vam voler estudiar el paper d’aquesta proteïna en el procés de deleció de 

l’operó hly. Per dur a terme aquest estudi, es va construir el corresponent mutant recA 

de la soca MG1655HY (pANN202-312R) i es van reproduir els mateixos experiments 

anteriors (corbes en absència/presència de Km i posterior determinació del percentatge 

de clons Hly- en diferents estadis del creixement). 

El mutant MG1655HYrecA es va construir seguint el protocol d’inactivació de gens 

cromosòmics utilitzant fragments de PCR (veure apartat 2.5.1 de Materials i mètodes). 

En primer lloc, es van dissenyar els oligonucleòtids RECAH1 i RECAH2 (Fig. 3.12) 

situats en el gen recA (nucleòtids 2.821.789-2.821.833 i 2.820.701-2.820.752 del 

genoma d’E. coli MG1655, respectivament) però amb una part homòloga a les regions 

P1 i P2 del plasmidi pKD3. 
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Els oligonucleòtids RECAH1 i RECAH2 es van utilitzar per amplificar la resistència a 

Cm del plasmidi pKD3. El producte de PCR resultant es va utilitzar per mutagenitzar el 

gen recA a la soca MG1655HY. Els clons recombinants es van seleccionar en plaques 

d’LB agar que contenien Cm i es va confirmar tant per PCR amb els oligonucleòtids 

RECAUP i RECADOWN (Fig. 3.13), els quals hibriden a 5’ i a 3’ del gen recA, com 

per la impossibilitat d’obtenir colònies transductants després de realitzar la transducció 

del gen holE amb lisats del fag P1vir obtinguts sobre la soca MG1655ΔholE. 

 

 

 

El creixement de la soca MG1655HYrecA (pANN202-312R) en absència/presència de 

Km va evidenciar que aquest antibiòtic també provocava una disminució en la taxa de 

creixement i generava l’aparició de colònies no hemolítiques (Fig. 3.14). Tot i això, la 

proporció de clons Hly- era molt inferior que en la soca que expressava recA (Fig. 3.8B i 

C).  

Fig. 3.13. Oligonucleòtids utilitzats per comprovar la mutació recA de la soca MG1655HYrecA. 

RECAUP 

5’-CTTGTGGCAACAATTTCTACA-3’ 

RECADOWN 

5’-TCATGGCATATCCTTACAACT-3’ 

Fig. 3.12. Oligonucleòtids utilitzats per la construcció del mutant MG1655HYrecA seguint el protocol 

d’inactivació de gens cromosòmics utilitzant fragments de PCR descrita per Datsenko i Wanner. En 

blau es destaquen les regions homòlogues al gen recA i en gris les seqüències homòlogues a P1 i P2 

del plasmidi pKD3.  

RECAH1 

5’-CAGAACATATTGACTATCCGGTATTACCCGGCATGACAGG 

AGTAAAAATGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC-3’ 

RECAH2: 

5’-ATGCGACCCTTGTGTTATCAAACAAGACGATTAAAAATCT 

TCGTTAGTTTCCATATGAATATCCTCCTTAG-3’ 
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L’anàlisi de restricció amb l’enzim HindIII va evidenciar que tots els plasmidis no 

hemolítics aïllats contenien una de les dues delecions descrites. Aquests resultats 

indiquen que RecA té un paper en el procés de recombinació  entre seqüències parcials 

IS91, però les delecions poden produir-se també en absència d’aquesta proteïna. 

3.2.4.2. Efecte de la mutació rpoS en la producció de clons Hly- a la soca 
MG1655HY (pANN202-312R) 

Lombardo i col·laboradors (2004) van identificar RpoS com un element important 

perquè tinguin lloc mutacions i amplificacions d’ADN en fase estacionària. Per aquest 

motiu, es va decidir estudiar si la deleció de l’operó hly requeria la funció de la proteïna 

RpoS. Per dur a terme aquest estudi, es va construir el mutant MG1655HYrpoS 

Fig. 3.14. A. Corbes de creixement de la soca MG1655HYrecA (pANN202-312R) en absència i 

presència de kanamicina (25 mg/l). B i C mostren el percentatge de colònies no hemolítiques 

detectades en plaques d’agar sang en diferents estadis del creixement en absència (B) i presència (C) 

de kanamicina. 
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(pANN202-312R) i es va dur a terme l’anàlisi de la producció de clons Hly- d’aquesta 

soca en presència/absència de l’antibiòtic Km. 

El mutant MG1655HYrpoS es va obtenir per transducció generalitzada amb lisats de 

P1vir obtinguts de la soca mutant rpoS RH90. Els oligonucleòtids utilitzats per 

comprovar la mutació es detallen a la Fig. 3.15. 

 

 

 

La taxa de creixement de la soca MG1655HYrpoS (pANN202-312R) es va veure 

reduïda en presència de Km. La proporció de colònies no hemolítiques detectades a 

partir del cultius que contenien Km va ser similar que en la soca MG1655HY 

(pANN202-312R) (Fig. 3.8B i C), i els clons Hly- aïllats van resultar contenir una de les 

dues delecions prèviament caracteritzades. Això indica que RpoS no estaria implicat en 

el procés de recombinació entre seqüències parcials IS91. 

3.2.4.3. Efecte de la inducció de la resposta SOS en la producció de 
clons Hly- a la soca MG1655HY (pANN202-312R) 

Un dels efectes descrits pels antibiòtics bactericides, inclosa la kanamicina, és la 

producció de radicals hidroxil altament nocius que provoquen, entre altres respostes, 

l’activació del sistema SOS (Kohanski et al., 2007). Per aquest motiu, vam voler 

estudiar l’efecte d’un inductor de la resposta SOS (mitomicina C) sobre la taxa de 

creixement i l’aparició de colònies Hly- a la soca MG1655HY (pANN202-312R). El 

disseny de l’experiment era el mateix que s’havia realitzat fins al moment però en 

aquest cas enlloc de Km afegíem mitomicina C (MTC) (Fig. 3.16).  

Fig. 3.15. Oligonucleòtids utilitzats per comprovar la mutació rpoS de la soca MG1655HYrpoS. 

RPOSUP 

5’- TGCCGC AGCGATAAAT CG -3’ 

RPOSDOWN 

5’- CGGACCTTTTATTGTGCACAG -3’ 
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Tal com s’observa a la figura, l’activació de la resposta SOS provoca el mateix efecte 

que la kanamicina (Fig. 3.8). Per tant, els mecanismes inductors de la resposta SOS, 

com alguns antibiòtics, també afecten a l’estabilitat de l’operó hly del plasmidi 

pANN202-312R a la soca MG1655HY. 

3.2.5. La combinació de la sobreexpressió d’α-hemolisina i l’elevada 
concentració de kanamicina provoca l’aparició de clons Hly- a la soca 
MG1655HY (pANN202-312R) 

Al següent punt d’aquest estudi vam avaluar el paper independent i conjunt de la 

concentració de Km al medi de cultiu i de la sobreproducció d’α-hemolisina en la 

generació de clons Hly-. Per això, en primer lloc es van dur a terme corbes de 

Fig. 3.16. A. Corbes de creixement de la soca MG1655HY (pANN202-312R) en absència i presència 

de mitomicina C (MTC) (0,5 mg/l). B i C mostren el percentatge de colònies no hemolítiques 

detectades en plaques d’agar sang en diferents estadis del creixement en absència (B) i presència (C) 

de mitomicina C. 
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creixement de la soca MG1655HY (pANN202-312R) en medi LB Cm amb dues 

concentracions diferents de Km (12,5 i 25 mg/l) i sense Km (Fig. 3.17) i es van sembrar 

alíquotes dels tres cultius en agar sang per tal de veure la presència de clons Hly-. Una 

concentració de 12,5 mg/l va afectar molt lleugerament el creixement. Addicionalment, 

només es van observar colònies no hemolítiques en les plaques d’agar sang sembrades a 

partir de la corba que contenia Km a una concentració de 25 mg/l. 
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Per altra banda, vam voler saber si l’elevada expressió de la toxina α-hemolisina (que 

sabem té lloc en un doble mutant hha ydgT) també era un requeriment perquè es produís 

l’aparició de clons Hly-. Per això, es va dur a terme el mateix tipus d’experiment (corbes 

en absència i presència de 25 mg/l de Km i recomptes en agar sang) amb el doble 

mutant MG1655HY però amb el plasmidi parental pHly152, de baix número de còpies 

(Fig. 3.18).  

Fig. 3.17. Corbes de creixement de la soca MG1655HY (pANN202-312R) en absència de kanamicina 

i en presència de 12,5 mg/l i 25 mg/l de kanamicina.  
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En aquest cas, la presència de Km al medi no va produir cap efecte a nivell de 

creixement ni l’aparició de colònies no hemolítiques.  

Per tal de descartar la possibilitat que la Km influís en la producció de clons Hly- degut 

al seu efecte sobre el creixement, vam provocar aquest mateix efecte (disminució de la 

taxa de creixement) cultivant la soca MG1655HY (pANN202-312R) a unes 

temperatures de 30ºC i 25ºC i analitzant la producció de clons Hly- al llarg de les corbes 

(Fig. 3.19). Malgrat que el creixement a 30ºC i 25ºC va afectar significativament la taxa 

de creixement, no es van detectar clons Hly-. 

0,01

0,1

1

10

0 2 4 6

Cr
eix

em
en

t (
DO

60
0)

Temps (h)

37ºC
30ºC

25ºC

 

Fig. 3.19. Corbes de creixement de la soca MG1655HY (pANN202-312R) a diferents temperatures: 

25ºC, 30ºC i 37ºC.  

Fig. 3.18. Corbes de creixement de la soca MG1655HY (pHly152) en absència de kanamicina i en 

presència de 25 mg/l de kanamicina.  
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També vam decidir descartar que la presència dels plasmidis alterés la sensibilitat de la 

Km de la soca MG1655HY. Per fer això, es va determinar la concentració mínima 

inhibitòria (CMI) per l’antibiòtic Km de la soca MG1655HY i de la mateixa amb els 

plasmidis pANN202-312R (hemolític) i pANN202-312R’(�hly) (no hemolític). La CMI 

de la soca MG1655HY (pANN202-312R) va resultar ser 10 vegades inferior a la 

observada per la soca MG1655HY (100��g/ml versus 1.000��g/ml). Tot i això, la soca 

portadora del plasmidi no hemolític pANN202-312R’ va mostrar una CMI similar a la 

de la soca sense plasmidis. Per tant, l’efecte del plasmidi pANN202-312R sobre la CMI 

no és degut al replicó del plasmidi sinó a la presència dels gens hly.  

Aquests estudis evidencien que una concentració de Km superior a 12,5 mg/l té tant 

efecte sobre la taxa de creixement com sobre l’estabilitat de l’operó hly si les cèl·lules 

sobreprodueixen α-hemolisina. De fet, per la soca MG1655HY (pANN202-312R), una 

concentració de 25 mg/l de Km és subinhibitòria. Una possible explicació d’aquest 

efecte subinhibitori seria que els elevats nivells d’ATP necessaris per la síntesi i 

secreció de l’ α-hemolisina reduïssin la capacitat de les cèl·lules d’E. coli d’inactivar 

(fosforilar) l’elevada concentració de Km present en el medi (25 mg/l). Per tant, en 

soques sobreproductores d’ α-hemolisina (mutant hha ydgT) la quantitat de Km activa 

(no fosforilada) seria superior a la de la soca salvatge. 

3.2.6. Efecte de concentracions subinhibitòries de kanamicina sobre la 
taxa de creixement i la producció d’α-hemolisina a la soca salvatge 
MG1655 (pHly152) 

Considerant l’anterior hipòtesi, es va decidir estudiar l’efecte de concentracions 

subinhibitòries de Km en una soca salvatge MG1655 portadora d’un plasmidi parental 

de baix número de còpies (pHly152). En primer lloc, es va determinar la concentració 

de kanamicina màxima que permetia el creixement. Després de provar les 

concentracions de kanamicina 5 i 10 mg/l, es va concloure que la concentració de Km 

subinhibitòria per la soca MG1655 (pHly152) era de 5 mg/l (Fig. 3.20). 
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De la mateixa manera que amb el doble mutant hha ydgT, a partir de cultius de la soca 

MG1655 (pHly152) en LB Km 5 mg/l, es van sembrar dilucions adequades en plaques 

d’LB agar sang per tal de determinar la presència de clons no hemolítics al llarg de la 

corba de creixement. Els percentatges de colònies hemolítiques i no hemolítiques es 

detallen a la Fig. 3.21. 
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Com es pot observar a la Fig. 3.21, a una DO600 de 2,0 gairebé la meitat (48%) de les 

colònies eren no hemolítiques. Degut a que el plasmidi pHly152 és conjugatiu i no 

conté cap marcador de resistència a antibiòtic que permeti assegurar la seva presència, 

el fenotip Hly- podia ser degut a la deleció de l’operó hemolític o a la pèrdua o curació 

Fig. 3.21. Percentatge de clons Hly- de la soca MG1655 (pHly152) detectat en plaques d’LB agar sang 

sembrades a partir d’un cultiu en LB km (5 mg/l) a DO600 0,6 i 2,0.  

Fig. 3.20. Corbes de creixement de la soca MG1655 (pHly152) en absència de kanamicina i en 

presència de 5 mg/l i 10 mg/l  de kanamicina.  
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del plasmidi. Per tal de determinar quina de les dues possibilitats (deleció de l’operó 

hemolític o pèrdua del plasmidi sencer) era la que estava tenint lloc, es va realitzar una 

PCR amb els oligonucleòtids PANR8 i NBM18 (Fig. 3.22B). Aquests oligonucleòtids 

són complementaris a dues seqüències del pHly152 situades a la regió del plasmidi que 

no es perd amb la deleció (Fig. 3.22A, en verd).  

 

PANR1 PANR6

PANR8NBM18

5

 

PANR8: 

5’- GATGATGCCACAAAATGGAT -3’ 

NBM18: 

5’- TTCCTGACACAGAACCGTAA -3’ 
 

PANR1: 

5’- GATGATGCCACAAAATGGAT -3’ 

PANR6: 

5’- TTCCTGACACAGAACCGTAA -3’ 

B C

A

 

 

L’anàlisi per PCR per detectar la presència del plasmidi pHly152 es va fer a partir de 

diferents colònies Hly- obtingudes dels cultius en medi LB amb una concentració de Km 

de 5 mg/l (Fig. 3.23). 

 

 

 

Fig. 3.22. A. Fragment SalI-SalI del plasmidi pANN202-312R pertanyent al plasmidi parental 

pHly152. S’indica l’operó hemolític flanquejat per les 5 seqüències IS91 parcials (caixes negres 1-5) i 

les regions dins de les IS91 2, 4 i 5 per on té lloc la recombinació (caixes inferiors blanques i grises). 

També s’indica la posició dels oligonucleòtids per detectar la pèrdua o no del plasmidi (PANR8 i 

NBM18) i per determinar quina de les dues delecions ha tingut lloc (PANR1 i PANR6). B i C. 

Seqüències dels oligonucleòtids indicats. 
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Totes les colònies no hemolítiques obtingudes en diversos experiments independents 

analitzades per PCR amb els oligonucleòtids PANR8 i NBM18 van resultar contenir el 

plasmidi. Com a complement a aquest estudi, també es van dissenyar els 

oligonucleòtids PANR1 i PANR6 (Fig. 3.22C) els quals ens permetien determinar quina 

de les dues delecions havia tingut lloc en cada clon Hly-. La localització d’aquests 

oligonucleòtids, flanquejant l’operó hemolític i les seqüències repetides per on té lloc la 

recombinació, s’indica en vermell a la Fig. 3.22A. 

Amb aquesta segona reacció de PCR vam poder evidenciar que ambdues delecions 

podien tenir lloc en un mateix clon Hly- i que, de fet, això era molt freqüent (Fig. 3.24). 
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3.2.7. Efecte d’altres antibiòtics en la taxa de creixement i pèrdua del 
determinant hemolític 

Arribat aquest punt, vam decidir estudiar l’efecte de concentracions subinhibitòries 

d’altres antibiòtics com l’ampicil·lina (Ap) sobre la soca MG1655 (pHly152). La 

concentració màxima d’Ap a la que la soca MG1655 (pHly152) era capaç de créixer era 

de 10 mg/l. Les corbes amb aquesta concentració d’Ap mostraven una taxa de 

creixement reduïda i les alíquotes sembrades en plaques d’agar sang contenien clons no 

Fig. 3.24. Anàlisi per PCR amb els oligonucleòtids PANR1 i PANR6 de 7 clons Hly- (carrils 2-8). Els 

carrils 9 i 10 corresponen als controls de les dues delecions i el carril 11 a la soca MG1655 portadora 

del plasmidi hemolític. 

Fig. 3.23. Anàlisi per PCR amb els oligonucleòtids PANR8 i NBM18 de 7 clons Hly- (carrils 2-8). El 

carril 9 correspon a la soca MG1655 i el 10 a la mateixa soca portadora del plasmidi hemolític 

pHly152. 
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hemolítics. Aquests clons van ser analitzats per PCR amb els oligonucleòtids PANR8 i 

NBM18 per comprovar la presència del plasmidi pHly152 (Fig. 3.25A). Tots els clons 

testats contenien el plasmidi. L’anàlisi per PCR amb els oligonucleòtids PANR1 i 

PANR6 ens va indicar la presència de les dues delecions descrites (Fig. 3.25B). 
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Per tant, l’estabilitat de l’operó hly del plasmidi pHly152 és sensible als efectes causats 

per concentracions subinhibitòries d’antibiòtics en general, i no de la kanamicina en 

particular. 

Fig. 3.25. A. Anàlisi per PCR amb els oligonucleòtids PANR8 i NBM18 de 7 clons Hly- de la soca 

MG1655 (pHly152) obtinguts en el creixement en presència d’Ap (10 mg/l) (carrils 2-8). Carrils 9 i 10 

corresponen a les soques MG1655 (pHly152) i MG1655 respectivament. B. Anàlisi per PCR amb els 

oligonucleòtids PANR1 i PANR6 dels 7 clons Hly- aïllats (carrils 2-8). Els carrils 9 i 10 corresponen 

als corresponents controls de les dues delecions i el carril 11 a la soca salvatge portadora del plasmidi 

hemolític. 
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3.3. Similituds estructurals i funcionals entre les proteïnes 

Hha/YdgT i la subunitat θ de l’ADN polimerasa III 

El gen hha es troba restringit a la família Enterobacteriaceae (Madrid et al., 2007b). 

Juntament amb el gen hha, aproximadament 20 altres gens es troben exclusivament en 

aquesta família, entre ells el gen holE que codifica per la subunitat θ de l’ADN 

polimerasa III. A la Fig. 3.26 s’indica la distribució de les proteïnes H-NS, Hha, YdgT i 

la subunitat θ de l’ADN polimerasa III dins dels γ-Proteobacteris. Alguns 

endosimbionts de la família d’enterobacteriàcies, degut a processos de reducció 

genòmica, perden part d’aquests gens. Curiosament, aquests endosimbionts (Sodalis 

glossinidus i Wigglesworthia glossinida) retenen els gens hha i holE. La massa 

molecular de la subunitat θ de l’ADN polimerasa III (codificada pel gen holE) és de 8,6 

KDa, molt semblant a la de la proteïna Hha (8 KDa). Malgrat que el gen holE codifica 

per una proteïna que forma part de l’ADN polimerasa III, també es troba en elements 

extracromosòmics com per exemple el fag P1 (Chikova and Schaaper, 2005). Cal 

destacar que la proteïna Hha també està codificada en plasmidis (Madrid et al., 2002a; 

Dorman, 2004). Degut a aquestes coincidències, es va decidir estudiar si existia alguna 

similitud estructural i funcional entre aquesta subunitat del nucli de l’ADN polimerasa 

III i la família de proteïnes Hha-YmoA. 
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3.3.1. Estructura de la subunitat �� de l’ADN polimerasa III 

Gràcies a la col·laboració amb el grup de recerca del Professor M. Pons (RMN 

Biomolecular), pertanyent a l’Institut de Recerca Biomèdica de Barcelona (IRB), es va 

fer una comparació de les estructures terciàries de la subunitat θ de l’ADN polimerasa 

III (per motius pràctics, malgrat que a la literatura se sol referir com a θ, a partir 

d’aquest punt la referirem com a HolE), obtinguda per espectroscopia RMN 

multidimensional per Keniry et al. (2006), i de la proteïna Hha i vam poder establir una 

similitud estructural entre elles (Fig. 3.27). El  nucli central d’ambdues proteïnes era 

comparable però els extrems carboxi i amino-terminal no es corresponien.  

Fig. 3.26. Distribució de les proteïnes H-NS, StpA, Hha, YdgT i la subunitat θ de l’ADN polimerasa 

III en els γ-Proteobacteris. El dendograma mostra la relació filogenètica de la seqüència d’aminoàcids 

del domini N-terminal de la proteïna H-NS, en el qual s’indica la presència de gens tipus hns i tipus 

hha i del gen holE. 
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Aquesta similitud estructural entre Hha i HolE no era extrapolable a nivell de seqüència 

d’aminoàcids, la qual cosa es podia observar al comparar ambdues seqüències (Fig. 

3.28). 

-------MSEKPLTKTDYLMRLRRCQTIDTLER-VIEKNKYELSDNELAVFYSA--ADHR 50 
MLKNLAKLDQTEMDKVNVDLAAAGVAFKERYNMPVIAEAVEREQPEHLRSWFRERLIAHR 60 
       :.:. : *.:  :        :  :  ** :   . . :.*  ::      ** 

LAELTMNKL-YDKIPSSVWKFIR 72 
LASVNLSRLPYE--PK-----LK 76 
**.:.:.:* *:  *.     :: 

 
 
 

 
 
 

Hha

Subunitat �

Hha

Subunitat �
 

 
Degut a la similitud en l’estructura terciària observada entre Hha i la subunitat θ de 

l’ADN polimerasa III i a que fins al moment no havia estat descrit cap fenotip evident 

per als mutants holE, al marge d’estabilitzar la subunitat exonucleasa ε, es va plantejar 

la hipòtesi que la proteïna HolE, addicionalment al paper com a component estructural 

de l’ADN polimerasa III, pogués tenir un possible paper com a regulador de l’expressió 

gènica. 

 

Fig. 3.28. Comparació de les seqüències aminoacídiques de la proteïna associada al nucleoide Hha i 

de la subunitat θ de l’ADN polimerasa III. Els asteriscs indiquen identitat, els dos punts forta similitud 

i el punt similitud. 

Fig. 3.27. Comparació de l’estructura tridimensional de la subunitat θ de l’ADN polimerasa III (pdb 

2AXD; Keniry et al., 2006) (A) i de la proteïna associada al nucleoide Hha (pdb 1JW2; Yee et al., 

2002) (B). Amdues estructures van ser obtingudes per Resonància Magnètica nuclear. 

A B 
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3.3.2. Interacció de la proteïna HolE amb altres proteïnes 

Tenint en compte que la proteïna Hha interacciona amb el regulador global H-NS i que 

són els complexes Hha-H-NS els que actuen com a regulador transcripcional (Madrid et 

al., 2007a), el primer que vam voler estudiar va ser la possible interacció d’H-NS amb 

la subunitat θ de l’ADN polimerasa III. Una recerca bibliogràfica va aportar un treball 

d’interactòmica en el qual se suggeria una possible interacció entre H-NS i HolE  

detectada per LC-MS/MS però no per MALDI-ToF (Taula 3.2) (Butland et al., 2005). 

 

 

 

Aquests estudis ens van encoratjar a continuar estudiant el producte del gen holE i la 

seva relació amb les proteïnes associades al nucleoide de les famílies H-NS i Hha. 

Partint d’aquesta anàlisi bioinformàtica (Butland et al., 2005) ens vam disposar a 

determinar la possible interacció in vitro de la proteïna HolE amb H-NS i altres 

proteïnes associades al nucleoide.   

Taula 3.2. Taula extreta de Butland et al., (2005) on s’indica una possible interacció de HolE amb H-

NS detectada per LC-MS/MS. 
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3.3.2.1. Construcció de la proteïna recombinant His-HolE 

Per estudiar la possible interacció in vitro de la proteïna HolE amb H-NS i altres 

proteïnes associades al nucleoide es va construir una proteïna de fusió His-HolE. 

Per a la realització d’aquesta construcció, en primer lloc es va amplificar el gen holE de 

la soca E. coli 5K amb els oligonucleòtids HISHOLE i HOLEBAM (Fig. 3.29). L’ús 

d’aquests oligonucleòtids va permetre introduir una diana per l’enzim de restricció NdeI 

i una cua d’histidines a l’extrem N-terminal i una diana BamHI després de l’extrem C-

terminal de la proteïna HolE. Aquestes dianes es van utilitzar per la seva posterior 

clonació en un vector pET15b. La temperatura d’hibridació que es va utilitzar en 

l’amplificació va ser de 54ºC. 

 

HISHOLE: 

5'-GCATTCGCCATATGCATCACCATCACCATCACATGCTGAAGAATCTGGCTAAA -3' 

HOLEBAM: 

5'-GTTATGTAAGAAAGTGGATCCCTG-3' 
 

 

Després d’aquesta primera amplificació del gen holE, es va realitzar una restricció amb 

els enzims BamHI i NdeI. A continuació, es va lligar al vector pET15b amb els 

mateixos enzims. D’aquesta manera, es va obtenir un vector induïble per IPTG amb el 

gen holE clonat amb una cua d’histidines en l’extrem amino-terminal (que vam 

anomenar pETHis-HolE). El producte d’aquesta lligació es va transformar a la soca d’E. 

coli 5K. Dos transformants independents es van utilitzar per aïllar l’ADN plasmídic i es 

va comprovar la seqüència de la construcció per seqüenciació (apartat 2.6.4. Materials i 

mètodes). Es van utilitzar oligonucleòtids que hibridaven en seqüències del propi vector 

a 5’ de la diana NdeI i a 3’ de la diana BamHI (Fig. 3.30). En ambdós casos, la 

temperatura d’hibridació que es va utilitzar en l’amplificació prèvia a la seqüenciació va 

ser de 50ºC.  

 

Fig. 3.29. Oligonucleòtids utilitzats en l’amplificació del gen holE per a la clonació en el vector 

pET15b. En gris es ressalten les dianes NdeI i BamHI. Subratllat es mostra la cua d’histidines. En 

negreta es mostra l’inici de traducció de la proteïna HolE. 
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 pET-Bam: 

5’- CCGGATATAGTTCCTCCTTT- 3’ 

pET-Nde: 

5’- TAATACGACTCACTATAGGG- 3’ 

 

3.3.2.2. Sobreexpressió i purificació d’His-HolE 

Una vegada obtingut el gen his-holE, es va procedir a la purificació de la proteïna His-

HolE seguint el protocol descrit a l’apartat 2.8.3. de Materials i mètodes. Partint de 

l’aproximació experimental per evidenciar la interacció d’H-NS amb la proteïna His-

Hha (Nieto et al., 2002), es va decidir realitzar el mateix estudi per His-HolE. 

El plasmidi pETHis-HolE es va transformar a la soca BL21(DE3). Posteriorment, 

l’expressió de la proteïna His-HolE es va induir amb IPTG. Finalment, les cèl·lules es 

van trencar (French-Press, Materials i mètodes 2.8.1.2) i es va obtenir un extracte 

cel·lular. L’extracte obtingut es va barrejar amb una matriu de Ni2+-NTA agarosa. 

Després de permetre la unió de les proteïnes, i de rentar les no unides amb tampó A 

(imidazol 20 mM), es van eluir les proteïnes retingudes mitjançant rentats amb tampó 

A’ (imidazol 200 mM) (Materials i mètodes 2.8.3.2). Les proteïnes eluïdes de la matriu 

de Ni2+-NTA agarosa es van analitzar en gels de poliacrilamida en Tris-Glicina-SDS 

(Materials i mètodes 2.8.4.1) (Fig. 3.31). 

 

Fig. 3.30. Oligonucleòtids utilitzats per a la seqüenciació del gen his-holE clonat en el plasmidi 

pET15b. 
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Tal i com s’observa a la figura, la tinció amb Coomassie de les fraccions eluïdes amb 

200 mM d’imidazol no va evidenciar la presència de proteïnes amb un pes molecular 

similar a H-NS (15 kDa). Es va augmentar la sensibilitat de la detecció mitjançant la 

immunodetecció amb anticossos específics però tampoc es va detectar la presència d’H-

NS. 

Considerant la hipòtesi que la unió amb H-NS fos molt dèbil, vam pensar de fer el 

mateix experiment de purificació d’His-HolE però d’una mescla de dos extractes: 

BL21(DE3) pETHis-HOLE (his-holE sobreexpressat) i BL21(DE3) plysS pETHNS 

(hns sobreexpressat). Aquest plasmidi conté el gen hns clonat en un vector pET3b i 

permet la sobreexpressió de la proteïna H-NS sota un promotor induïble per IPTG. 

L’anàlisi electroforètica i tinció amb Coomassie (Fig. 3.32) i la immunodetecció amb 

anticossos específics contra H-NS de les fraccions obtingudes tampoc van evidenciar 

una interacció amb H-NS.  

 

 

Fig. 3.31. Anàlisi electroforètica i tinció amb Coomassie de fraccions eluïdes de Ni2+-NTA agarosa. 1) 

Marcador de pes molecular (PageRuler™ Prestained Protein Ladder de Fermentas), 2, 3 i 4) Rentats 

de la matriu amb tampó A (20 mM imidazol), 5, 6, 7 i 8) Elució de proteïnes amb tampó A’ (200 mM 

imidazol).  
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3.3.2.3. Construcció de la proteïna recombinant HolECHis 

Davant l’evidència que His-HolE no co-purificava amb H-NS segons el protocol 

utilitzat, vam pensar com a alternativa, en canviar la cua d’histidines de l’extrem N-

terminal al C-terminal de HolE amb la idea que d’aquesta manera potser es permetia 

millor la possible interacció amb H-NS. 

La construcció del plasmidi pETHOLECHis es va realitzar de manera similar a pETHis-

HOLE utilitzant el vector pET15b, però en aquest cas els oligonucleòtids per amplificar 

el gen holE van ser HOLECHIS i NDEHOLE (Fig. 3.33). Aquests oligonucleòtids van 

permetre la introducció d’una cua d’histidines seguida d’una diana BamHI a l’extrem C-

terminal, i d’una diana NdeI a l’extrem N-terminal. 

 HOLECHIS: 

5'-CGGGATCCTATTAATGGTGATGGTGATGGTGTTTAATTTGGGCTCGTAAGG -3' 

NDEHOLE: 

5'-GGAGATTACATATGCTGAAGAATCT -3' 
 

 

Seguidament, es va dur a terme la restricció amb NdeI i BamHI del plasmidi pET15b i 

la lligació amb la banda corresponent al gen holE amb una cua d’histidines en C-

Fig. 3.33. Oligonucleòtids utilitzats en l’amplificació del gen holE-his per a la clonació en el vector 

pET15b. En gris es ressalten les dianes NdeI i BamHI. Subratllat es mostra la cua d’histidines. En 

negreta es mostra l’inici de traducció de la proteïna HolE. 

Fig. 3.32. Anàlisi electroforètica i tinció amb Coomassie de fraccions eluïdes de Ni2+-NTA agarosa de 

la purificació His-HolE barrejat amb un extracte que sobreexpressa H-NS. 1) Marcador de pes 

molecular, 2, 3, 4 i 5) Rentats de la matriu amb tampó A (20 mM imidazol), 6, 7 i 8) Elució de 

proteïnes amb tampó A’ (200 mM imidazol).  
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terminal i extrems NdeI i BamHI. La comprovació de la inserció de holE en aquest 

plasmidi recombinant es va fer tant per PCR com per seqüenciació amb els 

oligonucleòtids pET-Bam i pET-Nde (Fig. 3.30). 

3.3.2.4. Sobreexpressió i purificació de HolECHis 

Una vegada construït el vector d’expressió pETHOLECHis, aquest es va transformar a 

la soca BL21(DE3). Un cop induïda l’expressió de holEChis i obtingut l’extracte 

cel·lular, aquest extracte de HolE amb cua d’histidines en C-terminal es va barrejar amb 

un extracte d’H-NS sobreexpressat i es va procedir a la purificació de HolE per unió de 

la cua d’histidines a una matriu de Ni2+-NTA agarosa (Fig. 3.34).  
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Si bé la tinció amb Coomassie (Fig. 3.34A) no va permetre detectar H-NS, la presència 

d’aquesta proteïna es va evidenciar per immunodetecció amb anticossos anti-H-NS (Fig. 

3.34B). Tot i que H-NS va aparèixer també als rentats de la columna, aquest es detecta 

amb més intensitat a la primera elució amb 200 mM d’imidazol que a l’últim rentat de 

la columna. Això fa que no es pugui descartar completament una interacció dèbil entre 

Fig. 3.34. Anàlisi electroforètica tenyida amb Coomassie (A) i immunodetecció amb anti-sèrum anti-

H-NS (B) de fraccions eluïdes de Ni2+-NTA agarosa després d’unir una barreja d’extractes que 

sobrexpressaven HolECHis i H-NS. Carril 1) marcador de pes molecular, carril 2) restes sense unir, 

carrils 3 i 4) rentats de la matriu R1 i R5 respectivament i carrils 5, 6, 7 i 8) elucions E1, E2, E3 i E4 

amb imidazol 200 mM. 
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H-NS i HolE. El fet que H-NS aparegués també en els rentats de la matriu de Ni2+-NTA 

agarosa previs a les elucions ens va fer pensar que potser perquè aquesta interacció es 

produís era important la presència d’altres proteïnes. A més, investigadors del grup 

col·laborador de RMN Biomolecular de l’Institut de Recerca Biomèdica de Barcelona 

(IRB), van detectar per RMN una interacció dèbil entre la subunitat ε de l’ADN 

polimerasa III (la subunitat que interacciona amb HolE en el nucli de l’ADN polimerasa 

III) i YdgT, la qual es veia afavorida per la presència de HolE (J. García, resultats no 

publicats). Per aquest motiu, vam decidir realitzar co-purificacions de diverses barreges 

d’extractes que contenien la subunitat 	 de l’ADN polimerasa III i/o YdgT juntament 

amb els extractes de HolEC-His i H-NS. Cap dels experiments duts a terme van 

permetre visualitzar millor una interacció entre la proteïna HolEC-His i H-NS. 

3.3.3.  Anàlisi fenotípica de mutants holE 

La mutació holE ja havia estat estudiada i resultava en cèl·lules sanes sense cap canvi 

morfològic, i amb un baix o inexistent augment en la freqüència de mutació degut al seu 

hipotètic paper com a estabilitzador de la subunitat exonucleasa ε (Slater et al., 1994). 

Considerant la hipòtesi de l’existència d’una relació estructural i/o funcional entre HolE 

i les proteïnes Hha/YdgT, vam plantejar la possibilitat que un mutant holE no tingués un 

fenotip detectable perquè les proteïnes Hha/YdgT poguessin suplir la funció de la 

proteïna HolE (tal i com s’ha evidenciat en altres treballs i també en aquesta memòria 

per les proteïnes Hha i YdgT). Per confirmar aquesta hipòtesi, es van construir tant 

mutants senzills en aquest gen com mutants dobles i triples en combinació amb 

mutacions hha i ydgT.  

3.3.3.1. Construcció de mutants holE a la soca d’E. coli MG1655 

La mutació insercional del gen holE es va realitzar seguint el protocol d’inactivació de 

gens cromosòmics utilitzant fragments de PCR (Materials i mètodes apartat 2.5.1) sobre 

la soca d’E. coli MG1655. Per això, es va partir de la seqüència del gen holE (Fig. 3.35) 

extreta de la seqüència complerta del genoma d’E. coli K-12 MG1655 (Blattner et al., 

1997). 
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1923000 tattcctttt tgtaataact tttttacaga gcataacctt gtctaatgtc tgagtcgagg

1923060 atcatcaatt ccggcttgcc atcctggctc actcttagta acttttgccc gcgaatgatg

1923120 aggagattaa gaatgctgaa gaatctggct aaactggatc aaacagaaat ggataaagtg

1923180 aatgtcgatt tggcggcggc cggggtggca tttaaagaac gctacaatat gccggtgatc

1923240 gctgaagcgg ttgaacgtga acagcctgaa catttgcgca gctggtttcg cgagcggctt

1923300 attgcccacc gtttggcttc ggtcaatctg tcacgtttac cttacgagcc caaacttaaa

1923360 taaaacttat acagagttac actttcttac ataacgcctg ctaaattatg agtattttct

 

 

Per a la primera reacció de PCR, la qual genera el fragment d’ADN que es recombina 

amb el cromosoma permetent la inserció del gen de resistència a Cm del plasmidi pKD3 

(apartat 2.5.1 de Materials i mètodes), es van dissenyar els oligonucleòtids HOLEH1 i 

HOLEH2 (Fig. 3.36). L’extrem 5’ de l’oligonucleòtid HOLEH1 és homòleg a un 

nucleòtid aigües amunt de l’inici de traducció de holE, i l’extrem 5’ de l’oligonucleòtid 

HOLEH2 es troba 39 nucleòtids després del final de traducció de holE (Fig. 3.35, en 

vermell). D’aquesta manera es va aconseguir delecionar el gen holE al complet, des de 

l’inici fins al final de la traducció. La temperatura d’hibridació de la PCR va ser de 52ºC 

i es va allargar el temps d’hibridació a 45 segons ja que els oligonucleòtids tenien una 

seqüència de 61 pb. 

HOLEH1: 

5'- TCTTAGTAACTTTTGCCCGCGAATGATGAGGAGATTAA 

GAGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC -3' 

HOLEH2: 

5'- AGCAGGCGTTATGTAAGAAAGTGTAACTCTGTATAAGT 

TCATATGAATATCCTCCTTAGT -3' 

 

 

Fig. 3.36. Oligonucleòtids utilitzats per a la generació del fragment HolE-Cm. En rosa estan 

ombrejades les seqüències corresponents als extrems del gen holE, i en gris les corresponents a les 

seqüències P1 i P2 respectivament del plasmidi pKD3. 

Fig. 3.35. Seqüència de nucleòtids del gen holE d’Escherichia coli K-12 (extret d’E.coli K12 

MG1655 NC_000913 regió: 1923132..1923362). Els triplets subratllats i en negreta indiquen inici 

(fletxa) i final de la traducció. L’estrella indica l’inici de transcripció teòric. En vermell es mostren les 

regions homòlogues als extrems del gen holE corresponents als oligonucleòtids HOLEH1 i HOLEH2 

utilitzats en la obtenció del mutant holE (veure Fig. 3.11). 
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Un cop obtingut el fragment de PCR HOLEH1-HOLEH2, es va electroporar a la soca 

d’E. coli 5K prèviament transformada amb el plasmidi pKD46 seguint les condicions 

indicades en l’apartat 2.5.1 de Materials i mètodes. Es va fer un escrutini per PCR dels 

possibles mutants a partir de les colònies que van créixer de l’electroporació. Els 

oligonucleòtids utilitzats per comprovar la deleció del gen holE i la presència del 

“cassette” de Cm són UPHOLE i DOWNHOLE, corresponents a seqüències presents 

aigües amunt i aigües avall del gen holE (Fig. 3.37). 

 

UPHOLE: 

5'- CATCAATTCCGGCTTGCCAT-3' 

DOWNHOLE: 

5'- ACTGCAAATTATGAGTGCGGT-3' 

 

La temperatura d’hibridació d’aquesta reacció de PCR va ser de 56ºC. En comprovar els 

possibles mutants obtinguts, es va poder observar l’aparició d’una banda d’ADN 

corresponent a 1163 pb, que equivaldria a la mida del fragment holE-Cm introduït. En 

contraposició, l’amplificació del gen salvatge utilitzant aquests oligonucleòtids produïa 

un fragment de 380 pb (Fig. 3.38).  
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El mutant holE obtingut a la soca d’E. coli MG1655 es va anomenar MG1655E. 

A continuació, es va procedir a eliminar per recombinació homòloga el gen 

corresponent a la resistència al cloramfenicol. Per fer-ho, es va utilitzar el plasmidi 

pCP20 i es va seguir el procediment que es detalla en l’apartat 2.5.1.3 de Materials i 

mètodes. De cadascun dels mutants es va obtenir gran quantitat de clons no resistents a 

Fig. 3.38. Anàlisi electroforètica en un gel d’agarosa 0,8% on 

es mostra l’amplificació per PCR del gen holE utilitzant els 

oligonucleòtids UPHOLE i DOWNHOLE dels tres clons 

mutants (carrils 2, 3 i 4) obtinguts pel protocol d’inactivació 

de gens cromosòmics utilitzant fragments de PCR. El carril 1 

correspon al marcador de pes molecular GeneRuler™ 1 Kb de 

Fermentas, el carril 5 correspon a la soca salvatge i el 6 al 

Fig. 3.37. Oligonucleòtids utilitzats per a l’amplificació del gen holE. 
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l’antibiòtic i que, altra vegada, es van comprovar per PCR pel mateix procediment. En 

aquest cas, en realitzar la detecció del gen holE utilitzant els oligonucleòtids UPHOLE i 

DOWNHOLE, es va amplificar una banda de 202 pb, corresponent al fragment holE-

Cm sense la seqüència del gen cat. 

Finalment, es va transduir la mutació holE associada a resistència a cloramfenicol als 

corresponents mutants hha (MG1655H) i ydgT (MG1655Y), així com al doble mutant 

MG1655HY. Per això, es va partir de la soca mutant holE resistent a Cm per poder 

utilitzar la resistència a aquest antibiòtic com a marcador de la transducció. Seguint el 

protocol descrit a l’apartat 2.4.3. de Materials i mètodes, es va obtenir un lisat del fag 

P1 vir sobre el mutant holE resistent a Cm i es va utilitzar per transduir aquesta mutació 

als mutants hha, ydgT i hha ydgT. D’aquesta manera es van obtenir les soques mutants 

senzills, dobles i triple per poder-les utilitzar en estudis posteriors. 

3.3.3.2. Efecte de les mutacions holE, holE hha, ydgT holE i hha ydgT 

holE sobre el creixement d’E. coli en diferents condicions de cultiu 

Per tal de determinar si les mutacions obtingudes tenien algun efecte sobre el 

creixement, es va realitzar el seguiment de la DO600 de la soca MG1655 i les seves 

derivades en cultius crescuts en diferents condicions de temperatura i osmolaritat, ja que 

aquestes són condicions ambientals que influeixen la regulació de l’expressió gènica per 

les proteïnes associades al nucleoide Hha i H-NS. 

Es van utilitzar les soques MG1655, MG1655E (mutant en el gen holE), MG1655Y 

(mutant en el gen ydgT), MG1655H (mutant en el gen hha), MG1655HE (doble mutant 

hha holE), MG1655YE (doble mutant ydgT holE) i MG1655HYE (triple mutant hha 

ydgT holE). 

Pel que fa a la temperatura, es va realitzar el seguiment de la DO600 dels cultius incubats 

a 37ºC i 20ºC ( Fig. 3.39A i B respectivament). 
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Com es pot observar a l’anterior figura, el creixement de les diverses soques mutants 

analitzades és igual entre totes elles a ambdues temperatures. Sembla evident, doncs, 

que la mutació holE, a nivell individual o combinada amb hha/ydgT, no afecta al 

creixement de les soques ni a 37ºC ni a 20ºC. 

Pel que fa  a l’osmolaritat, es va seguir igualment la DO600 de cultius incubats a 37°C, 

en medi LB 60 g/l NaCl i 0 g/l NaCl (Fig. 3.40A i B respectivament). 

Fig. 3.39. Corbes de creixement a 37ºC (A) i 20ºC (B) de les soques isogèniques MG1655, 

MG1655Y, MG1655E, MG1655H, MG1655HE, MG1655YE i MG1655HYE. 
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A elevades concentracions de NaCl totes les soques analitzades presenten un creixement 

més lent. Tot i això, no s’observa cap diferència en la taxa de creixement quan 

comparem les diverses soques entre elles. Per altra banda, quan es va eliminar la sal del 

medi de cultiu es van observar algunes diferències tot i que no es van considerar 

significatives. 

Malgrat no s’han pogut detectar diferències en la taxa de creixement dels diferents 

mutants en les diferents condicions de cultiu estudiades, cal esmentar en aquest punt un 

resultat aparentment incongruent però que en funció de resultats posteriors s’interpreta a 

l’apartat de discussió de la present memòria. Les soques que conserven el “cassette” de 

Cm (protocol de mutagènesi de Datsenko i Wanner), MG1655E, MG1655Y i 

MG1655YE, presenten un comportament diferencial quan es suplementa el medi de 

cultiu amb Cm (25 mg/l): mentre que els mutants ydgT no es veuen afectats, els mutants 

Fig. 3.40. Corbes de creixement a 60g/l NaCl (A) i 0g/l NaCl (B) de les soques isogèniques MG1655, 

MG1655Y, MG1655E, MG1655H, MG1655HE, MG1655YE i MG1655HYE. 
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holE presenten una moderada reducció en la seva taxa de creixement en presència de 

l’antibiòtic. Aquest efecte és molt notable en un doble mutant ydgT holE (Fig. 3.41). 
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3.3.4. Estudi de l’efecte de les mutacions holE i ydgT en un mutant en la 
subunitat ε de l’ADN polimerasa III 

Com ja s’ha esmentat anteriorment, existeixen diversos treballs que relacionen 

funcionalment la subunitat θ amb la subunitat ε de l’ADN polimerasa III (Studwell-

Vaughan i O’Donnell, 1993; Slater et al., 1994; ’Taft-Benz i Schaaper, 2004; Chikova i 

Schaaper, 2005). Particularment, es creu que θ exerceix un efecte positiu en la fidelitat 

de la replicació i que estabilitza la subunitat ε (codificada pel gen dnaQ), amb activitat 

correctora. Per estudiar l’efecte de les mutacions en els gens holE i dnaQ, diversos 

autors han determinat les alteracions en la freqüència d’aparició de mutants resistents a 

rifampicina (Taft-Benz i Schaaper, 2004; Chikova i Schaaper, 2005). Degut a què ε és 

una subunitat crítica per la viabilitat de la cèl·lula, la construcció d’un mutant en el gen 

que la codifica (dnaQ) no és possible. Per aquest motiu, els estudis esmentats (Taft-

Benz i Schaaper, 2004; Chikova i Schaaper, 2005) utilitzen l’al·lel dnaQ49 que és 

sensible a la temperatura i el qual dóna lloc a una subunitat ε amb un fenotip mutador 

moderat a baixa temperatura (28ºC) i elevat a alta temperatura (37ºC). Quan la mutació 

holE es combina amb dnaQ49 observen que el doble mutant dnaQ holE mostra un 

fenotip mutador a qualsevol temperatura (Fig. 3.42). Per això, es creu que, a part 

d’augmentar la fidelitat d’ε, holE té un paper com a estabilitzador de la sensibilitat a la 

temperatura de dnaQ.  

Fig. 3.41. Corbes de creixement a 37ºC de les soques isogèniques resistents a Cm MG1655E, 

MG1655Y, MG1655YE en medi LB sense antibiòtics i en presència de Cm (25 mg/l). 
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Tal i com s’ha esmentat anteriorment, investigadors del grup col·laborador RMN 

Biomolecular pertanyent a l’Institut de Recerca Biomèdica (IRB) van detectar una 

interacció dèbil entre ε i YdgT la qual es veia afavorida per la presència de HolE. 

Seguint amb l’objectiu de trobar una relació funcional entre la subunitat θ de l’ADN 

polimerasa III i les proteïnes associades al nucleoide de la família Hha/YdgT, i 

coneixent aquest darrer resultat obtingut per ressonància magnètica nuclear (RMN), 

vam decidir estudiar l’efecte de la mutació ydgT en mutants dnaQ i dnaQ holE. 

Per dur a terme aquests estudis es va utilitzar la soca mutant dnaQ49 sensible a la 

temperatura NR9695 (Chikova i Schaaper, 2005), i es van transduir sobre aquesta les 

mutacions holE i ydgT utilitzant lisats P1 vir. La mutació holE va ser transduïda 

utilitzant un lisat de P1 vir obtingut sobre la soca MG1655E resistent a Cm. El lisat de 

P1 vir utilitzat per transduir la mutació ydgT es va obtenir sobre una soca amb una 

mutació ydgT associada a resistència a Km. Totes les transduccions es van realitzar a 

baixa temperatura (30ºC) i en medi mínim A per evitar l’aparició de mutants espontanis 

degut a l’efecte mutador de la soca NR9695 (dnaQ49) a elevades temperatures. 

D’aquesta manera, es van obtenir els mutants dnaQ holE, dnaQ ydgT i dnaQ holE ydgT. 

Aquests mutants es van cultivar en 1 ml de medi LB a 25, 30 i 37ºC (10 cultius 

independents per cada soca i temperatura). De cada cultiu es van sembrar les dilucions 

adequades per fer recomptes de viables en plaques d’LB agar i LB agar rifampicina 

(Materials i mètodes 2.10). Amb els valors dels recomptes obtinguts es va calcular la 

freqüència de mutació (mutants rifR/106 cèl·lules viables) per cada soca i temperatura 

(Fig. 3.43). 

Fig. 3.42. Efecte de la mutació holE en la freqüència d’aparició de mutants resistents a rifampicina de 

la soca mutant dnaQ (al· lel dnaQ49). Extret de Taft-Benz i Schaaper, 2004. 
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Com s’observa a la figura, la introducció de la mutació ydgT en el mutant senzill 

dnaQ49 o en el doble mutant dnaQ49 holE no provoca cap alteració en el fenotip 

mutador d’aquestes soques. Per tant, podem afirmar que YdgT no està implicat en el rol 

de θ com a estabilitzador de la subunitat ε de l’ADN polimerasa III a baixes 

temperatures. 

3.3.5. Estudi per PCR a temps real de l’expressió de holE en diferents 
condicions de creixement 

Un aspecte no estudiat fins al moment era l’expressió del gen holE en diferents 

condicions de creixement. 

Per això, vam decidir estudiar per PCR a temps real l’expressió de holE a 20 i a 37ºC i 

en fase exponencial i estacionària de creixement. Es van dissenyar els oligonucleòtids i 

la sonda TaqMan® corresponents al gen holE (Fig. 3.44) per tal de poder realitzar la 

reacció de PCR a temps real tal i com s’explica a l’apartat de Materials i mètodes 2.7.5. 

Com a gen de referència es va utilitzar l’ARN ribosòmic 16s. Els oligonucleòtids i la 

sonda TaqMan® per aquest gen de referència es detallen a la mateixa figura. 

Fig. 3.43. Efecte de les mutacions holE i ydgT en la freqüència d’aparició de mutants resistents a 

rifampicina de la soca mutant dnaQ49 a diferents temperatures. 
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Sonda HOLE: 

5'-CGCGAGCGGCTTA-3' 

Oligonucleòtid FW-HOLE: 

5'-GAACATTTGCGCAGCTGGTT-3' 

Oligonucleòtid HOLE-RV: 

5'-AGCCAAACGGTGGGCA-3' 
 

Sonda 16s: 

5'-CCCGGGCCTTGTAC-3' 

Oligonucleòtid FW-16s: 

5'-AGAATGCCACGGTGAATACGT-3' 

Oligonucleòtid 16s-RV: 

5'-GGTGTGACGGGCGGTG-3' 

 

Com a material de partida es va utilitzar l’ARN aïllat de cultius de la soca MG1655 a 

diferents punts del creixement (DO600=0,5 i 3) tant a 20ºC com a 37ºC. Els resultats 

d’expressió relativa del gen holE es poden expressar en funció de la fase de creixement 

o bé en funció de la temperatura (Fig. 3.45A i B respectivament).  
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Si comparem l’expressió de holE en funció de la fase de creixement (Fig. 3.45A) veiem 

que tant a 20ºC com a 37ºC aquest s’expressa més en fase exponencial de creixement. 

En canvi, si comparem l’expressió de holE en funció de la temperatura (Fig. 3.45B) 

veiem que, independentment de la fase de creixement, holE s’expressa més a 20ºC que a 

37ºC.  

Fig. 3.45. Resultats d’expressió relativa obtinguts per PCR a temps real del gen holE en funció de la 

fase de creixement (fase exponencial respecte a estacionària) (A) i en funció de la temperatura (20ºC 

respecte a 37ºC) (B). 

Fig. 3.44. Oligonucleòtids i sondes TaqMan® utilitzats per a l’amplificació del gen holE i del gen de 

referència 16s. 
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Per altra banda, és important remarcar que les diferències en els nivells d’expressió 

obtinguts en les condicions utilitzades (expressió de holE en fase exponencial respecte a 

estacionària i a 20ºC respecte a 37ºC) no són gaire elevats i que existeix la possibilitat 

de que el gen holE es pugui sobreexpressar en entorns ambientals no reproduïts en les 

condicions utilitzades en aquest treball.  

3.3.6. Anàlisi transcriptòmica d’un mutant holE i comparació amb el patró 
d’expressió gènica d’un mutant ydgT  

En funció dels resultats obtinguts per J. García que evidencien que YdgT pot 

interaccionar també amb la subunitat ε de l’ADN polimerasa III, vam considerar la 

possibilitat que la proteïna HolE estigués funcionalment relacionada amb YdgT. Com 

que ja disposàvem de les dades transcriptòmiques del mutant ydgT, es va realitzar una 

anàlisi transcriptòmica per poder comparar els patrons d’expressió gènica del mutant 

holE i la soca salvatge.  

L’ARN total de les soques citades es va aïllar (veure Materials i mètodes 2.7.1) de 

cultius crescuts en medi LB a 37ºC fins a una DO600 de 0,6. Les mostres van ser 

processades per la Plataforma “Functional Genomics Core” (FGC) de l’Institut de 

Recerca Biomèdica de Barcelona (IRB) en microxips GeneChip® E. coli Genome 2.0 

Array de la casa Affymetrix. La Unitat de Bioinformàtica dels Serveis Científico-

Tècnics de la Universitat de Barcelona (CCiTUB) fou l’encarregada del tractament de 

les dades i de l’elaboració dels corresponents llistats de gens alterats, “heatmaps” i 

diagrames de Venn. 

3.3.6.1. Anàlisi global dels gens alterats: “heatmaps” i diagrames de 
Venn 

Igual que es va fer amb les dades obtingudes de l’anàlisi transcriptòmica dels mutants 

hha, ydgT i hha ydgT, es van elaborar els “heatmaps” i diagrames de Venn per poder 

tenir una idea global del patró de gens alterats. En aquest cas, ens interessava comparar 

sobretot els mutants senzills holE i ydgT, però també vam decidir incloure el mutant 

hha. A la Fig. 3.46A es mostren els “heatmaps” corresponents als gens alterats en 

mutants holE (E), hha (H) i ydgT (Y) tots ells respecte al patró obtingut per la soca 

salvatge (wt). És destacable que en conjunt, el nombre de gens reprimits (Fig. 3.46A, en 

verd), tant en un mutant holE com ydgT és més nombrós que en un mutant hha. A la 
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Fig. 3.46B s’indica un llistat d’aquests gens reprimits en els mutants holE i ydgT que 

corresponen o bé a gens relacionats amb la funció del flagel o bé a ARN petits. 

A B

H
 v

s 
w

t

Y
vs

 w
t

E
vs

 w
t

 

 

A més a més, a la Fig. 3.46 es pot observar que el patró d’expressió del mutant holE és 

més similar al del mutant ydgT que al del mutant hha. Aquest fet queda reflectit també 

en els diagrames de Venn (Fig. 3.47). 

Fig. 3.46. A. “Heatmap” on es representa el patró d’expressió gènica dels mutants senzills holE (E), 

hha (H) i ydgT (Y) comparat amb el de la soca salvatge (WT) (FC>1,5x i P-valor ajustat<0,05). En 

verd s’indiquen els gens reprimits i en vermell els induïts (respecte a la soca salvatge). Els gens 

marcats en blanc no es troben alterats en aquell mutant. B. Llistat d’alguns dels gens reprimits tant en 

el mutant holE com ydgT. 



RESULTATS 

 

135 

 

BA

 

Una de les primeres conclusions que es poden extreure dels diagrames de la Fig. 3.47, 

és que el número de gens desregulats en un mutant hha és molt superior respecte tant al 

mutant holE com al mutant ydgT. Pel que fa referència als gens induïts, existeix poca 

coincidència pel que fa als gens alterats en el mutant holE i els mutants ydgT i hha. En 

canvi, si ens fixem amb els gens reprimits (Fig. 3.47B), els mutants holE i ydgT tenen 

53 (36+17) gens en comú, mentre que els mutants hha i ydgT, considerats paràlegs, en 

tenen 36 (17+19). Dit d’una altra manera, mentre que només un 4,6% dels gens induïts 

en el mutant holE són comuns amb els induïts en un mutant ydgT, un 38,7% dels gens 

reprimits en el mutant holE és comú al conjunt de gens també reprimits en el mutant 

ydgT. Pel que fa al mutant ydgT, aquests percentatges representen un 8,9% dels gens 

induïts i un 30,8% dels gens reprimits comú al mutant holE.  

Aquests resultats recolzen la hipòtesi que les proteïnes YdgT i HolE poden tenir alguna 

relació funcional tal i com les dades d’interacció proteïna-proteïna suggereixen (J. 

García, dades no publicades). 

3.3.6.2. Anàlisi de l’expressió dels gens flagel·lars  

Després de la revisió del patró global d’expressió gènica obtingut de l’anàlisi 

transcriptòmica, es va decidir estudiar els gens comuns alterats en els mutants ydgT i 

holE. Aquest grup de gens bàsicament codifica per l’aparell flagel·lar i es troba reprimit 

Fig. 3.47. Diagrames de Venn on es representa el volum de gens induïts (UP) (A) i reprimits (DW) 

(B) dels mutants senzills holE (E), hha (H) i ydgT (Y) comparat amb el de la soca salvatge (WT) 

(FC>1,5x i P-valor ajustat<0,05). 
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tant en els mutants senzills holE com ydgT. Tot i que aquests gens no es troben gaire 

afectats a un mutant hha però molt afectats a un doble mutant hha ydgT, vam decidir 

incloure aquests dos darrers mutants en aquesta anàlisi. Els gens que codifiquen per 

l’aparell flagel·lar es troben formant part d’operons de motilitat. A la Fig. 3.48 s’indica 

el “fold change” (FC) dels diferents gens d’aquest grup situant-los en els operons de 

motilitat corresponents, per cadascun dels diferents mutants. 

 

∆hha 2,1       2,1     2,1               2,1

∆hha ydgT 10,4       25,2     22,5   19,5   16,6   14,1   10,4     6,3     4,1     3,9     3,7    3,3

∆ydgT 1,6          2,0       2,0    2,3     2,5     2,8     2,5     2,2     2,6     2,1      2,4     1,6    

∆holE 1,5          1,8       1,8     1,9     1,9     2,1     2,1 1,9     2,2     1,8      2,2

∆hha ydgT 2,1            2,5

∆hha ydgT 10 ,0                                                            2,3

∆ydgT 1,6                                       1,6

∆holE 1,6

∆hha ydgT 5,7       7,2      4,7   4,8    4,5                      9,2      6,1      7,2              2,6

∆ydgT 1,6       2,0      2,1   2,0     2,3                     1,8      1,6      1,9              2,0     2,0

∆holE 1,6       1,6      1,8   1,9    2,0                      1,8      1,7      1,8              1,7     2,0

∆hha ydgT 2,4                  2,1

 

σ70  ARN polimerasa

σF ARN polimerasa

Operons primerencs

Operons mitjans

Operons tardans

 

Fig. 3.48. Esquema dels diferents operons de motilitat d’E. coli on s’indica per cadascun dels gens el 

“fold change” (FC) negatiu o nivell de repressió en cada mutant respecte a la soca salvatge. 
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Si observem detalladament els valors de FC dels gens flagel·lars representats a la figura 

anterior es pot deduir que: 

- La mutació hha no afecta de la mateixa manera l’expressió dels gens flagel·lars 

que les mutacions holE o ydgT, ambdues amb uns patrons molt similars. Malgrat 

això, els nivells de repressió del mutant ydgT són sempre una mica superiors que 

els dels del mutant holE, en pràcticament tots els gens de tots els operons. 

- Els nivells de repressió observats per al doble mutant hha ydgT són més elevats 

que a la resta de mutants. Això, tal i com ja s’ha comentat a l’apartat 3.1.3.2 es 

pot interpretar com que la proteïna Hha cobreix parcialment la funció de la 

proteïna YdgT. 

El patró d’expressió dels gens flagel·lars en els mutants esmentats pot visualitzar-se 

també mitjançant diagrames ’elaborats amb el programa “KEGG Mapper” (Fig. 3.49).  
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ΔholE vs wt ΔydgT vs wt

Δhha vs wt Δhha ydgT vs wt   

 

Les conclusions que es poden extreure a partir de la Fig. 3.49 es corresponen amb les 

que s’exposen per l’anterior Fig. 3.48. 

Fig. 3.49. Representació del patró d’expressió dels gens flagel·lars utilitzant l’aplicació bioinformàtica 

“KEGG Mapper” dels mutants senzills holE, hha i ydgT i del doble hha ydgT respecte a la soca 

salvatge. El codi de colors permet conèixer el nivell d’expressió (Fold Change, FC) d’un determinat 

gen flagel·lar; en verd fosc ("FC"<-2), blau (-2< "FC" <-1,5) i verd clar (no expressat diferencialment 

respecte a la soca salvatge). 
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Per confirmar aquests resultats de transcriptòmica que relacionaven les proteïnes HolE i 

YdgT, es va decidir realitzar un estudi fenotípic de motilitat (apartat 3.3.7). 

3.3.7. La sobreexpressió del gen holE restaura la motilitat de dobles 
mutants hha ydgT  

3.3.7.1. Efecte de les mutacions holE, ydgT i hha en la motilitat 

Per tal de corroborar les dades obtingudes a l’anàlisi transcriptòmica dels mutants holE, 

ydgT i hha, en les quals s’observa la repressió d’una gran quantitat de gens pertanyents 

als operons flagel·lars, es va decidir dur a terme assaigs de motilitat en placa (veure 

Materials i mètodes apartat 2.11). 

En primer lloc, es va realitzar l’assaig de motilitat en placa dels mutants següents: holE, 

ydgT, hha i hha ydgT. Després d’incubar les plaques durant 12 hores a 30ºC, els halos 

que apareixien eren clars i es veien diferències entre les soques mutants (Fig. 3.50). 

A

B

∆holEwt ∆ydgT

∆hha ydgT∆hha

∆holEwt ∆ydgT

∆hha ydgT∆hha  

 

Fig. 3.50. Halos de motilitat en plaques de TB agar 0,25% + L-serina 2 mM (A) i + L-valina 2 mM 

(B). 
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Tal i com s’ha comentat anteriorment, i tenint en compte l’important efecte d’YdgT en 

l’expressió dels gens flagel·lars i el reduït efecte d’Hha, el fenotip de reduïda motilitat 

del doble mutant hha ydgT és probablement degut a què Hha ja no compensa la funció 

d’YdgT, cosa que sí deu de succeir en el mutant ydgT. 

Per demostrar la relació funcional entre YdgT i HolE, es va decidir determinar a nivell 

fenotípic l’efecte de la sobreexpressió del gen holE en els mutants que tenien la motilitat 

afectada  (hha ydgT).  

3.3.7.2. Complementació amb pBRHOLE de la pèrdua de motilitat en 
placa dels mutants hha ydgT  

3.3.7.2.1. Construcció del plasmidi pBRHOLE i evidència per PCR a 
temps real de la sobreexpressió de holE 

Per tal de dur a terme la complementació es va construir el plasmidi pBRHOLE clonant 

el gen holE en el vector de mitjà número de còpies pBR322. 

El gen holE fou amplificat mitjançant PCR utilitzant com a motlle l’ADN de la soca 

d’E. coli 5K (Materials i mètodes 2.6.3). Els oligonucleòtids que es van utilitzar 

corresponen a les seqüències HOLE-Eco i HOLE-Bam (Fig. 3.51) que permetien 

l’amplificació del gen holE i del seu promotor putatiu. A més, aquests oligonucleòtids 

introduïen una diana EcoRI i una diana BamHI als extrems 5’ i 3’ respectivament. 

 

HOLE-Eco: 

5'-GGAGCGTGCAGTTGAATTCAT-3' 

HOLE-Bam: 

5'- GTTATGTAAGAAAGTGGATCCCTG-3' 

 

La temperatura d’hibridació que es va utilitzar en l’amplificació va ser de 52ºC. 

El producte de l’amplificació va ser digerit amb els enzims de restricció corresponents i 

clonat en el vector pBR322 prèviament digerit amb els mateixos enzims. El plasmidi 

resultant es va anomenar pBRHOLE el qual es va comprovar per seqüenciació utilitzant 

Fig. 3.51. Oligonucleòtids utilitzats per a l’amplificació del gen holE. En gris es ressalten les dianes 

EcoRI i BamHI respectivament. 
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els oligonucleòtids 3HOLE i 5HOLE, per seqüenciar a 3’ i 5’ del gen holE 

respectivament (Fig. 3.52). 

 

3HOLE: 

5'-GGCTCGTAAGGTAAACGTGA-3' 

5HOLE: 

5'- CTGAAGAATCTGGCTAAACTG-3' 

 

Per altra banda, per tal de comprovar que aquest plasmidi sobreexpressava correctament 

el gen holE es va aïllar l’ARN total de les soques MG1655, MG1655 pBR322 i 

MG1655 pBRHOLE i es va realitzar una reacció de PCR a temps real amb els 

oligonucleòtids i sonda TaqMan® indicats a la Fig. 3.44 amb els quals es detecta 

l’expressió del gen holE. Tal i com s’esperava, l’expressió de holE de la soca portadora 

del plasmidi pBRHOLE és 32 vegades superior a la de la soca salvatge. La diferència 

d’expressió entre la MG1655 i la MG1655 pBR322 no és significativa  (Fig. 3.53). 
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3.3.7.2.2. Transformació del plasmidi pBRHOLE a la soca mutant hha 

ydgT. Avaluació de la motilitat en medi sòlid 

Tant el plasmidi pBRHOLE com el vector pBR322 es van transformar a la soca 

salvatge (wt) i al mutant hha ydgT. Amb els transformants obtinguts es van inocular 

Fig. 3.53. Resultats d’expressió relativa obtinguts per PCR a temps real del gen holE de les soques 

MG1655 pBR322 i MG1655 pBRHOLE respecte a la soca salvatge MG1655. 

Fig. 3.52. Oligonucleòtids utilitzats per comprovar el gen holE clonat en el vector pBR322.  
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plaques de medi TB agar 0,25% amb L-serina i amb L-valina per tal de determinar el 

diàmetre dels halos de motilitat. Les diferències en els halos de motilitat a les plaques 

amb L-serina i L-valina de les soques testades eren molt similars. Per aquest motiu a la 

Fig. 3.54 es mostren únicament els resultats obtinguts en les plaques que contenien L-

serina. 

wt wt pBR322 wt pBRHOLE

Δhha ydgT Δhha ydgT
pBR322

Δhha ydgT
pBRHOLE  

 

A la Fig. 3.54 es pot observar l’augment en l’halo de motilitat dels mutants hha ydgT 

quan se sobreexpressa holE (pBRHOLE). Això suggereix que la proteïna HolE quan és 

sobreexpressada pot, almenys parcialment, suplir la funció d’YdgT. 

3.3.7.3. Efecte de la sobreexpressió de holE sobre l’expressió del gen 
flgB: anàlisi per RT-PCR 

Per tal de corroborar els resultats descrits en els apartats anteriors es va dur a terme 

l’anàlisi semiquantitativa d’ARNm per RT-PCR (Materials i mètodes 2.7.4) del gen 

flagel·lar flgB a la soca MG1655HY i en la mateixa quan sobreexpressàvem holE. El 

gen flgB és el primer gen d’un dels operons de motilitat, el qual està pràcticament en la 

seva totalitat afectat per les mutacions ydgT, holE i hha, veient-se especialmet afectat  

en el doble mutant hha ydgT.  

Les soques objecte d’estudi (la soca salvatge MG1655, el doble mutant MG1655HY i 

aquesta última soca portadora dels plasmidis pBR322 o pBRHOLE) es van cultivar a 

37ºC fins a una DO600 de 0,6 i es va aïllar l’ARN corresponent. La quantitat d’ARN 

Fig. 3.54. Halos de motilitat en plaques de TB agar 0,25% i L-serina 2 mM. Complementació amb 

pBRHOLE de la disminució del diàmetre de l’halo de motilitat dels mutants hha ydgT. A la primera 

línia es mostren els halos per la soca salvatge (wt).  
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adequada per mesurar la transcripció d’flgB va ser de 10 ng. En aquesta reacció d’RT-

PCR, a més d’un control per demostrar la inexistència d’ADN a la mostra (inactivació 

de la retrotranscriptasa durant 10 minuts a 95ºC), es va incloure un control intern amb 

l’ARN 16s, per tal d’assegurar la qualitat de l’ARN. 

Els oligonucleòtids específics pel gen flgB i pel gen de referència 16s es detallen a la 

Fig. 3.55. 

 

FLGBFW: 

5'-GCAGCAAACATCGCCAATGC-3' 

FLGBRW: 

5'-GATATGGATCGCGAACGCAC-3' 
 

16SR:  

5’-TTCCTCCAGATCTCTACGCA-3’ 

16SF:  

5’-CCTCAGCACATTGACGTTAC-3’ 

 

L’anàlisi per RT-PCR de la transcripció del gen flgB va mostrar una expressió 

diferencial d’aquest gen en les diverses soques analitzades. A la Fig. 3.56 es detallen els 

resultats d’expressió del gen flgB i del gen de referència 16s obtinguts per la soca 

MG1655, pel mutant hha ydgT i per aquest darrer portador dels plasmidis pBR322 o 

pBRHOLE. 

1      2    3           4 W ∆ ∆ ∆

flgB
1    2     3     4 

16s
 

 

A l’anterior figura s’observa, en primer lloc, que el doble mutant hha ydgT té reprimida 

l’expressió del gen flgB, tal i com ja s’havia vist en els resultats dels microarrays. Per 

altra banda, s’observa també la complementació de l’expressió del gen flagel·lar flgB al 

sobreexpressar holE en el doble mutant hha ydgT (MG1655HY pBRHOLE).  

3.3.8. Mecanisme d’acció de les proteïnes YdgT i HolE: influenciant la 
terminació de la transcripció? 

Els resultats obtinguts en aquesta memòria en respecte al paper regulador de la proteïna 

HolE suggereixen que juga un paper relacionat amb la proteïna YdgT. En qualsevol cas, 

Fig. 3.56. Producte de l’amplificació de l’anàlisi per RT-PCR del gen flgB  i del gen de referència 16s 

de les soques MG1655 (carril 1), MG1655HY (carril 2), MG1655HY pBR322 (carril 3) i MG1655HY 

pBRHOLE (carril 4). 

Fig. 3.55. Oligonucleòtids utilitzats en la reacció de RT-PCR pel gen flgB i pel gen de referència 16s. 
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les dades obtingudes fins aquest punt no permetien entendre quin era el mecanisme a 

través del qual les proteïnes HolE/YdgT exerceixen el seu efecte regulador. 

Un treball aparegut en el moment de la redacció d’aquesta memòria, i que fa referència 

a  l’efecte de la família de proteïnes H-NS sobre la terminació Rho-dependent (Saxena i 

Gowrishankar, 2011), evidencia que la sobreexpressió de la proteïna YdgT anul·la els 

fenotips de supressió de polaritat en mutants rho, el que permet a aquets bacteris que 

sobreexpressen YdgT incrementar l’eficiència de la terminació de la transcripció. És a 

dir, que la proteïna YdgT pot estar implicada en processos de terminació de la 

transcripció. Considerant aquesta informació, i fent una recerca bibliogràfica referent a 

la terminació intragènica de la transcripció depenent de la proteïna Rho, el treball de 

Peters i col·laboradors (2009) demostra que la proteïna Rho juga un paper molt 

important en la terminació de la síntesi d’ARN petits (“small RNAs” (sRNA)) i ARN de 

transferència (localitzats en regions intergèniques), així com d’un grup de gens (regions 

intragèniques) molts dels quals mostren transcripció antisentit. Aquests estudis es van 

fer inhibint de manera específica la proteïna Rho amb l’antibiòtic biciclomicina (BCM) 

i fent estudis ChIP-chip. 

Si considerem les nostres dades de transcriptòmica, on es refereixen els gens desregulats 

comuns tant en mutants ydgT com holE, podem comprovar que una bona part d’aquests 

gens són ARN petits (Taula 3.3).  
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dsrA
ARN antisentit que interacciona 
amb la traducció d'rpoS , 
silenciant rcsA

2,21 1,75

micF 
ARN antisentit que afecta 
l'expressió d' ompF

2,83 1,62

oxyS ARN regulador global OxyS 2,32 2,82

rdlB
ARN antisentit, regulador de la 
traducció de ldrB

1,76 ---

rdlC
ARN antisentit, regulador de la 
traducció de ldrC 

1,81 1,20

rdlD
ARN antisentit, regulador de la 
traducció de ldrD 

3,40 1,82

rybA
ARN antisentit relacionat amb la 
homeostasi del manganès

2,33 1,67

ryeA
ARN antisentit de funció 
desconeguda

2,55 2,36

ryhA (ArcZ )
ARN antisentit que regula 
positivament RpoS; s'uneix a 
Hfq

2,42 2,17

sibA
ARN antisentit que regula la 
proteïna tòxica IbsA

2,42 1,63

sibB (ryeD )
ARN antisentit que regula la 
proteïna tòxica IbsB

2,83 2,31

sibC
ARN antisentit que regula la 
proteïna tòxica IbsC

2,92 2,20

sibD (rygD )
ARN antisentit que regula la 
proteïna tòxica IbsD

2,76 1,81

sokB
ARN antisentit que bloqueja la 
traducció de mokB  i hokB

2,28 ---

sokC
ARN antisentit que bloqueja la 
traducció de  mokC  i hokC 

3,05 2,07

Gen Descripció
FC 

ΔydgT _vs_WT
FC 

Δhol E_vs_WT

  

 

Per altra banda, com ja s’ha esmentat, la meitat de les regions terminadores dependents 

de Rho estan localitzades després dels extrems 3’ dels gens (intergèniques) (Peters et 

al., 2009). Fent una revisió de les dades de l’anàlisi transcriptòmica dels mutants ydgT i 

Taula 3.3. Llistat de gens corresponents a ARN petits del cromosoma d’E. coli alterats en els mutants 

ydgT i holE. A les dues últimes columnes es mostren els valors de FC obtinguts a l’anàlisi 

transcriptòmica de mutants ydgT i holE respecte a la soca salvatge (wt) per cadascun d’aquests gens. 

Els gens que mostraven una expressió reprimida respecte a la soca salvatge s’indiquen en color verd i 

els que presentaven una expressió induïda respecte a la soca salvatge s’indiquen en vermell (FC>1,5x 

i P-valor ajustat<0,05). 
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holE, vam comprovar que una part significativa de seqüències desregulades en aquests 

mutants eren intergèniques (Taula 3.4).  

AffyID Descripció
FC 

ΔydgT_vs_wt
FC 

ΔholE _vs_wt
AffyID Descripció

FC 
ΔydgT_vs_wt

FC 
ΔholE _vs_wt

1765223_s_at regió intergènica 1,79 3,68 1763172_s_at regió intergènica 1,88 1,60

1760467_s_at regió intergènica 1,56 1,53 1768378_s_at regió intergènica 1,89 1,58

1765013_s_at regió intergènica 1,54 1,94 1768174_s_at regió intergènica 1,92 1,68

1762876_s_at regió intergènica 1,58 1,52 1768517_s_at regió intergènica 1,98 1,87

1759809_s_at regió intergènica 1,58 1,54 1769292_s_at regió intergènica 2,02 1,70

1768147_s_at regió intergènica 1,61 1,56 1766684_s_at regió intergènica 2,17 1,70

1765084_s_at regió intergènica 1,61 1,67 1760860_s_at regió intergènica 2,18 1,75

1759846_s_at regió intergènica 1,63 1,62 1766427_s_at regió intergènica 2,22 1,64

1759370_s_at regió intergènica 1,65 1,55 1766555_s_at regió intergènica 2,22 1,75

1765260_s_at regió intergènica 1,68 1,61 1766273_s_at regió intergènica 2,38 2,12

1760692_s_at regió intergènica 1,69 1,66 1762731_s_at regió intergènica 2,45 1,91

1767968_s_at regió intergènica 1,71 1,67 1766270_s_at regió intergènica 2,56 2,03

1759738_s_at regió intergènica 1,75 1,64 1760181_s_at regió intergènica 2,70 2,94

1761733_s_at regió intergènica 1,75 1,61 1763548_s_at regió intergènica 2,72 2,09

1764823_s_at regió intergènica 1,75 1,82 1766672_s_at regió intergènica 2,76 1,80

1761416_s_at regió intergènica 1,76 1,54 1768041_s_at regió intergènica 2,81 2,12

1762386_s_at regió intergènica 1,79 1,72 1768226_s_at regió intergènica 2,85 2,34

1761221_s_at regió intergènica 1,79 2,03 1767547_s_at regió intergènica 3,30 2,28

1765788_s_at regió intergènica 1,80 1,71 1759307_s_at regió intergènica 3,39 2,43

1765994_s_at regió intergènica 1,86 1,72 1762486_s_at regió intergènica 3,64 2,15

1765158_s_at regió intergènica 1,88 1,65 1759103_s_at regió intergènica 4,33 2,56

1762897_s_at regió intergènica 1,88 1,81 1765088_s_at regió intergènica 4,39 3,51  

 

  

 

Taula 3.4. Llistat de les regions intergèniques del cromosoma d’E. coli alterades en els mutants ydgT i 

holE. A la primera columna s’indiquen els identificadors d’Affymetrix utilitzats per localitzar les 

regions intergèniques alterades comuns en ambdós mutants. A les dues últimes columnes es mostren 

els valors de FC obtinguts a l’anàlisi transcriptòmica de mutants ydgT i holE respecte a la soca 

salvatge (wt). Els gens que mostraven una expressió reprimida respecte a la soca salvatge s’indiquen 

en color verd i els que presentaven una expressió induïda respecte a la soca salvatge s’indiquen en 

vermell (FC>1,5x i P-valor ajustat<0,05). 
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Finalment, vam decidir comparar el llistat de gens desregulats en presència de BCM 

(Taula S1 de Peters et al., (2009)) amb els gens desregulats en mutants ydgT i holE. 

Aquests resultats es mostren a la Taula 3.6. Tal i com es pot comprovar, un nombre 

significatiu (35,7%) dels gens desregulats en presència de BCM es troben també alterats 

en mutants ydgT i holE (Taula 3.6). 

araF 1,55 1,77 ppsA 2,01 ---
argA 1,24 1,12 purD 1,16 1,67
argG 1,23 --- purK 1,10 1,30
b2275 1,29 1,23 rdlD 3,40 1,82
b2859 1,27 --- rem 1,35 1,12
bcp 1,27 1,23 rnb 1,50 ---
bglF 1,47 1,41 rnr 1,43 1,30
cdaR 1,36 1,16 rybA 2,34 1,68

cfa 1,28 1,62 sibB//ryeD 2,83 2,31
corA 1,81 1,36 sibD//rygD 2,76 1,81
cspB 3,20 1,35 slyB 1,31 1,42
cspG 2,30 --- stpA 2,54 1,45
deaD 1,99 1,70 sugE 1,74 1,10
dsdC 1,77 --- udp 1,29 ---
eutB 1,17 1,46 yahM 2,84 2,14
fic 1,55 1,83 yaiA 1,54 ---

gdhA 1,26 1,21 yaiE 1,51 ---
glnB 1,26 --- ybiO --- 2,11
glpD 1,50 --- ybiU 1,27 1,15
gltF 1,31 --- ybjX 1,28 1,38

guaB 1,14 1,40 ydcW 1,31 1,62
hisP 1,54 --- ydfK 1,68 1,26
IS092 7,58 --- ydiE --- 1,71
kch 1,12 1,27 yehV --- 1,56

mglA 3,52 1,53 yejG 1,66 1,32
mglC 3,03 1,67 yfjJ 1,10 1,25
osmB --- 1,84 ygiP 1,20 1,30
pinQ 1,53 1,30 yicE 1,17 1,81
pinR 1,53 1,30 yjeB 1,27 1,38
ppdD 1,59 1,31 yobA --- 3,04

FC 
Δhol E_vs_WT

Gen FC 
ΔydgT _vs_WT

FC 
Δhol E _vs_WT

Gen FC 
ΔydgT _vs_WT

 

 

Taula 3.6. Llistat de gens afecats en presència de biciclomicina (alterats en absència de Rho (Peters et 

al., 2009)) i també per les mutacions ydgT i holE. Els valors de FC obtinguts en l’anàlisi 

transcriptòmica dels mutants ydgT i holE respecte a la soca salvatge (wt) s’indiquen en verd (repressió)  o 

vermell (inducció) (FC>1,5x i P-valor ajustat<0,05 ) per a cadascun d’aquests gens.  
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3.4. Relació estructural i funcional entre les proteïnes 
Hha/YdgT i la proteïna YmgB 

Tal i com s’ha indicat a la introducció,  la proteïna YmgB té una massa molecular i una 

estructura terciària molt similars a les de la proteïna associada al nucleoide Hha (Lee et 

al., 2007b). Com a continuació als estudis duts a terme per Lee et al. (2007b), i dins de 

l’objectiu global d’aquesta tesi d’estudiar i caracteritzar proteïnes que poguessin 

esdevenir paràlogues d’Hha, hem volgut aprofundir en les possibles relacions funcionals 

entre YmgB i les proteïnes Hha/YdgT. 

3.4.1. Estudi per PCR a temps real de l’expressió d’ymgB en diferents 
condicions de creixement 

Tschowri et al. (2009) van posar de manifest que la proteïna YmgB s’expressa més a 

baixa temperatura (25ºC) que a elevada temperatura (37ºC). En primer lloc, vam decidir 

complementar aquests estudis i estudiar addicionalment a l’efecte de la temperatura, 

l’efecte de la fase de creixement. L’expressió del gen ymgB es va estudiar per PCR a 

temps real (Materials i mètodes 2.7.5). Aquest estudi es va dur a terme combinant  dues 

fases de creixement (DO600= 0,5 i 3) i tres temperatures diferents (15, 20 i 37ºC). 

Es van dissenyar els oligonucleòtids i la sonda TaqMan® corresponents al gen ymgB 

(Fig. 3.57). Com a gen de referència es va utilitzar l’ARN ribosòmic 16s. Els 

oligonucleòtids i la sonda TaqMan® per aquest gen de referència es detallen a la 

mateixa figura. 

  

 

Fig. 3.57. Oligonucleòtids i sondes TaqMan® utilitzats per a l’amplificació del gen ymgB i del gen de 

referència 16s. 

Sonda 16s: 

5’-CCCGGGCCTTGTAC-3’ 

Oligonucleòtid FW-16s: 

5’-AGAATGCCACGGTGAATACGT-3’ 

Oligonucleòtid 16s-RV: 

5’-GGTGTGACGGGCGGTG-3’ 

Sonda YMGB: 

5’-AGAAGAAGAATCAGCAGTGTT-3’ 

Oligonucleòtid FW-YMGB: 

5’-TTCGCAGTTCGGGTAATTTGT-3’ 

Oligonucleòtid YMGB-RV: 

5’-ATTGGTGACAGCCTGCCC-3’ 
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Es va aïllar l’ARN de cultius de la soca MG1655 crescuts en medi LB a 15, 20 i 37ºC 

agafant mostra tant a fase exponencial (DO600= 0,5) com a fase estacionària (DO600= 3) 

(veure Materials i mètodes 2.7.1).  

Els resultats d’expressió relativa obtinguts es van analitzar en funció de la fase de 

creixement i de la temperatura (Fig. 3.58A i B respectivament). 
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Pel que fa a la fase de creixement (Fig. 3.58A), es van analitzar els resultats obtinguts 

comparant l’expressió del gen ymgB en fase estacionària respecte a exponencial, a les 

tres temperatures utilitzades. Els resultats indiquen que, independentment de la 

temperatura, ymgB s’expressa de 3 a 4 vegades més en fase estacionària que en 

exponencial. 

Pel que fa a la temperatura (Fig. 3.58B), es van normalitzar els resultats prenent com a 

referència els resultats dels cultius crescuts a 37ºC. D’aquesta manera, podem dir que a 

15ºC, l’expressió d’ymgB està unes 12 vegades augmentada respecte a 37ºC, tant en fase 

exponencial com estacionària. A 20ºC, l’expressió augmenta una mica més: 18 i 21 

vegades a fase exponencial i estacionària, respectivament. Aquests resultats 

coincideixen amb els publicats anteriorment (Tschowri et al., 2009). 

3.4.2. Construcció de mutants ymgB i confirmació del fenotip 

La mutació ymgB ja havia estat estudiada en soques mutants d’E. coli de la col·lecció 

Keio (Baba et al., 2006). En aquests estudis es van observar diversos fenotips del 

Fig. 3.58. Resultats d’expressió relativa obtinguts per PCR a temps real del gen ymgB en funció de la 

fase de creixement (fase estacionària respecte a exponencial) (A) i en funció de la temperatura (15 i 

20ºC respecte a 37ºC) (B). 
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mutant ymgB entre els que destaquen l’augment en la producció de biofilm i la 

disminució en la resistència a l’àcid (Lee et al., 2007b).  

3.4.2.1. Construcció de mutants ymgB a la soca d’E. coli MG1655 

A fi i efecte de continuar amb la caracterització del gen ymgB, vam decidir obtenir el 

corresponent mutant ymgB a la soca MG1655 per tal de realitzar estudis comparatius 

amb mutants hha/ydgT obtinguts a la mateixa soca d’E. coli. 

El mutant MG1655ΔymgB, anomenat MG1655M, es va construir per transducció de la 

mutació ymgB (Materials i mètodes 2.4.3) amb un lisat P1 vir obtingut sobre la soca 

mutant ymgB BW25113 ΔymgB (cedida per la col·lecció japonesa Keio (Baba et al., 

2006). Aquesta soca conté la resistència a kanamicina del plasmidi pKD13 la qual ens 

va permetre seleccionar els transductants ymgB. La mutació ymgB es va comprovar per 

PCR utilitzant els oligonucleòtids de la Fig. 3.59. 

 

 

 

La soca MG1655M es va utilitzar per obtenir mutants dobles i triples, transduint la 

mutació ymgB a mutants hha i ydgT. En els mutants ydgT la transducció de la mutació 

ymgB es va fer directament, obtenint-se així la soca ydgT ymgB (MG1655YM). Per tal 

d’obtenir les soques mutants ymgB hha (MG1655MH) i ydgT ymgB hha 

(MG1655YMH), es va partir dels mutants MG1655M i MG1655YM als quals se’ls va 

curar la resistència a kanamicina associada a la mutació ymgB (Materials i mètodes 

2.5.1.3) i per últim, es va transduir la mutació hha la qual porta associada la mateixa 

resistència a antibiòtic (Km).  

Fig. 3.59. Oligonucleòtids utilitzats per comprovar la mutació ymgB.  

YMGBUP: 

5’- GCAATAGTGATTCAGGAGGG-3’ 

YMGBDOWN: 

5’- CTGTGTATAGTCTAAAGCGAC-3’ 
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3.4.2.2. Confirmació del fenotip de mutants ymgB de la soca d’E. coli 
MG1655: resistència a l’àcid i formació de biofilm 

Lee et al. (2007b) van descriure a YmgB com a una proteïna que proporciona 

resistència a l’àcid i que inhibeix la formació de biofilm. Per tal de confirmar el fenotip 

del mutant ymgB de la soca d’E. coli MG1655, vam dur a terme tant l’assaig de 

resistència a l’àcid com el de formació de biofilm. 

L’assaig de resistència a l’àcid es va realitzar seguint el protocol descrit per Masuda i 

Church (2003) en el qual se sotmet el cultiu bacterià a un xoc àcid (pH 2,5) i es calcula 

la supervivència després de transcorregut un cert temps. A la Fig. 3.60 s’indiquen els 

percentatges de supervivència a temps 1, 2 i 4 hores després del xoc àcid per la soca 

salvatge MG16555 i pel mutant isogènic ymgB.  
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Tal com s’esperava, el mutant ymgB obtingut en aquest treball (MG1655M) mostra una 

menor resistència a l’àcid que la soca salvatge MG1655.  

A fi i efecte de continuar confirmant el fenotip de mutants ymgB publicats anteriorment 

(Lee et al., 2007b), en el que s’identifica a la proteïna YmgB com a un inhibidor de la 

formació de biofilms, vam realitzar l’assaig de formació de biofilm (veure Materials i 

mètodes 2.13) amb la soca salvatge i el mutant ymgB. 

Es va quantificar la producció de biofilm de la soca salvatge i del mutant ymgB a les 24 

hores en medi LB suplementat amb glucosa a 37 i a 25ºC (Fig. 3.61). 

Fig. 3.60. Resistència a l’àcid de les soques MG1655 i del mutant ymgB en medi LB (pH 2,5) a 37ºC 

durant 1, 2 i 4 hores.  
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El mutant ymgB obtingut en aquest treball (MG1655M) mostra un fenotip similar al 

descrit (Lee et al., 2007b) pel que fa a la producció de biofilm, mostrant-se una major 

quantitat de biofilm en el mutant ymgB que en la soca salvatge tant a 37ºC com a 25ºC. 

3.4.3.  Efecte de les mutacions ymgB, ymgB hha, ydgT ymgB i ydgT ymgB 

hha sobre el creixement d’E. coli MG1655 

Amb el joc de mutants simple ymgB (MG1655M), dobles ydgT ymgB (MG1655YM) i 

ymgB hha (MG1655MH) i triple ydgT ymgB hha (MG1655YMH), es van dur a terme 

corbes de creixement tant en medi LB a 37ºC com a baixa temperatura i alta 

concentració de NaCl. 

A les corbes de creixement en medi LB a 37ºC cap dels mutants testats va presentar 

diferències pel que fa a la taxa de creixement respecte a la soca salvatge MG1655 (Fig. 

3.62). 

 

Fig. 3.61. Formació de biofilm de les soques MG1655 i del mutant ymgB en medi LB glucosa a les 24 

hores a 37ºC (A) i a 25ºC (B).  
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Sabem pels estudis d’expressió de ymgB que aquest gen s’expressa més a baixes 

temperatures. Per aquest motiu, es van realitzar les corbes de creixement en LB a 20ºC 

(Fig. 3.63) en les quals no s’aprecia cap alteració pel que fa a la taxa de creixement dels 

mutants respecte a la soca salvatge.  
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Degut a què les proteïnes associades al nucleoide tenen un paper important a elevada 

osmolaritat, es van realitzar corbes de creixement a 37ºC en medi LB amb 50 g/l NaCl 

(Fig. 3.64). 

Fig. 3.63. Corbes de creixement de mutants ymgB en LB a 20ºC.  

Fig. 3.62. Corbes de creixement de mutants ymgB en LB a 37ºC.  
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A la figura anterior es pot observar una moderada disminució en la taxa de creixement 

del doble mutant ymgB hha (MG1655MH), la qual es veu incrementada quan manquen 

els tres gens ydgT, ymgB i hha (mutant MG1655YMH). Això ens podria estar indicant 

un possible paper comú entre les tres proteïnes YdgT, YmgB i Hha ja que és necessària 

la triple mutació per veure un defecte en el creixement sota condicions d’elevada 

osmolaritat. 

3.4.4.  Interacció de la proteïna YmgB amb altres proteïnes 

Els estudis amb YmgB descriuen a aquesta proteïna com a un possible modulador de 

l’expressió gènica que s’uneix a l’ADN in vitro de manera inespecífica (Lee et al., 

2007b). Aquests estudis suggereixen també que aquesta unió podria ser directa o 

indirecta a través d’una altra proteïna d’unió a l’ADN. Tenint en compte la similitud 

estructural amb Hha, i sabent que Hha s’uneix a H-NS per actuar com a regulador 

transcripcional, vam pensar que YmgB també podria estar unint-se a l’ADN de manera 

indirecta bé a través d’H-NS o de la seva paràloga StpA. 

Per estudiar aquesta possible interacció entre YmgB i H-NS es va sobreexpressar la 

proteïna recombinant His-YmgB i, després de la unió de la cua d’histidines a una matriu 

de Ni2+-NTA agarosa, es va determinar quines proteïnes co-purificaven amb YmgB. 

3.4.4.1. Construcció de la proteïna recombinant His-YmgB 

Per a la construcció de la proteïna recombinant YmgB amb cua d’histidines en N-

terminal (His-YmgB), es va amplificar el gen ymgB amb els oligonucleòtids YMGBHIS 

i YMGBBAM (Fig. 3.65). L’ús d’aquests oligonucleòtids va permetre introduir una 

Fig. 3.64. Corbes de creixement de mutants ymgB en LB amb 50 g/l NaCl a 37ºC.  
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diana NdeI i una cua d’histidines a l’extrem N-terminal i una diana BamHI ’després de 

l’extrem C-terminal d’YmgB. Aquestes dianes es van utilitzar per la seva posterior 

clonació en un vector pET11a. La temperatura d’hibridació que es va utilitzar en 

l’amplificació va ser de 54ºC. Després d’aquesta primera amplificació, es va realitzar 

una restricció amb els enzims BamHI i NdeI.  

 

 

 

A continuació, es va linealitzar el vector pET11a per restricció amb els enzims NdeI i 

BamHI, i es va lligar amb el producte de l’amplificació per PCR amb els 

oligonucleòtids YMGBHIS i YMGBBAM digerit amb els mateixos enzims. D’aquesta 

manera es va obtenir un vector induïble per IPTG amb el gen ymgB clonat amb una cua 

d’histidines en N-terminal. El producte d’aquesta lligació, que es va anomenar pETHis-

YmgB, es va transformar a la soca d’E. coli 5K. L’ADN plasmídic es va aïllar de nou 

d’aquesta soca i es va seqüenciar (apartat 2.6.4. Materials i mètodes) amb els 

oligonucleòtids T7Promoter i T7Terminator (Fig. 3.66) que hibriden amb seqüències 

del propi vector a ’5’ i 3’ del lloc de clonació múltiple del vector. En ambdós casos, la 

temperatura d’hibridació que es va utilitzar en l’amplificació prèvia a la seqüenciació va 

ser de 50ºC. 

 

 

Fig. 3.66. Oligonucleòtids utilitzats per comprovar la correcta inserció del gen ymgB en el vector 

d’expressió pET11a.  

T7Promoter: 

5’-TAATACGACTCACTATAGG -3’ 

T7Terminator: 

5’-GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3’ 

Fig. 3.65. Oligonucleòtids utilitzats en l’amplificació del gen ymgB per a la clonació en el vector 

pET11a. En gris es ressalten les dianes NdeI i BamHI. Subratllat es mostra la cua d’histidines.  

YMGBHIS: 

5’- CGATTCGCCATATGCATCACCATCACCATCACATGCTTGAAGATACTACAATTC-3’ 

YMGBBAM: 

5’- GCCGGATCCGTTACATATCATCAGCTGTGT-3’ 
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3.4.4.2. Sobreexpressió i purificació d’His-YmgB 

Un cop obtingut el gen his-ymgB clonat en un vector d’expressió es va sobreexpressar la 

proteïna His-YmgB tant a la soca BL21(DE3) com al corresponent mutant hns 

(BL21(DE3)Δhns) seguint el protocol descrit en l’apartat 2.8.3 de Materials i mètodes. 

Els extractes obtinguts es van barrejar cadascun amb una matriu de Ni2+-NTA agarosa. 

Després de permetre la unió de les proteïnes i rentar les no unides amb tampó A (20 

mM imidazol), es van eluir les proteïnes retingudes mitjançant rentats amb tampó A’ 

(200 mM imidazol). Les fraccions pertanyents als rentats i a les elucions es van 

analitzar en gels de poliacrilamida Tris-Glicina-SDS (Materials i mètodes 2.8.4.1). A la 

Fig. 3.67 es mostren els rentats i les elucions obtingudes en les dues purificacions 

BL21(DE3) pETHis-YmgB (A) i BL21(DE3)Δhns pETHis-YmgB (B).  
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La tinció amb Coomassie no va permetre evidenciar la copurificació d’H-NS amb His-

YmgB. 

A continuació, es va dur a terme la transferència de les proteïnes a una membrana de 

nitrocel·lulosa i la posterior immunodetecció amb anticossos contra H-NS (Fig. 3.68A). 

Paral·lelament, es va dur a terme la immunodetecció amb anticossos contra StpA, 

paràleg d’H-NS (Fig. 3.68B). 

Fig. 3.67. Anàlisi electroforètica i tinció amb Coomassie de fraccions eluïdes de Ni2+-NTA agarosa de 

la purificació His-YmgB en una soca BL21(DE3) (A) i en un mutant hns (B). 1) Marcador de pes 

molecular, 2) Restes sense unir, 3, 4 i 5) Rentats de la matriu amb tampó A (20 mM imidazol), 6 i 7) 

Elució de proteïnes amb tampó A’ (200 mM imidazol).  



RESULTATS 

 

157 

 

1         2        3         4        1       2       3 4 C
. H

-N
SBL21(DE3) BL21(DE3)Δhns

1         2        3         4        1       2       3 4 C
. S

tp
ABL21(DE3) BL21(DE3)Δhns

A B

H-NS

Dímer
d’H-NS

72-
55-

43-

34-

26-

17-

10-

72-
55-

43-

34-

26-

17-

10-

STpA

 

 

A la immunodetecció amb anti-sèrum anti-H-NS de les fraccions eluïdes de la matriu de 

Ni2+-NTA agarosa de l’extracte BL21(DE3) pETHis-YmgB (Fig. 3.68A, esquerra), H-

NS es va detectar al primer rentat amb tampó A (20 mM imidazol) i a la primera elució 

amb tampó A’ (200 mM imidazol).  Al no aparèixer H-NS a l’últim rentat amb 20 mM 

imidazol i reaparèixer a la posterior elució amb 200 mM imidazol podem afirmar que 

una part de l’H-NS present a l’extracte cel·lular es trobava unida a His-YmgB. 

Pel que fa a l’extracte del mutant hns, a la immunodetecció amb anticossos anti-H-NS 

(Fig. 3.68A, dreta) apareixen algunes bandes que podrien correspondre a la proteïna 

StpA, la qual també és reconeguda per l’anticòs anti-H-NS de manera inespecífica. Per 

aquest motiu, quan fem la immunodetecció amb anticòs anti-StpA en el mutant hns 

(Fig. 3.68B, dreta) detectem la proteïna StpA tant en els rentats com en les elucions. 

Sabem que StpA està molt sobreexpressada en un mutant hns i això explicaria la 

presència d’aquesta proteïna en els rentats. A més, la banda corresponent a la primera 

elució és més intensa que la de l’últim rentat. Tot i que aquesta interacció es va repetir 

realitzant més rentats, a la immunodetecció continuava observant-se StpA en els rentats. 

Aquest fet podria explicar-se en el cas que la interacció YmgB-StpA fos molt dèbil i es 

desprengués proteïna StpA unida a YmgB durant els rentats.  

Els estudis d’expressió d’ymgB ens van indicar que aquest gen s’expressa més en fase 

estacionària que exponencial. Per aquest motiu, vam voler repetir l’experiment anterior 

Fig. 3.68. Immunodetecció amb anti-sèrum anti-H-NS (A) i anti-StpA (B) de fraccions eluïdes de la 

matriu de Ni2+-NTA agarosa dels extractes BL21(DE3) i BL21(DE3)Δhns amb His-YmgB 

sobreexpressat. Carrils 1 i 2) primer i últim rentat, carrils 3 i 4) primera i última elució amb imidazol 

200 mM. L’últim carril correspon al control d’H-NS purificat. 
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de co-purificació de His-YmgB en una matriu de Ni2+-NTA agarosa amb extractes de 

cultius de la soca BL21(DE3) pETHis-YmgB on s’induïa l’expressió d’aquesta proteïna 

amb IPTG en fase exponencial i en fase estacionària (Fig. 3.69A i B 

respectivament).
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 No es van veure diferències entre les induccions a diferents fases de creixement (Fig. 

3.69A i B). H-NS es va detectar tant en els rentats amb tampó A (20 mM imidazol) com 

en les fraccions eluïdes amb tampó A’ (200 mM imidazol). En les fraccions eluïdes amb 

200 mM imidazol es detecta sobretot el que correspondria al dímer d’H-NS. 

Aquests estudis recolzen la hipòtesi que la proteïna YmgB pot interaccionar amb H-NS. 

3.4.5. Sobreexpressió de la proteïna YmgB: nous gens regulats 

L’estudi dels mutants ymgB de la soca MG1655 ens va permetre corroborar el fenotip ja 

descrit d’aquests mutants (Lee et al., 2007b), però no ens va permetre identificar nous 

fenotips. Una estratègia alternativa per estudiar la funció d’una proteïna, a part de 

l’estudi amb mutants, és a través de la sobreexpressió de la mateixa. Per aquesta raó, 

vam decidir estudiar l’efecte de la sobreexpressió d’ymgB sobre el proteïnograma de la 

soca MG1655. El vector d’expressió utilitzat fou cedit per Tschowri et al. (2009). Es 

tracta del vector pCAB18 induïble per IPTG amb ymgB clonat, el qual anomenem 

pYmgB. El mapa del plasmidi pCAB18 es mostra a la Fig. 3.70. 

Fig. 3.69. Immunodetecció amb anti-sèrum anti-H-NS de fraccions eluïdes de la matriu Ni2+-NTA 

agarosa de dos extractes BL21(DE3) pETHis-YmgB induïts amb IPTG durant la fase exponencial (A) 

o estacionària (B). Carrils 1) restes sense unir, carrils 2, 3 i 4) rentats  amb tampó A (20 mM imidazol) 

i carrils 5, 6 i 7) elucions amb tampó A’ (200 mM imidazol).  
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3.4.5.1. Efecte de la sobreexpressió d’ymgB sobre el creixement 

El primer efecte que vam observar al transformar el vector pYmgB a la soca salvatge i 

al mutant simple ymgB, va ser una disminució en la taxa de creixement quan s’induïa 

l’expressió d’ymgB plasmídic amb 0,5 mM IPTG (Fig. 3.71). 
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Aquest mateix efecte es va observar a continuació per la resta de mutants hha 

(MG1655H), ydgT hha (MG1655YH) i ydgT ymgB hha (MG1655YMH) (Fig. 3.72). 

Fig. 3.71. Corbes de creixement a 37ºC en LB sense IPTG (A) i amb  0,5 mM IPTG (B) de les soques 

salvatge i mutant ymgB portadores dels plasmidis pCAB18 i pYmgB. 

Fig. 3.70. Mapa del plasmidi de baix número de còpies pCAB18. De les dianes ScaI (916) a NruI 

(2863) correspon al vector pACYC177 (origen) i de NruI a ScaI al pRH800 (lacIq i promotor taq). 
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Aquest efecte tòxic degut a la sobreexpressió d’ymgB, s’havia observat també 

anteriorment per la sobreexpressió d’hha (García-Contreras et al., 2008). 

3.4.5.2. Efecte de la sobreexpressió d’ymgB sobre el patró proteic 

Tenint en compte que els estudis d’interacció proteïna-proteïna referits en l’apartat 

anterior suggereixen una possible interacció entre YmgB i H-NS, vam decidir estudiar 

també l’efecte de la sobreexpressió d’YmgB en una soca salvatge i en un mutant hns.  

Per tal d’estudiar l’efecte de la sobreexpressió d’ymgB sobre el patró proteic es van 

realitzar fraccionaments cel·lulars (Materials i mètodes 2.8.1.3) de cultius en medi LB 

induïts amb IPTG de les soques MG1655 i MG1655hns portadores dels plasmidis 

pCAB18 i pYmgB a una DO600 de 0,2. Les fraccions corresponents a citoplasma (cit), 

periplasma (P), membrana interna (IM) i membrana externa (OM) es van quantificar pel 

mètode de Bradford i la mateixa quantitat de proteïna es va analitzar mitjançant 

electroforesi SDS-PAGE en gels 10% acrilamida (Fig. 3.73). 

Fig. 3.72. Corbes de creixement a 37ºC en LB sense IPTG (A) i amb 0,5 mM IPTG (B) de les soques 

salvatge i mutants hha, hha ydgT i hha ydgT ymgB portadores dels plasmidis pCAB18 i pYmgB. 
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Les bandes que mostraven una expressió diferencial entre les soques estudiades es van 

retallar i es van portar a identificar per MALDI-ToF (Plataforma de Proteòmica del Parc 

Científic de Barcelona). A les Taules 3.7 i 3.8 s’especifica, per a cada banda, la proteïna 

identificada en la soca salvatge MG1655 i en el mutant hns respectivament, i l’efecte 

que provoca la sobreexpressió d’ymgB sobre els nivells de cadascuna. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3.73. Anàlisi electroforètica de les fraccions corresponents a: A. citoplasma (cit) i periplasma (P) 

i B. membrana interna (IM) i membrana externa (OM). En ambdós gels els carrils 1 i 2 corresponen a 

la soca MG1655 portadora de pCAB18 i pYmgB respectivament. Els carrils 3 i 4 corresponen a la 

soca MG1655hns portadora de pCAB18 i pYmgB respectivament. M correspon al marcador de pesos 

moleculars indicats en kDa. Les fletxes indiquen les bandes expressades diferencialment a les soques 

analitzades. 
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Número 
de banda 

Efecte de la sobreexpressió d’ymgB a la soca salvatge 
MG1655 Identificació 

1 Reprimida per YmgB (apareix amb més intensitat en la soca 
MG1655 pCAB18) 

Outer membrane 
protein C (OmpC) 

2 
Reprimida per YmgB (apareix amb més intensitat en la soca 
MG1655 pCAB18) 

50s ribosomal 
protein L2 

3 
Induïda per YmgB (apareix només en la soca MG1655 
pYmgB) Periplasmic protein 

4 Reprimida per YmgB (apareix amb més intensitat en la soca 
MG1655 pCAB18) 

50s ribosomal 
protein L2 

5 
Reprimida per YmgB (apareix amb més intensitat en la soca 
MG1655 pCAB18) 

Outer membrane 
protein A (OmpA) 

6 Reprimida per YmgB (apareix amb més intensitat en la soca 
MG1655 pCAB18) 

Outer membrane 
protein C (OmpC) 

 

Número 
de banda Efecte de la sobreexpressió d’ymgB a la soca MG1655hns Identificació 

7 Induïda per YmgB (apareix amb més intensitat en la soca 
MG1655hns pYmgB) 

Lysine 
decarboxylase 1 

8 Induïda per YmgB (apareix amb més intensitat en la soca 
MG1655hns pYmgB) 

Glutamate 
decarboxylase 
isozyme 

 

Les bandes retallades número 1 i 6, així com la 2 i la 4, es van identificar com les 

mateixes proteïnes (lisina descarboxilasa i proteïna ribosomal L2, respectivament), 

probablement degut a contaminacions entre els compartiments cel·lulars. 

Els efectes de la sobreexpressió d’ymgB observats en la soca salvatge MG1655 també 

s’observen en el mutant hns (Fig. 3.73). L’efecte més comú de la sobreexpressió 

d’ymgB és la repressió de certes proteïnes (Taula 3.7) entre les quals ressaltarem les 

proteïnes de membrana externa OmpA i OmpC i la proteïna ribosomal L2. Pel que fa a 

les proteïnes de membrana externa, YmgB reprimeix ompA. Aquest mateix efecte ha 

estat descrit també per la proteïna Hha (Balsalobre et al., 1999; Paytubi, 2004).  

Taula 3.8. Proteïnes expressades diferencialment en la sobreexpressió d’ymgB en el mutant 

MG1655hns. 

Taula 3.7. Proteïnes expressades diferencialment en la sobreexpressió d’ymgB a la soca salvatge 

MG1655. 
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També és destacable el fet que la proteïna ribosomal L2, que es troba reprimida quan 

sobreexpressem ymgB, és una proteïna relacionada amb la traducció. La proteïna 

ribosomal L2 està codificada pel gen rplB el qual s’ha descrit recentment com un 

modulador de la transcripció que interacciona amb l’ARN polimerasa, a més de jugar un 

paper en l’assemblatge del ribosoma (Rippa et al., 2010). A fi i efecte de trobar una 

relació entre YmgB i la proteïna ribosomal L2, es van dur a terme experiments de PCR 

a temps real per conèixer l’expressió del gen rplB en condicions en què YmgB estava 

sobreexpressat (veure apartat Resultats 3.4.5.3). 

Per últim, la sobreexpressió d’ymgB en un mutant hns provoca la inducció de dues 

proteïnes relacionades amb la resistència a l’àcid: la glutamat descarboxilasa i la lisina 

descarboxilasa. La primera (codificada per gadA) ja havia estat descrita anteriorment 

com a una proteïna implicada en la resistència a l’àcid que està reprimida en un mutant 

ymgB (Lee et al., 2007b). En canvi, la lisina descarboxilasa, tot i que també està 

implicada en la resistència a l’àcid, no s’havia relacionat mai directament amb YmgB.  

3.4.5.3. Efecte de la sobreexpressió d’ymgB sobre l’expressió d’rplB: 
estudi per PCR a temps real  

Els experiments de PCR a temps real per conèixer l’expressió del gen rplB es van dur a 

terme en la soca que sobreexpressava ymgB (MG1655 pYmgB).  

Es van dissenyar els oligonucleòtids i la sonda TaqMan® corresponents al gen rplB 

(Fig. 3.74). Com a gen de referència es va utilitzar l’ARN ribosòmic 16s. Els 

oligonucleòtids i la sonda TaqMan® per aquest gen de referència es detallen a la 

mateixa figura. 

     

 

Fig. 3.74. Oligonucleòtids i sondes TaqMan® utilitzats per a l’amplificació del gen rplB i del gen de 

referència 16s. 

Sonda 16s: 

5’-CCCGGGCCTTGTAC-3’ 

Oligonucleòtid FW-16s: 

5’-AGAATGCCACGGTGAATACGT-3’ 

Oligonucleòtid 16s-RV: 

5’-GGTGTGACGGGCGGTG-3’ 

Sonda RPLB: 

5’-TGAACGTCTTGAGTACGATCCGAACCG-3’ 

Oligonucleòtid FW-RPLB: 

5’- AAGACGGTATCCCGGCAGT-3’ 

Oligonucleòtid RPLB-RV: 

5’-CGCGATGTTCGCGGA-3’ 
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Es va aïllar l’ARN de cultius de les soques MG1655 pCAB18 i MG1655 pYmgB a 

37ºC (DO600= 0,6)  (veure Materials i mètodes 2.7.1).  

Els resultats d’expressió relativa obtinguts es van analitzar per tal de comparar 

l’expressió del gen rplB a les soques portadores dels plasmidis pYmgB i pCAB18 

respecte a la soca salvatge (Fig. 3.75). 
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Quan sobreexpressem ymgB (MG1655 pYmgB), el gen rplB es troba reprimit unes 12 

vegades respecte a la soca MG1655 pCAB18 (Fig. 3.75). Aquest resultat és coherent 

amb les dades obtingudes de la sobreexpressió d’ymgB en el patró proteic sobre la 

proteïna ribosomal L2 (Fig. 3.73).  

3.4.6. Sobreexpressió de la proteïna YmgB: efecte sobre H-NS i Hha i 
gens regulats per aquestes proteïnes 

Les proteïnes associades al nucleoide de la famílies H-NS i Hha mostren una regulació 

creuada de la seva expressió (Madrid et al., 2007a). Per trobar noves evidències 

experimentals a nivell de regulació que permetessin relacionar YmgB amb els membres 

d’aquestes famílies, es va estudiar l’expressió d’hns i d’hha i de gens regulats per 

aquests en soques que sobreexpressaven ymgB.  

Fig. 3.75. Resultats d’expressió relativa obtinguts per PCR a temps real del gen rplB per les soques 

MG1655 pYmgB i pCAB18 en funció de l’expressió a la soca salvatge MG1655. 
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3.4.6.1. Efecte de la sobreexpressió de la proteïna YmgB sobre 
l’expressió de les proteïnes H-NS i Hha 

Els plasmidis pCAB18 i pYmgB es van transformar a la soca salvatge MG1655 i es van 

obtenir extractes totals de proteïnes (Materials i mètodes 2.8.1.1) a partir de cultius 

crescuts en medi LB amb 0,5 mM IPTG. Com a control es va transformar també la soca 

MG1655 amb els vectors pBR322 i pUBM22 (pBR322 amb hha clonat (Nieto et al., 

2000)), aquest darrer extracte simplement per confirmar la localització de la proteïna 

Hha en un extracte cel·lular. 

Els extractes proteics totals obtinguts es van quantificar pel mètode de Bradford 

(Materials i mètodes 2.8.2) i es va dur a terme l’anàlisi electroforètica en gels SDS-

PAGE al 15% d’acrilamida carregant 10 µg de proteïna de cada mostra. La tinció amb 

Coomassie va permetre detectar un patró proteic alterat per l’extracte de la soca 

MG1655 pYmgB (Fig. 3.76) com ja s’havia observat anteriorment (Fig. 3.73 i Taula 

3.7) . 
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A continuació, es va fer la transferència de les proteïnes a dues membranes de 

nitrocel·lulosa amb les quals es va dur a terme la immunodetecció amb antisèrum anti-

Hha i anti-H-NS (Fig. 3.77A i B respectivament). 

Fig. 3.76. Anàlisi electroforètica i tinció amb Coomassie dels extractes proteics totals de: 1) MG1655 

pBR322, 2) MG1655 pUBM22, 3) MG1655 pCAB18 i 4) MG1655 pymgB. M correspon al marcador 

de pesos moleculars indicats en kDa. En tots els carrils es van carregar 10 µg de proteïna. 
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Tal i com s’esperava, al sobreexpressar hha (MG1655 pUBM22) obtenim més quantitat 

d’aquesta proteïna de 8,6 kDa i del corresponent dímer (Fig. 3.77A, carril 2). En canvi, 

al sobreexpressar ymgB l’expressió d’hha queda reprimida (Fig. 3.77A, carril 4). Per tal 

de trencar els dímers observats en els carrils 1, 2 i 3 es va fer un tractament amb DTT 1 

M, però no es va aconseguir obtenir monòmers. 

 Pel que fa a la immunodetecció amb antisèrum anti-H-NS (Fig. 3.77B), els anticossos 

van reconèixer quatre bandes diferents. D’aquestes, dues corresponen al monòmer d’H-

NS (15,5 kDa) i possiblement a formes resultants de la degradació parcial d’H-NS. La 

sobreexpressió d’ymgB resulta en la desaparició de la proteïna H-NS nadiua detectant-se 

exclusivament una hipotètica H-NS truncada (Fig.3.77B, carril 4).  

Aquests resultats suggereixen una regulació creuada entre YmgB i les proteïnes 

associades al nucleoide H-NS i Hha. 

3.4.6.2. Efecte de la sobreexpressió d’ymgB sobre l’expressió de gens 
regulats per H-NS: bgl, proU i hly 

Tant els resultats d’interacció proteïna-proteïna com l’efecte de la sobreexpressió 

d’ymgB sobre els gens hha i hns, suggereixen una relació funcional entre YmgB i H-

NS/Hha. A fi i efecte d’aportar noves evidències experimentals sobre aquesta relació, 

vam decidir estudiar si la sobreexpressió d’ymgB afecta a gens regulats per H-NS/Hha. 

Es van escollir tant gens regulats exclusivament per H-NS (proU i bgl) com gens 

regulats pel complex  H-NS/Hha (hly). 

Fig. 3.77. Immunodetecció amb anti-sèrum anti-Hha (A) i anti-H-NS (B) dels extractes totals de: 1) 

MG1655 pBR322, 2) MG1655 pUBM22, 3) MG1655 pCAB18, 4) MG1655 pymgB, 5) control H-NS 

i 6) control Hha. En tots els carrils es van carregar 10 µg de proteïna. *La banda que apareix amb un 

PM inferior a H-NS correspon a formes de degradació o truncades d’aquesta proteïna.  
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3.4.6.2.1.  Efecte de la sobreexpressió d’ymgB en l’expressió de proU 

L’operó proU d’E. coli representa un exemple prototip de locus regulat per H-NS 

(Williams et al., 1996; Ueguchi et al., 1996; Ueguchi et al., 1997). L’operó proU 

codifica per un sistema de transport d’elevada afinitat de glicina-betaïna. La glicina-

betaïna és un osmoprotector que s’acumula en condicions d’estrès osmòtic en E.coli i 

S.Typhimurium per contrarestar l’osmolaritat externa i per restaurar la turgència. 

L’expressió de proU està regulada molt finament per l’osmolaritat del medi, així doncs, 

a baixa osmolaritat no es dóna pràcticament expressió i en canvi a elevada osmolaritat 

(500 mM) l’expressió d’aquest augmenta fins a 100 vegades (Lucht et al., 1994). 

Mutacions en el gen hns permeten la desrepressió del gen proU a baixa osmolaritat 

(Higgins et al., 1988). Aquest fet és degut a que a baixa osmolaritat, H-NS funciona 

com a repressor transcripcional de proU (Ueguchi and Mizuno, 1993).  

Per tal d’estudiar l’efecte de la sobreexpressió d’ymgB sobre l’operó proU d’E. coli, es 

va construir una soca portadora d’una fusió cromosòmica proU::lacZ. ’Es va obtenir un 

lisat P1vir ’sobre la soca d’E. coli GM37 i es va transduir la fusió cromosòmica 

proU::lacZ a la soca AAG1 (MG1655∆lacZ). A continuació, es va valorar l’activitat β-

galactosidasa (Materials i mètodes 2.9.1) d’aquesta soca amb els plasmidis pCAB18 o 

pYmgB en presència o no d’IPTG a 37ºC a diferents fases de creixement (Fig. 3.78). La 

soca mutant hns es va utilitzar com a control de l’assaig. Aquest mutant també va ser 

transformat amb pCAB18 i pYmgB, però no va ser possible avaluar la seva activitat  β-

galactosidasa degut a la pèrdua dels plasmidis a estadis primerencs del creixement quan 

afegíem IPTG al medi per tal d’induir l’expressió d’ymgB. 
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La sobreexpressió d’ymgB a 37ºC provoca una disminució de l’expressió de proU a la 

soca salvatge AAG1.  Tal i com s’esperava, en el mutant hns l’expressió de proU es veu 

molt augmentada.  

Sabent que ymgB s’expressa més a baixa temperatura, es va dur a terme l’assaig de β-

galactosidasa anterior utilitzant cultius crescuts a 20ºC (Fig. 3.79).  

Fig. 3.78. Activitat β-galactosidasa de les soques indicades portadores de la fusió cromosòmica 

proU::lacZ crescudes a 37ºC a diferents estadis de creixement: DO600=0,5 (A) i DO600=1,0 (B). 
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A 20ºC, la sobreexpressió d’ymgB també provoca una disminució de l’expressió de 

proU.  

A continuació, es va dur a terme aquest mateix assaig de β-galactosidasa amb el mutant 

ymgB tant a 20ºC com a 37ºC i es van comparar els nivells d’expressió amb els de la 

soca salvatge (Fig. 3.80). A cap d’aquestes dues temperatures es va observar una 

expressió de proU diferent a la de la soca salvatge. 

Per tant, podem dir que YmgB és una proteïna que quan se sobreexpressa pot reprimir 

l’expressió de proU tant a una temperatura de 37ºC com de 20ºC. 

Fig. 3.79. Activitat β-galactosidasa de les soques indicades portadores de la fusió cromosòmica 

proU::lacZ crescudes a 20ºC a diferents estadis de creixement: DO600=0,5 (A) i DO600=1,0 (B). 
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3.4.6.2.2. Efecte de la sobreexpressió d’ymgB en l’expressió de bgl 

L’operó bgl d’E. coli codifica per proteïnes que duen a terme les funcions 

d’internalització i utilització dels β-glucòsids aromàtics arbutina i salicina.  

La proteïna H-NS és essencial pel silenciament de l’operó bgl (Defez i De Felice, 1981; 

Higgins et al., 1988). H-NS reprimeix el promotor de l’operó bgl, que és dependent de 

CRP, unint-se a una zona rica en AT (silenciador) localitzada just abans del lloc d’unió 

de la proteïna CRP (Schnetz, 1995; Schnetz i Wang, 1996; Mukerji i Mahadevan, 

1997).  

Tot i això, a part d’H-NS s’ha determinat que hi ha altres proteïnes que intervenen en el 

silenciament de l’operó bgl, com són les proteïnes FIS, RpoS, StpA, Hfq, LeuO i BglJ 

(Tsui et al., 1994; Giel et al., 1996; Free et al., 1998; Ueguchi et al., 1998; Ohta et al., 

1999). Per altra banda, existeixen dues evidències que ens van fer pensar en una 

possible implicació d’YmgB en la regulació de l’operó bgl: (i) s’ha detectat la interacció 

d’YmgB amb el promotor de CRP en microarrays d’ADN enriquit amb níquel (Lee et 

al., 2007b) i (ii) s’ha determinat que l’expressió de l’operó bgl es veu alterada en funció 

de la fase de creixement (inducció de 4 vegades en fase estacionària respecte a 

exponencial) (Madan et al., 2008). Com ja s’ha indicat anteriorment, YmgB es tracta 

d’una proteïna que s’expressa més en fase estacionària i baixa temperatura. 

Fig. 3.80. Activitat β-galactosidasa de les soques salvatge i mutant ymgB portadores de la fusió 

cromosòmica proU::lacZ crescudes a 37ºC i a 20ºC a diferents estadis de creixement: DO600= 0,5 (A) i 

DO600= 1,0 (B). 
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Per mesurar l’expressió de bgl, es va construir un plasmidi que contenia una fusió 

transcripcional bgl::lacZ, el qual es va co-transformar conjuntament amb pCAB18 o 

pYmgB a la soca AAG1 (MG1655 ∆lacZ). 

Per la construcció del plasmidi amb la fusió bgl::lacZ es va utilitzar el vector pLG339-

30 (resistent a km). La part corresponent a la fusió bgl::lacZ es va obtenir per restricció 

amb els enzims BamHI i SalI del plasmidi pLGbgl::lacZ (Forns, 2006). A continuació, 

es va dur a terme la lligació del fragment BamHI-SalI que contenia la fusió bgl::lacZ 

amb el vector pLG339-30 prèviament tallat amb els mateixos enzims. El nou vector 

obtingut es va anomenar pLG339bgl::lacZ. 

Després de co-transformar els vectors pLG339bgl::lacZ (kmR) i pYmgB o pCAB18 

(ApR) a la soca salvatge AAG1, es va determinar l’expressió de bgl mitjançant l’assaig 

de β-galactosidasa de cultius crescuts  fins a DO600=1 a diferents temperatures (20 i 

37ºC) i en presència o no de 0,1 mM IPTG (Fig. 3.81).  
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Fig. 3.81. Activitat β-galactosidasa de les soques indicades portadores del plasmidi pLG339bgl::lacZ 

crescudes a diferent temperatura: 37ºC (A) i 20ºC (B). 



RESULTATS 

 

172 

 

L’efecte de la sobreexpressió d’ymgB s’observa quan induïm amb 0,1 mM IPTG. 

Aquest efecte consisteix en la disminució de l’expressió de bgl tant a 37ºC com a 20ºC. 

Per tant, la proteïna YmgB està implicada en el silenciament de bgl de manera 

independent de la temperatura. 

3.4.6.2.3. Efecte de la sobreexpressió d’ymgB en l’expressió de la 
toxina α-hemolisina 

El conjunt de proteïnes tipus Hha poden unir-se al domini d’oligomerització d’H-NS i 

formar complexes amb aquest per tal de reprimir l’expressió de la toxina α-hemolisina 

(Madrid et al., 2007a). Per tant, l’operó hly representa un altre possible punt de 

regulació per YmgB, en aquest cas comú per H-NS i per Hha/YdgT.  

De la mateixa manera que en els dos apartats anteriors, vam voler determinar mitjançant 

l’assaig de β-galactosidasa l’expressió de l’α-hemolisina en soques que 

sobreexpressaven ymgB. Per això, es va utilitzar el plasmidi pHly152::lacZ que 

consisteix en el plasmidi hemolític pHly152 amb una fusió lacZ amb el gen hlyA, gen 

de l’operó hemolític que codifica per la toxina. 

El plasmidi pHly152::lacZ (kmR) es va co-transformar juntament amb els plasmidis 

pCAB18 i pYmgB (ApR) a la soca AAG1 (MG1655∆lacZ) i als derivats mutants hha 

(AAG1H), ydgT (AAG1Y) i hha ydgT (AAG1HY). Aquestes tres soques mutants es 

van construir per transducció de la soca AAG1 utilitzant lisats P1vir obtinguts dels 

corresponents mutants hha i ydgT de la soca MG1655 (Materials i mètodes 2.4.3). 

A la Fig. 3.82 es detallen els resultats d’expressió d’hlyA obtinguts a l’assaig de β-

galactosidasa de la soca salvatge AAG1 i del mutant hha (AAG1H) portadors dels 

plasmidis pCAB18 o pYmgB en presència o no d’IPTG a 37ºC. Es va agafar mostra tant 

de cultius a DO600=0,8 (pic d’expressió de l’α-hemolisina) (A) com a les 24h de 

creixement (B).  
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Tal i com està descrit, la mutació hha provoca la desregulació de l’expressió de l’α-

hemolisina respecte a la soca salvatge (Fig. 3.82, columna gris respecte columna negra 

en A i B) (Godessart et al., 1988). Quan se sobreexpressa ymgB afegint 0,1 mM IPTG al 

cultiu de la soca AAG1 pYmgB es produeix una disminució de l’expressió d’hlyA tant a 

la soca salvatge com al mutant hha (Fig. 3.82). Aquest efecte és més acusat a la DO600 

on es produeix el pic d’expressió de l’α-hemolisina (DO600=0,8) que en fase 

estacionària. 

A continuació, es van co-transformar els plasmidis al mutant ydgT (AAG1Y) i es va 

valorar l’activitat β-galactosidasa. A la Fig. 3.83 es mostren els resultats obtinguts. 

Fig. 3.82. Activitat β-galactosidasa de les soques indicades portadores del plasmidi pHly152::lacZ 

crescudes a 37ºC a diferents estadis de creixement: DO600= 0,8 (A) i cultius de 24 hores (B). 



RESULTATS 

 

174 

 

120 122 123
117

38

133 130

144

125

41

0,00

50,00

100,00

150,00

200,00

LB 37ºC D0600 0,8

AAG1

AAG1 pCAB18

AAG1 pymgB

AAG1 pCAB18 0,1 mM

AAG1 pymgB 0,1 mM

AAG1Y

AAG1Y pCAB18

AAG1Y pymgB

AAG1Y pCAB18 0,1 mM

AAG1Y pymgB 0,1mM

59
64

58 60

44

66 66

82

66
56

0,00

50,00

100,00

150,00

200,00

LB 37ºC 24 h

AAG1

AAG1 pCAB18

AAG1 pymgB

AAG1 pCAB18 0,1 mM

AAG1 pymgB 0,1 mM

AAG1Y

AAG1Y pCAB18

AAG1Y pymgB

AAG1Y pCAB18 0,1 mM

AAG1Y pymgB 0,1mM

A

B

U.
 M

IL
LE

R
U.

 M
IL

LE
R

 

 

En el cas del mutant ydgT, igual que en el mutant hha, veiem l’efecte produït per la 

sobreexpressió d’ymgB quan afegim IPTG 0,1 mM. Aquest efecte consisteix en una 

disminució de l’expressió del gen hlyA.  

Per últim, es va dur a terme el mateix experiment amb el doble mutant hha ydgT 

(AAG1HY). Els valors d’expressió d’hlyA obtinguts per les soca AAG1HY co-

transformada amb els vectors pHly152::lacZ i pCAB18 o pYmgB amb/sense 0,1 mM 

IPTG es detallen a la Fig. 3.84. 

Fig. 3.83. Activitat β-galactosidasa de les soques indicades portadores del plasmidi pHly152::lacZ 

crescudes a 37ºC a diferents estadis de creixement: DO600=0,8 (A) i cultius de 24 hores (B). 
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Sorprenentment, la sobreexpressió d’ymgB en el doble mutant hha ydgT no provoca 

canvis en l’expressió d’hlyA (Fig. 3.84). Això ens indica que perquè YmgB pugui 

reprimir l’expressió d’hlyA requereix o bé la presència d’Hha o bé d’YdgT. Per això, 

quan manquen aquestes dues proteïnes ja no s’observa la disminució en l’expressió 

d’hlyA que mostraven els mutants senzills hha i ydgT. Per tant, ens trobem davant d’un 

sistema de regulació de l’expressió de la toxina α-hemolisina en la qual es troben 

implicades les proteïnes associades al nucleoide  Hha/YdgT i la proteïna YmgB. 

 

 

Fig. 3.84. Activitat β-galactosidasa de les soques indicades portadores del plasmidi pHly152::lacZ 

crescudes a 37ºC a diferents estadis de creixement: DO600=0,8 (A) i cultius de 24 hores (B). 
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3.4.7. Interacció entre les proteïnes YmgB i Hha/YdgT 

Els resultats anteriors, que indiquen una relació entre YmgB i les proteïnes Hha/YdgT, 

suggereixen una possible interacció entre YmgB i Hha i/o YdgT. 

Degut a la similitud pel que fa al pes molecular d’Hha/YdgT i la proteïna YmgB, 

l’estudi de la interacció entre aquestes proteïnes mitjançant la barreja d’extractes 

sobreexpressats i posterior co-purificació en una resina de Ni2+-NTA agarosa, requeria 

l’obtenció d’anticossos específics anti-YmgB que permetessin detectar aquesta proteïna 

a les elucions. 

Com a alternativa, J. García del grup col·laborador de RMN Biomolecular de l’Institut 

de Recerca Biomèdica de Barcelona (IRB) va realitzar un estudi d’interacció per 

ressonància magnètica nuclear (RMN). En aquests estudis d’RMN es va marcar amb 
15N la proteïna YmgB i es van adquirir els espectres que es mostren a la Fig. 3.85: (A) 

de la proteïna YmgB sola, (B) en presència d’un equivalent d’HNS i (C) d’un 

equivalent d’HNS + 0,8 equivalents d’Hha. Els espectres en els tres casos són 

indistingibles, el que significa que en aquestes condicions no es detecta interacció. 

A B C

 

 

Els estudis d’interacció d’YmgB amb la proteïna YdgT són objecte d’estudi en aquests 

moments en el grup de recerca. 

 

 

Fig. 3.85. Especte 1H–15N HSQC realitzat a pH=7,2 d’YmgB marcat amb 15N (55uM) abans (negre) 

(A) i després de l’addició d’un equivalent d’H-NS (vermell) (B) i d’un equivalent d’H-NS+0,8 

equivalents d’Hha (blau) (C).   
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4. Discussió 
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4.1. Els paràlegs de les proteïnes associades al nucleoide H-
NS i Hha tenen funcions reguladores diferents a H-NS i Hha  

Pocs anys després de la caracterització de la proteïna H-NS es va identificar la proteïna 

StpA (Zhang i Belfort, 1992). Tal i com s’ha referit a la introducció, StpA mostra un 

58% de similitud amb H-NS a nivell de la seqüència d’aminoàcids. Degut a aquesta 

similitud, StpA va ser identificada inicialment com un supressor multicòpia que podia 

substituir a H-NS en cèl·lules mutants per aquest gen (Shi i Bennett, 1994). Durant 

alguns anys, aquesta va esdevenir la funció generalment acceptada de la proteïna StpA.  

Tot i això, diferents evidències experimentals han posat de manifest que el paràleg d’H-

NS té funcions diferents i, amb tota probabilitat, específiques. 

Si bé tant H-NS com StpA tenen autoregulació negativa i totes dues proteïnes poden 

reprimir el promotor de l’altre (Zhang et al., 1996; Sonden i Uhlin, 1996), la regulació 

de l’expressió d’StpA té característiques diferents a les d’H-NS. Mentre que aquesta 

darrera sembla expressar-se de forma constitutiva al llarg del cicle de creixement (Ali 

Azam et al., 1999), l’expressió d’StpA s’indueix en condicions d’alta osmolaritat i alta 

temperatura (Free i Dorman, 1997; Muller et al., 2010). És a dir que, tot i que a E. coli 

creixent en medi LB i a 37ºC sembla evident que l’impacte de la regulació d’StpA és 

menor que el de la regulació d’H-NS, tant pel que fa referència al reguló H-NS (Bertin 

et al., 1990) com al proteoma total (Muller et al., 2006), les dades referenciades 

anteriorment evidencien que, almenys en determinades condicions de creixement, les 

funcions d’StpA no poden ser cobertes per H-NS i que ambdues proteïnes presenten rols 

diferents. Així mateix, estudis desenvolupats a Salmonella van evidenciar que la 

proteïna StpA regula un important número de gens depenent de la fase de creixement: 

durant la fase exponencial mitja, StpA reprimeix l’expressió prematura del reguló σ38, i 

en la fase exponencial tardana StpA es requerida per l’adequada expressió del reguló 

CRP-cAMP (Lucchini et al., 2009).  

A més dels efectes reguladors, el tipus d’interacció de la proteïna StpA amb àcids 

nucleics és diferent al descrit per H-NS. StpA pot hidrolitzar ARN in vivo de manera 

més eficient que H-NS (Zhang et al., 1996). Això és probablement degut a la capacitat 

d’StpA per facilitar l’alineament, el desplaçament i el plegament de l’ARN (Zhang et 

al., 1996; Cusick i Belfort, 1998; Mayer et al., 2007). Respecte a l’ADN, totes dues 

proteïnes poden formar un filament rígid al llarg de l’ADN (Liu et al., 2010). Tot i això, 
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les estructures que formen són diferents. La integritat del filament format per StpA és 

insensible a la força iònica (50-300 mM), mentre que el filament format per H-NS és 

sensible a 200 mM KCl a 37ºC (Lim et al., 2011). Aquestes dades obtingudes in vitro 

podrien tenir significat biològic in vivo. A més, estudis recents suggereixen que StpA i 

H-NS es localitzen de forma diferent en les cèl·lules bacterianes (Wang et al., 2011).  

Cal també fer esment a estudis recents (Muller et al., 2010) a E. coli, on es posa de 

manifest que els tres paràlegs que coexisteixen (H-NS, StpA i la proteïna Hfp, de 

transferència horitzontal) complementen les seves funcions depenent de les condicions 

ambientals. Per tant, cal pensar que la presència de paràlegs de proteïnes bacterianes 

associades al nucleoide té significats més enllà de simplement cobrir mútuament la 

possible pèrdua de l’altra. 

Quan al nostre grup de recerca es va identificar el paràleg d’Hha, la proteïna YdgT, es 

va interpretar la seva presència de forma similar a la d’StpA: reemplaçar a Hha en 

situacions de pèrdua d’aquesta.  De la mateixa manera que amb StpA, un mutant YdgT 

d’E. coli semblava no tenir fenotip (Paytubi et al., 2004). De fet, pensant en evitar que 

l’expressió d’YdgT pogués afectar al fenotip de mutants hha, es va utilitzar un doble 

mutant hha ydgT per analitzar el paper d’Hha com a modulador global de l’expressió 

gènica a Salmonella (Vivero et al., 2008). De forma també similar a StpA, estudis duts a 

terme per diversos grups de recerca van suggerir que YdgT pot tenir funcions 

especifiques. Així doncs, YdgT es va caracteritzar com un regulador de l’expressió de 

l’illa de patogenicitat 2 (SPI-2) de Salmonella, afectant una mutació ydgT a la virulència 

(Coombes et al., 2005). Posteriorment, altres estudis van evidenciar que tant Hha com 

YdgT participen en la regulació de l’SPI-2 (Silphaduang et al., 2007).  

Els estudis transcriptòmics globals duts a terme en aquest treball reforcen la hipòtesi 

que la proteïna YdgT, a més de poder substituir a la proteïna Hha en algunes funcions, 

té funcions especifiques: els efectes sobre els patrons transcriptòmics globals a E. coli 

de mutants independents hha i ydgT són clarament diferents. Tal i com ja s’havia 

reportat, Hha té un paper predominantment repressor de l’expressió gènica (Vivero et 

al., 2008). Aquestes dades són consistents amb la interacció descrita d’Hha amb H-NS, 

proteïna que presenta una predominant funció de repressor transcripcional. En canvi, de 

forma diferent a Hha, YdgT presenta un paper majoritàriament inductor de l’expressió 

gènica. 
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4.2. Actuant sobre la terminació prematura de la transcripció: 
mecanisme d’acció de la proteïna YdgT i evidències de la 
funció “moonlighting” de la subunitat θ de la ADN polimerasa 
III  

Encara que cronològicament va ser a l’inici d’aquest treball quan es van obtenir les 

dades transcriptòmiques de mutants hha i ydgT, no ha estat fins a l’etapa final del 

mateix quan s’ha pogut disposar de resultats que suggereixen un mecanisme pel que la 

proteïna YdgT modula l’expressió gènica. Dos tipus d’estudis han estat claus per 

avançar en la comprensió del mecanisme d’acció d’aquesta proteïna. Un d’ells pertany a 

aquesta memòria, y correspon als estudis realitzats amb la proteïna HolE, originats per 

la nostra hipòtesi que la mateixa podria tenir alguna relació estructural i/o funcional 

amb Hha/YdgT. L’altre estudi, clau per interpretar les dades obtingudes amb YdgT i 

HolE, correspon al treball publicat per Saxena i Growishankar (Saxena i Gowrishankar, 

2011), en el que es suggereix un possible paper d’YdgT en processos de 

terminació/antiterminació de la transcripció. 

Pel que fa referència al gen holE, de fet, bona part dels estudis duts a terme en aquesta 

memòria amb la finalitat de bé obtenir un nou fenotip o bé associar HolE amb 

Hha/YdgT, van proporcionar resultats inicialment poc encoratjadors: els resultats 

d’interacció proteïna-proteïna no són concloents i el muntant holE obtingut no va 

evidenciar un fenotip clar, tampoc quan es va combinar amb els al·lels hha o ydgT. 

Tanmateix, els estudis d’expressió de holE en diferents condicions de creixement van 

evidenciar que aquest gen a E. coli s’expressa a nivells força semblants tant a baixa com 

a alta temperatura. Curiosament, l’únic fenotip que no es va poder interpretar en el seu 

moment però que es discuteix més endavant, és la major sensibilitat al cloramfenicol 

dels mutants holE i ydgT holE, malgrat tots dos tenen “cassettes” de resistència a 

l’antibiòtic.  

L’anàlisi transcriptòmica d’un mutant holE va aportar indicis experimentals que 

associen les proteïnes YdgT i HolE, els quals recolzaven la hipòtesi d’una possible 

relació estructural entre YdgT i HolE suggerida pels estudis d’interacció proteïna-

proteïna duts a terme per J. García i M. Pons, ja referits en aquesta memòria. Però, amb 

la informació existent quan es van obtenir les dades transcriptòmiques, no resultava 

aparent el possible mecanisme pel qual les proteïnes YdgT i HolE podien influenciar 
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l’expressió d’un conjunt de gens que inclou gens flagel·lars, molts ARN petits i, el que 

en un primer moment no vam donar molta importància, moltes seqüències 

intergèniques. Pel que fa referència als ARN petits, una possible hipòtesi era a través de 

la proteïna Hfq, però la seva expressió no es trobava modificada en mutants holE o 

ydgT. En aquest punt, el treball de Saxena i Growishankar, publicat a mitjans de 2011, 

ha estat crític per continuar la recerca sobre la relació entre YdgT/HolE i el mecanisme 

a través del qual aquestes proteïnes regulen l’expressió gènica (Saxena i Gowrishankar, 

2011). En el seu treball associen la complementació del fenotip de recuperació de la 

polaritat transcripcional en mutants rho o nusG amb la sobreexpressió de la proteïna 

YdgT. Tal i com s’ha comentat ja en el corresponent apartat de resultats d’aquesta 

memòria, aquesta informació ha permès establir una correlació entre el patró de 

desregulació comú a mutants ydgT/holE amb el patró d’alteració de l’expressió gènica 

que s’obté inhibint el factor d’antiterminació Rho amb biciclomicina. Això clarament 

suggereix que les proteïnes YdgT i HolE  participen en processos de terminació 

prematura de la transcripció. A més, aquests resultats permeten per primera vegada 

atribuir una funció reguladora a la proteïna HolE. Futurs treballs han de confirmar 

aquestes dades i precisar si el paper d’aquestes proteïnes és reduir o potenciar la 

terminació prematura de la transcripció, i si aquest efecte de reducció/potenciació és 

variable segons el gen afectat. 

Específicament pel que fa referència a la proteïna HolE, el que aquesta proteïna tingui, 

addicionalment al seu paper en la maquinària de replicació de l’ADN, un paper 

modulador de la transcripció, és coherent amb diferents observacions. Per una part, un 

paràleg de HolE està codificat al fag P1 (gen hot) i aquest gen s’expressa tant al cicle 

lític com al cicle lisogènic (Chikova i Schaaper, 2007). Si la proteïna HolE s’expressés 

exclusivament per funcions de replicació, no tindria sentit la seva expressió quan el fag 

no es replica. Per altra banda, una cerca bioinformàtica feta durant l’any 2011 buscant 

homòlegs del gen holE evidencia que molts plasmidis conjugatius són portadors de 

paràlegs de holE (Fig. 4.1). Sembla difícil imaginar que gens de codificació plasmídica 

es transmetin per modificar la maquinària de replicació. En canvi, un paper modulador 

de l’expressió gènica d’aquestes proteïnes és coherent amb la hipòtesi plantejada 

recentment, i que indica que processos de terminació prematura de la transcripció poden 

afectar a la regulació de l’ADN transferit horitzontalment (Cardinale et al., 2008).  



DISCUSSIÓ 

 

183 

 

 pKF3-94

 pKPN4

 pKpQIL

 pKP048

 pKPN3

 pKPN5

 pc15-k

 pSW82

 pSLT-BT

 pTY474p1

 pOU1113

 pSTMDT12 L

 14028Splasmid

 pYT1

 pSLT

 holE

 P1mod1902IS5c1 100revdmt del M

 P1mod749IS5c1 100mutant

 P1gene10 doc and phd genes

 pRts1

 pEB102

99

99

19

65

72

70

96

68

64

65

0.1

Soques de Klebsiella
Soques de Salmonella
Bacteriòfag P1 Enterobacteria
Soques de Proteus
Soques d’Erwinia

 

 

Actualment, estem treballant amb la hipòtesi que aquestes proteïnes de la família HolE 

de codificació plasmídica tenen fonamentalment una funció reguladora de l’expressió 

gènica actuant al nivell de terminació prematura de la transcripció. Considerant aquest 

model, l’efecte del cloramfenicol afectant molt significativament la taxa de creixement 

d’un mutant ydgT holE pot interpretar-se considerant el mecanisme d’acció d’aquest 

antibiòtic, el qual afecta a la traducció. És ben conegut que molts mecanismes de 

terminació prematura de la transcripció depenen de que un ribosoma bloquejat provoqui 

la formació de terminadors en l’ARNm. Un exemple clàssic és l’expressió de l’operó 

del triptòfan. Per tant, en presència de cloramfenicol i sense l’acció de les proteïnes 

YdgT/HolE, poden produir-se en un doble mutant ydgT holE processos de terminació 

prematura de la transcripció en gens importants pel creixement. Aquesta hipòtesi és 

actualment subjecte d’estudi al grup de recerca. 

Fig. 4.1. Relació evolutiva dels paràlegs de la proteïna HolE codificats en plasmidis de diferents 

espècies de la família Enterobacteriaceae. L’anàlisi de l’evolució s’ha realitzat utilitzant el programa 

MEGA5.  
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4.3. La proteïna YmgB està relacionada amb proteïnes de la 
família Hha 

En el cas de la proteïna YmgB, existien estudis previs que ja havien posat de manifest la 

possible relació estructural i funcional entre YmgB i Hha (Lee et al., 2007b; Tschowri 

et al., 2009). Els estudis duts a terme en aquest treball confirmen les dades anteriors i 

estableixen noves relacions entre YmgB i altres proteïnes associades al nucleoide. Per 

una part, el mutant ymgB derivat de la soca MG1655 presenta un fenotip de resistència a 

l’àcid i de formació de biofilm semblant al descrit en la bibliografia per la soca E. coli 

K12 BW25113 ΔymgB (Lee et al., 2007b). Pel que fa a l’efecte sobre la taxa de 

creixement, la mutació ymgB, sola o en combinació amb hha i ydgT, no ha presentat 

nous fenotips en les condicions de creixement utilitzades, amb l’excepció de l’efecte 

sobre la taxa de creixement que té l’elevada osmolaritat quan es combinen les 

mutacions ymgB, hha i ydgT. En aquests moments no disposem d’informació que ens 

permeti interpretar aquest efecte. 

Els estudis d’interacció proteïna-proteïna suggereixen que YmgB pot interaccionar amb 

H-NS, i eventualment, amb StpA. Per confirmar aquestes dades in vitro, caldria 

identificar gens regulats conjuntament per H-NS i YmgB. Donat que YmgB s’indueix 

en condicions de baixa temperatura i fase estacionària, és possible que calgui determinar 

la hipotètica corregulació per H-NS i YmgB en cultius crescuts en condicions 

ambientals  d’estrès.  

Els resultats més interessants que aporta aquest treball en referència a la relació entre 

YmgB i altres proteïnes associades al nucleoide, s’han obtingut sobreexpressant YmgB. 

Tal i com es descriu a la bibliografia (White-Ziegler et al., 2008; Tschowri et al., 2009) 

i també s’ha corroborat en aquest treball, l’expressió d’ymgB s’indueix tant a baixa 

temperatura com a fase estacionària. És per tant raonable pensar que, en condicions de 

cultiu estàndard, es dir, creixement en medi ric, 37ºC i fase exponencial, els mutants 

ymgB no tinguin un fenotip evident. Per tant, la sobreexpressió d’YmgB és una 

alternativa per aprofundir en el coneixement d’aquesta proteïna. 

L’anàlisi de l’efecte de la sobreexpressió d’YmgB sobre el patró d’expressió de 

proteïnes ens ha permès, per una part, confirmar dades preexistents, com són la 

regulació de la glutamat descarboxilasa (Lee et al., 2007b) però, addicionalment, també 

hem pogut evidenciar la regulació de la lisina descarboxilasa, també associada a la 
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resistència a l’àcid, però no descrita fins ara com a regulada per YmgB. Una altra 

proteïna alterada per la sobreexpressió d’YmgB és la proteïna ribosomal L2. A més del 

seu paper en l’assemblatge del ribosoma, la proteïna L2 sembla jugar un paper en la 

traducció (Rippa et al., 2010). Per tant, la proteïna YmgB podria tenir efectes globals 

sobre l’expressió gènica a través de la proteïna L2. Pel que fa referència a la glutamat 

descarboxilasa i a la lisina descarboxilasa, tots dos enzims estan reprimits per H-NS 

(Shi et al., 1993; Waterman i Small, 2003). El paper d’YmgB com a repressor de la 

glutamat descarboxilasa ja havia estat descrit (Lee et al., 2007b). En canvi, l’efecte 

d’YmgB sobre l’expressió de la lisina descarboxilasa era fins ara desconegut. El fet que 

l’efecte d’YmgB sobre aquests dos enzims s’hagi detectat exclusivament en el mutant 

hns, es pot interpretar com YmgB competint per seqüències reguladores a les que 

s’uneix H-NS. Tot i que el mecanisme que implica a YmgB modulant els gens gadA i 

cadA (que codifiquen per la glutamat descarboxilasa i per la lisina descarboxilasa, 

respectivament) en presència/absència d’H-NS requereix més aportacions 

experimentals, aquests resultats reforcen la relació entre YmgB i H-NS. Els gens gadA i 

cadA esdevenen models interessants per estudiar el sistema YmgB/H-NS.  

L’efecte de la sobreexpressió d’YmgB també reforça la relació entre aquesta proteïna i 

H-NS/Hha. Tal i com s’ha referit a la introducció, és ben coneguda la regulació creuada 

entre les proteïnes H-NS/StpA i Hha/YdgT (Madrid et al., 2007a). En aquest treball 

s’evidencia la regulació d’YmgB sobre H-NS i Hha: la sobreexpressió d’YmgB 

dràsticament redueix l’expressió d’Hha, i també d’H-NS. Tanmateix, l’estudi de la 

sobreexpressió d’YmgB sobre gens regulats bé per H-NS o per Hha torna a relacionar 

aquestes proteïnes. Tant proU com bgl, gens reprimits per H-NS, també estan reprimits 

quan sobreexpressem YmgB. Pel que fa referència a l’operó hly, regulat per H-NS i 

Hha, i en absència d’aquest últim per YdgT (Paytubi et al., 2004), els resultats obtinguts 

a l’analitzar la sobreexpressió d’YmgB resulten, per una banda molt interessants i, per 

altra, sorprenents. Tant en un mutant hha com en un mutant ydgT la sobreexpressió 

d’YmgB reprimeix l’expressió de l’operó hly, però això no té lloc en un doble mutant 

hha ydgT. Aquets resultats in vivo clarament suggereixen que, per modular l’expressió 

de l’operó hly, YmgB requereix la presència bé d’Hha o d’YdgT. Si això impliqués una 

interacció directa proteïna-proteïna entre YmgB i Hha/YdgT, els estudis d’interacció 

realitzats per J. García haurien evidenciat la interacció, però aquest resultat no s’ha 
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obtingut. Per tant, cal pensar en un efecte indirecte de la presència d’Hha/YdgT per 

explicar aquest resultats.  

Els resultats obtinguts en aquest treball reforcen la hipòtesi d’una relació entre YmgB i 

altres proteïnes bacterianes associades al nucleoide, com H-NS/StpA i Hha/YdgT. Amb 

tota probabilitat, el fet que l’expressió òptima d’YmgB té lloc en condicions que 

s’allunyen de les òptimes pel creixement d’E. coli (medi ric i elevada temperatura), 

condicions en les que aquest i altres grups han estudiat els sistemes H-NS/StpA i 

Hha/YdgT, dificulta obtenir dades concloents que evidenciïn que YmgB, en combinació 

amb H-NS o amb Hha/YdgT, modulen l’expressió de determinats operons. Treballs 

futurs han de considerar analitzar l’efecte individual i combinat de les mutacions ymgB i 

hha sobre el transcriptoma d’E. coli en condicions d’estrès i fase estacionària. 

4.4. Un fenotip inesperat de mutants hha ydgT evidencia la 
inestabilitat de determinants de virulència flanquejats per 
seqüències IS91 quan E. coli creix en presència de 
concentracions subinhibitòries d’antibiòtics 

La major part dels estudis sobre l’efecte dels antibiòtics en la cèl·lula bacteriana s’han 

dut a terme principalment utilitzant concentracions capaces de matar o inhibir el 

creixement de les cèl·lules diana. En els darrers anys però, l’interès i el coneixement de 

l’efecte de concentracions subinhibitòries dels antibiòtics sobre la cèl·lula bacteriana ha 

augmentat considerablement (veure revisions a (Davies et al., 2006; Couce i Blazquez, 

2009). Entre altres efectes, l’exposició a concentracions subinhibitòries d’antibiòtics 

provoca un augment en la taxa de mutagènesi (Couce i Blazquez, 2009; Kohanski et al., 

2010), alteracions en el patró de transcripció global (Goh et al., 2002; Yim et al., 2006), 

la transferència horitzontal de gens (Beaber et al., 2004) i la recombinació 

intracromosòmica (Lopez et al., 2007; Lopez i Blazquez, 2009). En aquest treball es 

proporcionen dades experimentals que recolzen encara més la relació entre els 

antibiòtics i la variabilitat genètica bacteriana. El nostre interès en l’estudi d’una 

observació inesperada ens va portar a demostrar que l’exposició a concentracions 

subinhibitòries d’antibiòtics pot donar lloc a reordenaments genòmics els quals poden 

modificar significativament el fenotip bacterià. Com va dir Shapiro (Shapiro, 2009), els 

descobriments fortuïts poden proporcionar una visió més completa de la capacitat que 
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presenten les cèl·lules bacterianes per reestructurar el seu genoma en resposta a diversos 

estímuls.  

Les seqüències d’inserció IS91 van ser caracteritzades per primera vegada en plasmidis 

α-hemolítics d’E coli (Zabala et al., 1982; Zabala et al., 1984). En l’actualitat les 

seqüències IS91 són el prototip de la família dels elements d’inserció ISCR (Toleman et 

al., 2006), els quals s’han trobat adjacents tant a determinants de virulència (Wolf et al., 

1997; ; Burland et al., 1998; Schlor et al., 2000; Garcillan-Barcia et al., 2002) com de 

gens de resistència a antibiòtics (Toleman et al., 2006). Cal destacar que la família 

ISCR està molt estesa entre els bacteris, tot i que els elements IS91 es troben 

majoritàriament restringits a soques d’E coli i Shigella. En ambdues espècies, les 

seqüències IS91 han estat associades a reordenaments genètics. Alguns exemples fan 

referència a gens que codifiquen enterotoxines termolàbils (eltAB) de soques 

enterotoxigèniques d’E. coli i a l’illa de patogenicitat SLR de S. flexneri. La presència 

de seqüències IS91, completes o parcials, acompanyant els gens eltAB de soques 

enterotoxigèniques d’E. coli va resultar, entre altres efectes, en transposicions 

espontànies d’aquests mateixos gens al plasmidi pSU2600 (Schlor et al., 2000). A la 

soca de S. flexneri 2a, la recombinació entre dos elements IS91 esdevé un dels tres 

mecanismes que donen lloc a la deleció de l’illa de patogenicitat SLR (Turner et al., 

2001). Els resultats obtinguts en aquest treball són coherents amb aquestes dades. Cal 

destacar que el fragment d’ADN entre les dianes SalI/SalI del plasmidi pHly152 clonat 

en el vector pACYC184, que inclou l’operó hly, conté només còpies incompletes 

d’IS91. Tal i com s’indica a l’apartat de resultats, algunes d’aquestes seqüències que 

flanquegen l’operó hly en la mateixa orientació, són responsables de les recombinacions 

que condueixen a la supressió de dos possibles fragments d’ADN diferents, amb la 

conseqüent pèrdua de l’operó hly. En algunes circumstàncies, el mecanisme mitjançant 

el qual es perden els gens hly pot ser la recombinació homòloga RecA-dependent (per 

exemple, quan el sistema SOS està induït), però la recombinació RecA-independent 

també pot ocórrer. En soques d’E coli enterotoxigèniques els reordenaments genètics 

sense la intervenció de RecA també s’han descrit per als gens eltAB (Schlor et al., 

2000). El mecanisme a través del qual té lloc la supressió de l’operó hly del plasmidi 

pHly152 és necessàriament independent de la transposasa tnpA IS91,  ja que ni en el 

plasmidi pANN202-312R ni en el cromosoma de la soca d’E coli MG1655 no es troba 

present cap còpia completa del gen tnpA (resultats no publicats). Durant aquest estudi 
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vam formular també la hipòtesi que l’ORF121, el segon i encara no caracteritzat ORF 

codificat per IS91 present en una de les IS91 parcials del plasmidi pANN202-312R, 

podria tenir un paper en aquests processos de recombinació. No obstant això, la 

supressió d’aquesta  seqüència no va influenciar en la pèrdua de l’operó de l’hemolisina 

en la soca MG1655HY (pANN202-312R) (resultats no publicats). La replicació és un 

procés clau independent de RecA en el que s’hi veuen involucrades seqüències d’ADN 

repetitives i inestables (Bzymek i Lovett, 2001). Per tant, les alteracions provocades 

pels antibiòtics en la replicació de l’ADN podrien explicar l’eliminació de les 

seqüències hly en absència de RecA.  

Diversos antibiòtics com el trimetoprim, les quinolones i els antibiòtics β-lactàmics 

indueixen la resposta SOS (Guerin et al., 2009). Recentment, s’ha demostrat que la 

inducció de la resposta SOS pot provocar la recombinació d’integrons i l’expressió dels 

determinants de resistència a antibiòtics en E. coli i Vibrio cholerae (Guerin et al., 

2009). En Staphylococcus aureus, la inducció de la resposta SOS desencadena la difusió 

de les illes de patogenicitat que s’empaqueten en bacteriòfags (Ubeda et al., 2005). En 

aquest treball presentem una prova més que demostra que la inducció de la resposta 

SOS provoca l’escissió d’un determinant de virulència en E. coli. Per tant, els elements 

que promouen la inducció de la resposta SOS (entre aquests, diversos antibiòtics) també 

poden originar diferents tipus de reordenaments genòmics en bacteris.  

Dades referents a anàlisis genòmiques revelen que les seqüències IS91 estan  

predominantment presents en plasmidis aïllats de soques d’E. coli enterohemorràgiques  

(serotips O111, O26 i O157) (Ogura et al., 2009) (Fig. 4.2A), o en el cromosoma i/o 

plasmidis aïllats de Shigella (resultats no publicats). Curiosament,  les sis còpies IS91 

presents en el cromosoma de la soca de S. flexneri 2457T es troben agrupades 

flanquejant diversos determinants de virulència (Zaghloul et al., 2007) (Fig. 4.2B). 
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Com a continuació d’aquest treball, caldria explicar el patró d’agrupació i el fenotip dels 

determinants flanquejats per IS91, tant en plasmidis d’E. coli com en el cromosoma de 

Shigella, i estudiar la possible deleció i pèrdua d’aquests. El fet que es trobin seqüències 

IS91 flanquejant determinants de virulència només en certes soques d’E. coli i Shigella 

pot indicar que aquestes soques presenten fenotips patogènics molt variables. Per tant, 

les soques que no incorporen elements IS91 o similars estarien prevenint la inestabilitat 

genòmica causada per la presència d’aquests elements. 

Per últim, remarcar la importància dels estudis sobre els efectes de concentracions 

subinhibitòries d’antibiòtics en bacteris ja que és probable que en medis naturals aquests 

es trobin amb més freqüència en ambients que contenen concentracions subinhibitòries  

que concentracions inhibitòries. D’altra banda, són relativament freqüents les situacions 

clíniques en les que el bacteri pot estar exposat a baixos nivells d’antibiòtics (per 

exemple, el tractament incomplet amb antibiòtics o la diferent resposta farmacològica 

de certs teixits als antibiòtics). Com s’indica en aquest treball, en el cas de les soques 

patògenes d’E. coli i Shigella que contenen seqüències IS91 flanquejant determinants de 

virulència, l’exposició a baixos nivells d’antibiòtics pot donar lloc a reordenaments 

genètics i a la pèrdua d’aquests determinants. Mentre que alguns canvis poden ser 

Fig. 4.2. A. Mapa del plasmidi pO111 de la soca enterohemorràgica d’E. coli O111:H 11128 el qual 

conté diverses seqüències IS, entre les quals 3 còpies de la seqüència IS91. Aquest plasmidi codifica 

per determinants de virulència (en vermell) tals com una hemolisina (ehx), una serina proteasa (espP), 

una catalasa (catP) i un sistema de modificació del lípid A (operó ecf). Adaptat de ( Ogura,Y. 2009). 

B. Distribució de les IS91 en el cromosoma de la soca S. flexneri 2557T, les quals mostren una 

important agrupació. Extret de ( Zaghloul,L. 2007). 
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perjudicials pel bacteri, altres poden proporcionar nous fenotips que potenciïn la seva 

virulència en determinats nínxols, augmentant així la seva agressivitat. Per tant, és 

important evitar el no compliment de la pauta de dosificació i els tractaments 

incomplets amb antibiòtics. Una millor comprensió dels mecanismes mitjançant els 

quals els elements IS91 intervenen en els processos de deleció de determinants de 

virulència en resposta a l’exposició a antibiòtics pot ajudar a definir millor noves metes 

per a la teràpia antimicrobiana. 
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 La proteïna YdgT regula a E. coli un grup de gens no regulat per la proteïna 

Hha. 


 Les seqüències parcials de l’element IS91 que flanquejen l’operó hly del 

plasmidi pHly152 són responsables de la deleció d’aquest operó hemolític. 


 La deleció de l’operó hly del plasmidi pHly152 es produeix en resposta a 

concentracions subinhibitòries d’antibiòtics. 


 La subunitat θ de l’ADN polimerasa III té funcions reguladores transcripcionals. 


 Les proteïnes θ i YdgT presenten un conjunt de gens regulats comuns, que 

inclou gens flagel·lars i ARN petits. 


 La proteïna YmgB presenta similituds estructurals i funcionals amb la proteïna 

Hha. 


 La sobreexpressió d’ymgB en una soca mutant hns provoca lainducció dels 

enzims de resistència a l’àcid lisina descarboxilasa i glutamat descarboxilasa. 


 La sobreexpressió d’ymgB té efectes sobre l’expressió de les proteïnes 

associades al nucleoide H-NS i Hha, així com sobre l’expressió de gens regulats 

per aquestes. 
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