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RESUMEN  

En	   las	  bacterias,	   los	   genes	  que	   codifican	  para	  proteínas	  que	   intervienen	  en	   el	  

mismo	  proceso	  biológico,	  con	  mucha	  frecuencia	  se	  agrupan	  en	  operones	  que	  se	  definen	  

como	   grupos	   de	   genes	   adyacentes	   que	   se	   transcriben	   como	   una	   única	  molécula	   de	  

mRNA	   policistrónico	   bajo	   el	   control	   de	   un	   mismo	   promotor.	   Esta	   organización	  

proporciona	   un	   mecanismo	   eficiente	   para	   coordinar	   la	   expresión	   de	   genes	  

funcionalmente	  relacionados	  y	  es	  la	  base	  de	  la	  regulación	  de	  genes	  en	  bacterias.	  	  	  

En	  esta	  tesis	  demostramos	  la	  existencia	  de	  un	  nivel	  superior	  de	  organización	  en	  

la	  estructura	  del	  operón	  que	  denominamos	  operón	  no-‐‑contiguo	  y	  que	  consiste	  en	  un	  

operón	  que	  contiene	  un	  gen	  o	  genes	  que	  se	  transcriben	  en	  la	  dirección	  opuesta	  al	  resto	  

del	  operón.	  Esta	  nueva	  arquitectura	  de	  transcripción	  está	  ejemplificada	  por	  los	  genes	  

menE-‐‑menC-‐‑MW1733-‐‑ytkD-‐‑MW1731	   que	   están	   implicados	   en	   la	   síntesis	   de	  

menaquinona	   en	   Staphylococcus	   aureus.	   Nuestros	   resultados	   indican	   que	   los	   genes	  

menE-‐‑menC-‐‑ytkD-‐‑MW1731	  se	  transcriben	  como	  una	  unidad	  de	  transcripción,	  mientras	  

el	  gen	  MW1733,	  ubicado	  entre	  menC	  e	  ytkD,	  se	  transcribe	  en	  dirección	  opuesta.	  Esta	  

organización	  genética	   genera	   transcritos	   solapantes	   cuya	   expresión	   está	   regulada	   a	  

través	  del	  procesamiento	  mediado	  por	  RNasa	  III	  y	  por	  un	  mecanismo	  de	  interferencia	  

transcripcional.	   El	   operón	  menE-‐‑menC-‐‑MW1733-‐‑ytkD-‐‑MW1731	   es	   necesario	   para	   la	  

síntesis	  de	  menaquinona,	  un	  intermediario	  de	  la	  cadena	  transportadora	  que	  tiene	  por	  

función	  ceder	  los	  electrones	  a	  los	  citocromos.	  La	  sobreexpresión	  de	  MW1733	  es	  capaz	  

de	  reducir	   los	  niveles	  de	  menE-‐‑menC	  y	  en	  consecuencia	   la	  síntesis	  de	  menaquinona	  

reduciendo	   la	   velocidad	   de	   crecimiento	   de	   la	   bacteria	   y	   produciendo	   colonias	   de	  

tamaño	  muy	  pequeño,	  que	  se	  denominan	  Small	  Colony	  Variants	  (SCV).	  El	  fenotipo	  SCV	  

es	   característico	   de	   aislados	   clínicos	   de	   S.	   aureus	   procedentes	   de	   infecciones	  

persistentes	   y	   es	   un	   fenotipo	   que	   revierte	   cuando	   las	   bacterias	   se	   crecen	   en	   el	  

laboratorio.	   Nuestros	   resultados	   indican	   que	   la	   arquitectura	   de	   transcripción	   del	  

operón	   menE-‐‑menC-‐‑MW1733-‐‑ytkD-‐‑MW1731	   podría	   explicar	   la	   variación	   de	   fase	  

característico	  del	  fenotipo	  SCV.	  	  

A	  la	  vista	  de	  nuestros	  resultados,	  la	  visión	  clásica	  de	  la	  estructura	  de	  los	  operones	  

debe	   revisarse	   para	   tener	   en	   cuenta	   esta	  nueva	   disposición	  de	   operón	   en	   la	   que	   la	  

cotranscripción	  y	  la	  transcripción	  solapante	  se	  combinan	  para	  coordinar	  la	  expresión	  

genética	  que	  está	  relacionada	  funcionalmente.	  
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SUMMARY  

Bacterial	  genes	  encoding	  for	  proteins	  involved	  in	  the	  same	  biological	  process	  are	  

typically	   grouped	   into	   operons	   defined	   as	   clusters	   of	   adjacent	   genes	   encoding	   for	  

proteins	   that	   fill	   related	   roles	  and	  are	   transcribed	   into	   a	   single	  polycistronic	  mRNA	  

molecule	   under	   the	   control	   of	   the	   same	   promoter.	   This	   organization	   provides	   an	  

efficient	  mechanism	  to	  coordinate	  the	  expression	  of	  functionally	  related	  neighboring	  

genes	  and	  is	  at	  the	  basis	  of	  gene	  regulation	  in	  bacteria.	  	  

In	  this	  thesis,	  we	  report	  the	  existence	  of	  a	  higher	  level	  of	  organization	  in	  operon	  

structure	  that	  we	  named	  non-‐‑contiguous	  operon	  and	  consists	  in	  an	  operon	  containing	  

a	  gene	  (s)	  that	  is	  transcribed	  in	  the	  opposite	  direction	  to	  the	  rest	  of	  the	  operon.	  This	  

novel	  transcriptional	  architecture	  is	  exemplified	  by	  the	  genes	  menE-‐‑menC-‐‑MW1733-‐‑

ytkD-‐‑MW1731	   involved	   in	   menaquinone	   synthesis	   in	   the	   major	   human	   pathogen	  

Staphylococcus	   aureus.	   We	   show	   that	   menE-‐‑menC-‐‑ytkD-‐‑MW1731	   genes	   are	  

transcribed	  as	  a	  single	  transcription	  unit	  whereas	  the	  MW1733	  gene,	  located	  between	  

menC	   and	   ytkD,	   is	   transcribed	   in	   the	   opposite	   direction.	   This	   genomic	   organization	  

generates	   overlapping	   transcripts	   whose	   expression	   is	   mutually	   regulated	   by	  

transcriptional	  interference	  and	  RNase	  III	  processing	  at	  the	  overlapping	  region.	  	  

The	  menE-‐‑menC-‐‑MW1733-‐‑ytkD-‐‑MW1731	  operon	  is	  necessary	  for	  the	  synthesis	  

of	   the	   menaquinone,	   an	   intermediary	   of	   the	   electron	   transport	   chain.	   Our	   results	  

revealed	   that	   the	  overexpression	  of	  MW1733	   can	  diminish	   the	   expression	  of	  MenE-‐‑

MenC	   and	   the	   menaquinone	   synthesis	   and	   a	   consequence	   bacterial	   growth	   rate	   is	  

reduced	   and	   form	   colonies	   of	   small	   size,	   currently	   known	   as	   Small	   Colony	   Variants	  

(SCV).	  The	  SCV	  phenotype	  is	  characteristic	  of	  clinical	  isolates	  of	  S.	  aureus	  obtained	  from	  

patients	  with	  persistent	  infections.	  The	  SCV	  phenotype	  is	  unstable	  and	  it	  reverts	  when	  

bacteria	   are	   grown	   in	   the	   laboratory.	   Our	   results	   suggest	   that	   transcriptional	  

organization	  of	  the	  menE-‐‑menC-‐‑MW1733-‐‑ytkD-‐‑MW1731	  non-‐‑contiguous	  operon	  may	  

explain	  the	  phenotypic	  variation	  of	  the	  SCV	  phenotype.	  

In	   the	   light	   of	   our	   results,	   the	   canonical	   view	   of	   operon	   structure	   should	   be	  

revisited	  by	   including	   this	  novel	   operon	  arrangement	   in	  which	   co-‐‑transcription	  and	  

overlapping	   transcription	   are	   combined	   to	   coordinate	   functionally	   related	   gene	  

expression.	  
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INTRODUCCIÓN  

1.  Staphylococcus  aureus  

Staphylococcus	   aureus	   es	   una	   bacteria	   gram	   positiva,	   anaerobia	   facultativa,	  

inmóvil,	  coagulasa	  y	  catalasa	  positiva,	  no	  esporulada	  y	  de	  color	  dorado	  que	  crece	  en	  

forma	  de	  racimos.	  Aproximadamente	  el	  30%	  de	  las	  personas	  adultas	  están	  colonizados	  

intermitentemente	  por	  S.	  aureus	  en	  zonas	  como	  nariz,	  vagina	  o	  área	  perianal	  (Archer,	  

1998).	   S.	   aureus	   es	   inerte	   en	   estas	   localizaciones,	   sin	   embargo,	   cuando	   consigue	  

atravesar	  la	  barrera	  epitelial	  se	  convierte	  en	  un	  patógeno	  capaz	  de	  producir	  infecciones	  

en	  tejidos	  muy	  diversos	  como	  válvulas	  cardiacas	  (endocarditis),	  hueso	  (osteomielitis),	  

epitelio	  respiratorio	  (neumonía),	  músculo	  (abscesos),	  o	  sangre	  (bacteriemia)	  (Gordon	  

and	   Lowy,	   2008).	   La	   capacidad	   de	   S.	   aureus	   para	   causar	   infecciones	   en	   tejidos	   tan	  

diversos	  se	  debe	  a	  la	  producción	  de	  una	  gran	  cantidad	  de	  factores	  de	  virulencia	  y	  a	  su	  

capacidad	  para	  reconocer	  las	  condiciones	  ambientales	  de	  cada	  nicho	  y	  adaptarse	  a	  las	  

mismas.	  Esto	  es	  posible	  porque	  S.	  aureus	  ha	  desarrollado	  un	  eficaz	  sistema	  sensorial	  

que	  adecua	  la	  síntesis	  de	  factores	  de	  virulencia	  responsables	  de	  la	  adhesión,	  invasión	  y	  

diseminación	   en	   los	   tejidos	  del	   huésped	  en	   respuesta	   a	   las	   condiciones	  ambientales	  

(Novick,	  2003).	  Estos	  sistemas	  sensoriales	  están	  constituidos	  por	  una	  compleja	  red	  de	  

regulación	  en	  la	  que	  destacan	  los	  sistemas	  de	  dos	  componentes,	  proteínas	  reguladoras	  

de	   la	  transcripción	  y	  RNAs	  reguladores	  (Cheung	  et	  al.,	  2004;	  Villanueva	  et	  al.,	  2018;	  

Romilly	  et	  al.,	  2012).	  

	  

1.1.  Resistencia  a  antibióticos  de  S.  aureus  

Muy	   poco	   tiempo	   después	   de	   la	   introducción	   de	   la	   penicilina	   en	   1941	   como	  

antibiótico	  para	  el	  tratamiento	  de	  infecciones	  estafilocócicas,	  comenzaron	  a	  registrarse	  

cepas	  de	  S.	  aureus	  resistentes	  al	  mismo	  (Barber	  and	  Rozwadowska-‐‑Dowzenko,	  1984).	  

Estas	  cepas	  producían	  una	  penicilinasa	  que	  rompía	  el	  anillo	  b-‐‑lactámico	  de	  la	  penicilina.	  

Aunque	   inicialmente	   las	   cepas	   de	   S.	   aureus	   resistentes	   a	   penicilina	   se	   adquirían	   en	  

ambientes	   hospitalarios,	   pronto	   las	   resistencias	   se	   extendieron	   a	   la	   comunidad	  

incluyendo	   animales	   de	   granja,	   aguas	   residuales	   e	   incluso	   animales	   salvajes.	  

Actualmente,	  se	  estima	  que	  el	  90%	  de	  las	  cepas	  de	  S.	  aureus	  son	  resistentes	  a	  penicilina.	  

A	  finales	  de	  los	  años	  50	  se	  desarrolló	  un	  derivado	  de	  la	  penicilina,	   la	  meticilina,	  que	  

tenia	  la	  propiedad	  de	  resistir	  la	  acción	  de	  las	  penicilinasas.	  Al	  igual	  que	  había	  ocurrido	  

con	   la	   penicilina,	   inmediatamente	   tras	   su	   introducción	   para	   uso	   terapéutico,	   se	  

comenzó	  a	  notificar	  el	  aislamiento	  de	  cepas	  resistentes	  a	  la	  meticilina,	   las	  conocidas	  
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como	   S.	   aureus	   meticilin-‐‑resistente	   o	   MRSA	   (Chambers,	   1988).	   El	   mecanismo	   de	  

resistencia	  a	  meticilina	  se	  genera	  a	  partir	  de	  una	  proteína	  fijadora	  de	  penicilina	  llamada	  

PBP2a	  que	  presenta	  una	  baja	  afinidad	  por	  β-‐‑lactámicos	  (PBP2a)	  y	  que	  es	  codificada	  por	  

el	  gen	  mecA.	  El	  gen	  mecA	  se	  encuentra	  en	  un	  elemento	  genético	  móvil	  (SCC-‐‑	  cassette	  

cromosómico	   estafilicócico)	   junto	   al	   complejo	   denominado	   SCCmec.	   Actualmente	  

existen	  once	  variantes	  de	  SSCmec,	  que	  se	  numeran	  del	  I	  al	  XI	  y	  que	  difieren	  entre	  si	  en	  

tamaño	   y	   composición	   de	   los	   elementos	   de	   resistencia	   antibiótica	   (Peacock	   and	  

Paterson,	  2015).	  Debido	  a	  la	  relevancia	  clínica	  de	  los	  clones	  resistentes	  a	  meticilina,	  se	  

recomienda	   utilizar	   herramientas	   de	   genotipado	   de	   MRSA	   para	   identificar	   clones	  

prevalentes	   y	   facilitar	   el	   tratamiento	   de	   las	   infecciones	   causadas	   por	   este	  

microorganismo	  (Kluytmans	  et	  al.,	  1997).	  	  

	  

1.2.  Patogénesis  de  la  infección  por  S.  aureus  

S.	  aureus	  produce	  una	  gran	  cantidad	  de	  factores	  de	  virulencia	  que	  juegan	  un	  papel	  

muy	   importante	   en	   la	   patogénesis	   de	   la	   infección	   (Novick,	   2003;	   Foster,	   2005;	  

Chambers	   and	  DeLeo,	   2009).	  Uno	  de	   estos	   factores	  de	   virulencia,	   lo	   constituyen	  un	  

grupo	   de	   proteínas	   de	   superficie	   denominadas	   MSCRAMMs	   (microbial	   surface	  

components	   recognizing	   adhesive	   matrix	   molecules)	   que	   son	   mediadoras	   en	   la	  

adherencia	  de	  la	  bacteria	  a	  los	  tejidos	  del	  huésped	  (Patti	  et	  al.,	  1994).	  Estas	  proteínas	  

de	  superficie	  se	  unen	  a	  moléculas	  del	  huésped	  como:	  colágeno	  (cna),	  fibronectina	  (fnbA,	  

fnbB)	  o	  fibrinógeno	  (ClfA	  y	  ClfB)	  y	  facilitan	  el	  desarrollo	  de	  infecciones	  endovasculares,	  

articulares	  o	  de	  hueso	  y	  en	   infecciones	  de	  dispositivos	  protésicos	  (Foster	  and	  Höök,	  

1998).	   Aunque	   S.	   aureus	   es	   capaz	   de	   adherirse	   en	   ausencia	   de	   estas	   proteínas,	   sus	  

propiedades	  de	  adhesión	  e	  invasión	  se	  ven	  reducidas	  en	  su	  ausencia	  (Foster	  et	  al.,	  2014;	  

Sinha	  et	  al.,	  2000).	  	  

Otra	  proteína	  de	  superficie	  de	  S.	  aureus	  es	  proteína	  A.	  Esta	  proteína	  se	  une	  a	  la	  

fracción	  Fc	  de	  las	  inmunoglobulinas	  G	  y	  como	  resultado	  puede	  prevenir	  la	  opsonización	  

del	   microorganismo	   (Uhlén	   et	   al.,	   1984).	   Además,	   puede	   unirse	   al	   factor	   de	   von	  

Willebrand,	   una	   proteína	   presente	   en	   los	   sitios	   donde	   hay	   lesiones	   del	   endotelio,	  

favoreciendo	   la	   adherencia	   de	   la	   bacteria	   a	   estas	   lesiones	   y	   agravando	   el	   daño	  

endovascular	  (Hartleib	  et	  al.,	  2000).	  Una	  vez	  que	  S.	  aureus	  se	  adhiere	  a	  los	  tejidos	  del	  

huésped	  o	  a	  materiales	  protésicos	  puede	  iniciar	  un	  modo	  de	  vida	  sésil,	  en	  el	  cual	  las	  

bacterias	  sintetizan	  una	  matriz	  extracelular	  en	  cuyo	  interior	  crece	  la	  bacteria	  (Donlan	  

and	  Costerton,	  2002).	  En	  el	  caso	  de	  materiales	  protésicos	  colonizados	  por	  biofilms,	  la	  
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erradicación	  de	   la	  bacteria	  resulta	  muy	  complicada	  y	  con	  mucha	   frecuencia	   la	  única	  

estrategia	  posible	  es	  retirar	  la	  prótesis	  infectada,	  mantener	  el	  tratamiento	  en	  ausencia	  

de	   la	   prótesis	   para	   eliminar	   completamente	   la	   infección	   y	   posteriormente	   volver	   a	  

implantar	   la	   prótesis	   (Somerville	   and	   Proctor,	   2009).	   Incluso	   con	   todas	   estas	  

precauciones,	   la	   posibilidad	   de	   que	   se	   produzca	   la	   reinfección	   de	   prótesis	   es	   muy	  

elevada.	  	  

Durante	  la	  infección,	  S.	  aureus	  produce	  gran	  cantidad	  de	  enzimas	  como	  proteasas,	  

lipasas,	   elastasas,	   catalasas,	   coagulasas,	   estafiloquinasas,	   hialuronidasas,	   DNasas	   o	  

fosfatasas	  que	  le	  permiten	  invadir,	  destruir	  y	  metastatizar	  los	  tejidos	  del	  huésped.	  Las	  

proteasas,	  fosfatasas	  y	  DNasas	  colaboran	  en	  el	  proceso	  infeccioso	  y	  en	  la	  producción	  de	  

lesiones,	   las	   lipasas	   ayudan	   al	   organismo	   a	   diseminarse	   en	   tejidos	   cutáneos	   y	  

subcutáneos	  y	  la	  catalasa	  degrada	  el	  peróxido	  de	  hidrógeno	  proporcionando	  protección	  

al	  microorganismo	  frente	  a	  la	  fagocitosis.	  Por	  otro	  lado,	  la	  coagulasa	  se	  encuentra	  en	  

dos	   formas:	   como	   factor	  de	  agregación	  o	   coagulasa	   ligada	  (clumping	   factor)	   y	   como	  

coagulasa	  libre.	  La	  coagulasa	  ligada	  es	  capaz	  de	  convertir,	  sin	  intervención	  de	  factores	  

plasmáticos,	  el	  fibrinógeno	  en	  fibrina	  dando	  lugar	  a	  una	  coagulación	  del	  plasma,	  este	  

efecto	  facilita	  el	  desarrollo	  de	  sepsis	  y	  abscesos.	  Las	  estafiloquinasas	  degradan	  la	  fibrina	  

y	   favorecen	   la	   invasión	   de	   tejidos	   vecinos	   y	   las	   hialuronidasas	   contribuyen	   a	   la	  

diseminación	   de	   tejidos	   adyacentes	   hidrolizando	   la	   matriz	   intracelular	   de	  

mucopolisacárido	   de	   los	   tejidos	   (Novick,	   2003;	   Foster,	   2005;	   Chambers	   and	  DeLeo,	  

2009).	  Una	  de	  las	  consecuencias	  más	  graves	  derivada	  de	  la	  infección	  por	  S.	  aureus	  es	  el	  

shock	  séptico	  en	  el	  que	  la	  bacteria	  interacciona	  y	  activa	  el	  sistema	  inmune	  del	  huésped	  

y	   con	   ello	   la	   coagulación.	   En	   este	   proceso	   pueden	   intervenir	   el	   peptidoglicano,	   los	  

ácidos	  teicoicos	  y	  la	  a-‐‑toxina.	  	  

S.	  aureus	  puede	  producir	  toxinas	  con	  distintos	  efectos	  biológicos	  entre	  las	  que	  se	  

encuentran	  las	  citotoxinas	  (a,	  b,	  g,	  d	  y	  leucocidina	  de	  Panton-‐‑Valentine)	  	  que	  ayudan	  a	  

la	   destrucción	   de	   los	   leucocitos,	   eritrocitos,	   macrófagos,	   plaquetas	   y	   fibroblastos	  

mediante	  la	  formación	  de	  poros	  en	  la	  membrana	  que	  alteran	  su	  permeabilidad	  celular	  

(Gladstone	  and	  Van	  Heyningen,	  1957).	  Otro	  tipo	  de	  toxinas	  son	  las	  exfoliatinas	  (ETA,	  

ETB	  y	  ETD),	  responsables	  del	  síndrome	  de	  la	  piel	  escaldada	  que	  actúan	  como	  proteasas	  

rompiendo	   los	   puentes	   intercelulares	   del	   estrato	   granuloso	   de	   la	   epidermis.	   Las	  

enterotoxinas	  (A-‐‑E,	  G-‐‑I)	  actúan	  como	  superantígenos	  estimulando	  la	  proliferación	  de	  

las	  células	  T	  y	  la	  liberación	  de	  citotoxinas.	  En	  resumen,	  durante	  el	  proceso	  de	  infección	  

por	   S.	   aureus	   las	   adhesinas	   de	   superficie	   reconocen	   componentes	  de	   los	   tejidos	  del	  
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huésped	   facilitando	   su	   colonización,	   que	   es	   seguido	   de	   la	   multiplicación	   del	  

microorganismo	   y	   la	   secreción	   de	   determinadas	   toxinas	   y	   enzimas	   responsables	  de	  

causar	  el	  daño	  tisular.	  

	  

1.3.  Moléculas  de  RNA  reguladoras  de  factores  de  virulencia  en  S.  aureus  

S.	  aureus	  produce	  un	  gran	  número	  de	  RNAs	  con	  funciones	  reguladoras	  que	  juegan	  

un	   papel	   muy	   importante	   en	   los	   procesos	   adaptativos	   de	   la	   bacteria.	   Los	  

microorganismos	   utilizan	   estos	   RNAs	   para	   modificar	   rápidamente	   la	   expresión	   de	  

determinados	  genes	  en	  respuesta	  a	  cambios	  ambientales	  o	  bien	  para	  sobrevivir	  dentro	  

del	  huésped	  (Felden	  et	  al.,	  2011).	  S.	  aureus	  tiene	  el	  honor	  de	  ser	  la	  bacteria	  en	  la	  que	  se	  

describió	   por	   primera	   vez	   un	   RNA	   regulador	   (Novick	   et	   al.,	   1993).	   Este	   RNA,	  

denominado	   RNAIII,	   es	   el	   efector	   del	   sistema	   quorum	   sensing	   agr	   y	   constituye	   el	  

paradigma	   de	   la	   multifuncionalidad	   de	   un	   mRNA	   bacteriano	   con	   respecto	   a	   la	  

regulación	  de	  genes	  de	  virulencia	  (Novick	  and	  Geisinger,	  2008).	  El	  sistema	  de	  quorum	  

sensing	   detecta	   la	   densidad	   de	   la	   población	   y	   realiza	   funciones	   relacionadas	   con	   la	  

fisiología	  y	  patogénesis	  de	  S.	  aureus	  (Felden	  et	  al.,	  2011).	  Este	  sistema	  está	  compuesto	  

por	  dos	  transcritos	  divergentes.	  El	  primero	  de	  ellos,	  RNAII	  codifica	  para	  el	  cassette	  de	  

quorum	  sensing	  (AgrBD)	  y	  para	  un	  sistema	  de	  dos	  componentes	  (AgrAC).	  El	  cassette	  de	  

quorum	  sensing	  produce	  un	  péptido	   autoinductor	  (AIP)	   (AgrD)	  que	   al	  alcanzar	  una	  

concentración	   umbral	   activa	   a	   la	   quinasa	   de	   membrana	   AgrC	   y	   al	   regulador	   de	  

respuesta	  AgrA	  mediante	  fosforilación.	  A	  continuación,	  AgrA	  activa	  la	  transcripción	  del	  

operón	  AgrACDB	  y	  de	  otro	  transcrito	  que	  se	  produce	  en	  orientación	  contraria	  y	  al	  que	  

se	  denomina	  RNAIII.	  RNAIII	  es	  un	  transcrito	  bifuncional,	  por	  un	  lado,	  codifica	  para	  la	  d-‐‑

hemolisina	  (hld)	  y	  por	  otro	  lado	  actúa	  como	  un	  RNA	  regulador	  que	  promueve	  cambios	  

a	   nivel	   post-‐‑transcripcional	   en	   la	   expresión	   de	  proteínas	   de	   superficie	   y	   síntesis	   de	  

toxinas	   excretadas.	   La	   región	   3´UTR	   de	   RNAIII	   actúa	   como	   dominio	   represor	  

bloqueando	  sitios	  de	  unión	  de	  ribosomas	  y	  provocando	  una	  represión	  de	  la	  traducción.	  

Estas	   regiones	   de	   unión	   RNAIII-‐‑mRNA	   son	   sustrato	   para	   la	   enzima	   RNasa	   III	   que	  

degrada	  RNA	  de	  cadena	  doble	  (Boisset	  et	  al.,	  2007;	  Huntzinger	  et	  al.,	  2005).	  Ejemplos	  

de	  mRNAs	  que	  son	  reprimidos	  mediante	  este	  mecanismo	  corresponden	  a	  factores	  de	  

virulencia	  como	  proteína	  A	  (spa),	  coagulasa	  (coa),	  hidrolasas	  y	  amidasas	  implicadas	  en	  

el	   metabolismo	   del	   peptidoglicano	   y	   el	   represor	   transcripcional	   de	   toxinas	   Rot	  

(Geisinger	  et	  al.,	  2006).	  Una	  consecuencia	  de	  que	  RNAIII	  facilite	  la	  degradación	  de	  Rot,	  

es	  la	  activación	  de	  la	  transcripción	  de	  exotoxinas.	  La	  mayoría	  de	  los	  aislados	  clínicos	  
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expresan	   RNAIII	   	   pero	   sus	   niveles	   varían	   dependiendo	   del	   aislado	   y	   con	   cierta	  

frecuencia	   se	   seleccionan	   en	   el	   laboratorio	   cepas	   que	   contienen	   mutaciones	   en	   el	  

sistema	  agr	  (Traber	  et	  al.,	  2008).	  Esto	  lleva	  a	  suponer	  que	  el	  sistema	  agr	  no	  solo	  no	  es	  

necesario	   para	   crecer	   en	   condiciones	   de	   laboratorio,	   sino	   que	   su	   activación	   resulta	  

perjudicial	  para	  el	  crecimiento	  de	  la	  bacteria.	  Recientemente	  se	  han	  realizado	  estudios	  

en	  pacientes	  infectados	  con	  S.	  aureus	  meticilin-‐‑resistentes	  (MRSA)	  a	  partir	  de	  los	  que	  

aislaron	  cepas	  de	  S.	  aureus	  con	  mutaciones	  en	  agr.	  Esto	  puede	  deberse	  a	  una	  adaptación	  

del	  patógeno	  dentro	  del	  huésped	  que	  a	  su	  vez	  puede	  resultar	  perjudicial	  para	  la	  bacteria	  

fuera	  del	  mismo	  (Shopsin	  et	  al.,	  2010).	  

El	  sistema	  agr	  también	  puede	  regular	  genes	  directamente	  a	  través	  de	  otros	  RNA	  

reguladores.	  Un	  ejemplo	  de	  esta	  situación	  es	  ArtR,	  un	  sRNA	  que	  regula	  positivamente	  

la	  síntesis	  de	  a-‐‑hemolisina	  (Xue	  et	  al.,	  2014).	  AgrA	  reprime	  la	  síntesis	  de	  ArtR	  cuando	  

la	  densidad	  celular	  es	  elevada.	  Cuando	  la	  densidad	  celular	  es	  baja,	  ArtR	  interacciona	  con	  

el	  mRNA	  de	  sarT,	  provocando	  una	  rápida	  degradación	  del	  mismo	  mediada	  por	  RNasa	  

III.	   Como	  SarT	  es	  un	   represor	  de	   la	   transcripción	  de	  hla,	   la	   consecuencia	   final	  de	   la	  

inhibición	  de	  ArtR	  a	  densidades	  de	  población	  elevadas	  es	  la	  activación	  de	  la	  producción	  

de	   a-‐‑hemolisina.	   Es	   importante	   señalar	   que	   en	   cepas	   en	   las	   que	   se	   produzca	   una	  

mutación	  del	  sistema	  agr,	  AgrA	  no	  podrá	  reprimir	  la	  transcripción	  de	  ArtR	  provocando	  

una	  regulación	  positiva	  de	  hla.	  	  

Otro	  ejemplo	  de	  un	  sRNA	  regulado	  positivamente	  por	  AgrA	  es	  RsaE.	  RsaE	  es	  el	  

único	   sRNA	   conservado	   en	   todas	   las	   especies	   estafilocócicas	   estudiadas	   y	   actúa	  

apareándose	   a	  distintos	  mRNAs	   que	   codifican	   para	   enzimas	   implicadas	   en	   distintas	  

rutas	  metabólicas	  impidiendo	  su	  transcripción.	  Esto	  provoca	  una	  regulación	  negativa	  

de	   rutas	   como	  el	   ciclo	  de	  Krebs,	   transporte	  de	   aminoácidos	   y	  proteínas,	   síntesis	  de	  

cofactores,	  metabolismo	  de	   lípidos	   y	   carbohidratos	   cuando	   las	   reservas	   de	   carbono	  

escasean	  (Figura	  1)	  (Geissmann	  et	  al.,	  2009;	  Bohn	  et	  al.,	  2010).	  

Además	   de	   estos	   ejemplos	   concretos,	   se	   han	   descrito	   mas	   de	   100	   RNA	  

reguladores	  en	  S.	  aureus	  de	  los	  que	  todavía	  no	  se	  conoce	  su	  función,	  pero	  hay	  suficientes	  

evidencias	   para	   afirmar	   que	   son	   intermediarios	   importantes	   que	   conectan	   el	  

metabolismo,	   la	   respuesta	   a	   condiciones	   de	   estrés	   y	   la	   virulencia	   de	   la	   bacteria	  

(Tomasini	  et	  al.,	  2014).	  
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Figura  1.  Sistema  agr  con  dos  efectores  intracelulares  principales:  RNAIII  y  AgrA.  
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2.  Análisis  transcriptómico  en  bacterias  

En	   los	   últimos	   años,	   la	   transcriptómica	   se	   ha	   convertido	   en	   una	   herramienta	  

indispensable	  para	  obtener	  información	  como	  una	  determinada	  condición	  ambiental,	  

un	   determinado	   tratamiento	   o	   la	  mutación	  de	   un	  gen	   afectan	   a	   la	   expresión	  génica	  

global	  en	  cualquier	  organismo.	  La	  transcriptómica	  es	  la	  disciplina	  que	  estudia	  y	  analiza	  

el	  transcriptoma,	  que	  es	  el	  conjunto	  de	  transcritos	  de	  RNA	  producidos	  por	  una	  célula,	  

tipo	   celular	   u	   organismo	   (Sorek	   and	   Cossart,	   2010).	   Como	   en	   otras	   tecnologías,	   la	  

normalización	   en	   la	   utilización	   de	   esta	   metodología	   se	   ha	   producido	   gracias	   a	   un	  

enorme	  desarrollo	  tecnológico.	  El	  primer	  método	  utilizado	  para	  comparar	  los	  niveles	  

de	  RNA	  entre	  dos	  muestras	  biológicas	  fue	  el	  Northern-‐‑blot.	  Esta	  técnica	  consiste	  en	  la	  

separación	  por	  tamaño	  del	  RNA	  total	  mediante	  una	  electroforesis	  en	  gel.	  Los	  RNAs	  se	  

transfieren	  a	  una	  membrana	  de	  nitrocelulosa	  o	  nylon	  a	  partir	  de	  la	  cual	  se	  detecta	  la	  

presencia	   de	   los	   RNAs	   de	   interés	   mediante	   la	   hibridación	   con	   una	   sonda	  

complementaria	  de	  ácidos	  nucleicos	  marcada	  radiactivamente.	  La	  técnica	  de	  Northern-‐‑

blot	   permite	   la	   detección	   de	   un	   único	   transcrito	   en	   cada	   experimento	   para	   el	   que	  

previamente	  se	  ha	  diseñado	  la	  sonda.	  Además,	  se	  necesita	  una	  elevada	  concentración	  

de	  RNA	  y	  normalmente	  se	  utilizan	  métodos	  radiactivos	  para	  marcar	  la	  sonda	  (Alwine	  

et	  al.,	  1977).	  El	  siguiente	  salto	  tecnológico	  fue	  el	  desarrollo	  de	  métodos	  de	  reacción	  en	  

cadena	  de	  la	  polimerasa	  unidos	  a	  un	  proceso	  de	  transcripción	  inversa	  (RT-‐‑PCR)	  que	  

requiere	   una	   concentración	   de	   RNA	   menor	   que	   el	   Northern-‐‑blot	   y	   es	   un	   proceso	  

metodológicamente	   mas	   sencillo.	   Al	   igual	   que	   el	   northern-‐‑blot,	   la	   RT-‐‑PCR	   también	  

necesita	  conocer	  previamente	  el	  RNA	  cuya	  concentración	  se	  quiere	  comparar	  y	  en	  cada	  

reacción	   se	   compara	   la	   concentración	   de	   un	   único	   gen	   (Bustin,	   2000).	   La	   primera	  

metodología	   desarrollada	   para	   comparar	   de	   forma	   global	   los	   niveles	   de	   RNA	   entre	  

muestras	  biológicas	  fue	  la	  denominada	  como	  SAGE	  (Serial	  analysis	  of	  gene	  expression)	  

(Velculescu	  et	  al.,	  1997).	  El	  fundamento	  de	  la	  técnica	  consiste	  en	  la	  retrotranscripción	  

del	  mRNA	  de	  la	  muestra,	  y	  la	  digestión	  del	  cDNA	  con	  una	  enzima	  a	  la	  que	  se	  le	  añaden	  

unos	  adaptadores.	  Tras	  un	  proceso	  de	  amplificación,	  los	  fragmentos,	  denominados	  tags,	  

se	   ligan	   para	   formar	   di-‐‑tags	   que	   a	   su	   vez	   se	   unen	   a	   otros	   di-‐‑tags,	   para	   generar	  

concatémeros	   que	   son	   finalmente	   secuenciados.	   El	   análisis	   de	   la	   secuencia	   permite	  

determinar	  el	  número	  de	  Tags	  presentes	  en	  la	  muestra	  y	  se	  infiere	  que	  este	  número	  

debe	  ser	  proporcional	  al	  número	  de	  moléculas	  de	  ese	  mRNA	  en	  la	  muestra	  biológica.	  El	  

mayor	  inconveniente	  de	  esta	  técnica	  es	  su	  complejidad	  y	  los	  laboriosos	  procedimientos	  

para	  la	  producción	  de	  los	  concatémeros	  de	  “tags”.	  La	  siguiente	  aproximación	  técnica	  se	  
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llevó	  a	  cabo	  con	  el	  desarrollo	  de	  microarrays	  (Siezen	  et	  al.,	  2010).	  Esta	  técnica	  se	  basa	  

en	  el	  principio	  de	  hibridación	  de	  los	  ácidos	  nucleicos	  y	  permite	  analizar	  los	  patrones	  de	  

expresión	  de	  cientos	  de	  genes	  de	  forma	  mucho	  mas	  sencilla	  que	  el	  SAGE	  en	  un	  mismo	  

experimento	  (Srinivasan	  et	  al.,	  2005).	  Los	  microarrays	  son	  superficies	  sólidas	  a	  las	  que	  

están	  adheridas	  sondas	  de	  DNA.	  El	  RNA	  objeto	  de	  estudio	  se	  retrotranscribe	  a	  cDNA	  y	  

este	   se	  une	  por	   complementariedad	  a	   las	  sondas	  del	  microarray.	   La	  detección	  de	   la	  

complementariedad	   es	   posible	   porque	   el	   cDNA	   está	   conjugado	   con	   marcadores	  

fluorescentes.	  Inicialmente,	   los	  microarrays	  solo	  tenían	  sondas	  complementarias	  a	  la	  

región	  codificante	  de	  los	  genomas	  y	  por	  tanto	  no	  se	  podía	  obtener	  información	  de	  las	  

regiones	  intergénicas	  y	  tampoco	  de	  la	  cadena	  complementaria	  (Siezen	  et	  al.,	  2010).	  El	  

desarrollo	  de	  escáneres	  más	  potentes	  permitió	  aumentar	  la	  densidad	  de	  sondas	  por	  

unidad	  de	  superficie	  y	  con	  ello	  se	  desarrollaron	  los	  denominados	  “tilling	  arrays”.	  En	  los	  

tilling	  arrays,	  se	  incluyen	  sondas	  solapantes	  que	  cubren	  ambas	  cadenas	  del	  genoma	  del	  

organismo	  o	  célula	  que	  se	  esta	  estudiando,	  de	  forma	  que	  cualquier	  RNA	  que	  se	  produzca	  

puede	   ser	   detectado,	   sin	   el	   sesgo	   que	   introduce	   el	   considerar	   que	   solo	   la	   región	  

codificante	   del	   genoma	   tiene	   capacidad	   para	   producir	   RNA.	   Lógicamente,	   esta	  

metodología	  sigue	  necesitando	  para	  su	  diseño	  el	  conocimiento	  de	  la	  secuencia	  completa	  

del	  genoma	  del	  organismo	  objeto	  de	  estudio	  (Y.	  H.	  Yang	  et	  al.,	  2002;	  Smyth	  and	  Speed,	  

2003;	   Hinton	   et	   al.,	   2004).	   Utilizando	   la	   metodología	   de	   los	   tiling	   arrays,	   distintos	  

grupos	   fueron	  capaces	  de	  resolver	  el	   transcriptoma	  completo	  de	  distintas	  bacterias:	  

Listeria	  monocytogenes	  (Toledo-‐‑Arana	  et	  al.,	  2009),	  Bacillus	  subtilis	  (Rasmussen	  et	  al.,	  

2009),	  Halobacterium	  salinarum	  (Koide	  et	  al.,	  2009),	  Mycoplasma	  pneumoniae	  (Güell	  et	  

al.,	  2009),	  Escherichia	  coli	  (Selinger	  et	  al.,	  2000)	  y	  Caulobacter	  crescentus	  (McGrath	  et	  

al.,	  2007).	  	  

Aunque	  el	  desarrollo	  tecnológico	  que	  supuso	  el	  desarrollo	  de	  los	  microarrays	  y	  

de	   los	   tilling	   arrays	   en	   particular	   fue	   inmenso,	   esta	   metodología	   fue	   rápidamente	  

sustituida	  por	  la	  técnica	  de	  secuenciación	  masiva,	  conocida	  como	  RNA-‐‑seq	  (Z.	  Wang	  et	  

al.,	  2009).	  Esta	  técnica	  consiste	  en	  la	  secuenciación	  directa	  de	  RNA,	  tras	  su	  conversión	  

en	  cDNA.	  Para	  ello,	  de	  la	  fracción	  de	  RNA	  total,	  se	  eliminan	  los	  rRNA	  ribosómicos	  y	  los	  

RNA	  de	   transferencia,	   lo	  que	  permite	   enriquecer	   en	   la	   fracción	  de	  mRNA.	  El	  mRNA	  

resultante	  se	  retrotranscribe	  a	  cDNA	  y	  posteriormente	  se	  fragmenta.	  Estos	  fragmentos	  

de	  cDNA	  se	  ligan	  a	  adaptadores	  específicos	  en	  sus	  regiones	  5´	  y	  3´	  para	  no	  perder	  la	  

direccionalidad	  en	  las	  lecturas.	  De	  cada	  cDNA	  se	  obtiene	  la	  lectura	  de	  una	  secuencia	  

cuyo	  tamaño	  puede	  oscilar	  entre	  25-‐‑400	  pb	  (Wang	  et	  al.,	  2009).	  Una	  vez	  realizada	  la	  

secuenciación,	   las	   lecturas	   son	   mapeadas	   sobre	   un	   genoma	   de	   referencia	  
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determinándose	   las	   regiones	  de	   expresión	   (Sorek	   and	  Cossart,	   2010).	   El	   número	  de	  

lecturas	  que	  mapea	  sobre	  un	  determinado	  gen	  es	  directamente	  proporcional	  al	  número	  

de	  moléculas	  de	  RNA	  presentes	  en	  la	  célula	  en	  el	  momento	  de	  la	  purificación	  del	  RNA.	  

La	  técnica	  del	  RNA-‐‑seq	  tiene	  ventajas	  respecto	  al	  tilling	  array.	  Por	  un	  lado,	  presenta	  un	  

mayor	  rango	  dinámico,	  aumentando	  la	  ventana	  donde	  se	  pueden	  detectar	  diferencias	  

entre	  dos	  muestras	  y	  una	  resolución	  a	  nivel	  de	  nucleótido	  en	  los	  extremos	  5’	  y	  3’	  de	  

cada	  molécula	  de	  RNA	  (Wang	  et	  al.,	  2009).	  A	  partir	  de	  la	  técnica	  del	  RNA-‐‑seq	  se	  han	  

obtenido	   los	   transcriptomas	   de	   una	   gran	   cantidad	   de	   bacterias	   como:	  Burkholderia	  

cenocepacia	  (Yoder-‐‑Himes	  et	  al.,	  2009),	  Chlamydia	  trachomatis	  (Albrecht	  et	  al.,	  2010),	  

Escherichia	  coli	  (Dornenburg	  et	  al.,	  2010),	  Halobacterium	  salinarum	  (Koide	  et	  al.,	  2009),	  

Helicobacter	  pylori	  (Sharma	  et	  al.,	  2010),	  Lactococcus	  lactis	  (van	  der	  Meulen	  et	  al,	  2016),	  

Mycoplasma	  pneumoniae	  (Güell	  et	  al.,	  2009),	  Salmonella	  spp.	  (Perkins	  et	  al.,	  2009),	  S.	  

aureus	  (Lasa	  et	  al.,	  2011),	  Salmonella	  Typhimurium	   (Kröger	  et	  al.,	  2012),	  Clostridium	  

difficile	  (Soutourina	  et	  al.,	  2013),	  	  Neisseria	  gonorrhoeae	  (Remmele	  et	  al.,	  2014),	  	  

Gracias	  a	  las	  metodologías	  de	  los	  microarrays	  y	  del	  RNA-‐‑seq	  se	  ha	  obtenido	  una	  

imagen	   mucho	   mas	   precisa	   del	   transcriptoma	   de	   bacterias.	   De	   forma	   general,	   el	  

hallazgo	  mas	  sorprendente	  en	  el	  que	  coinciden	  los	  estudios	  transcriptómicos	  ha	  sido	  

que	   el	   genoma	   se	   transcribe	   desde	   muchas	   mas	   regiones	   que	   las	   inicialmente	  

consideradas	  como	  codificantes.	  Así,	  se	  ha	  visto	  que	  existe	  una	  gran	  cantidad	  de	  RNA	  

antisentido,	  que	  las	  regiones	  5’	  y	  3’	  de	  los	  RNA	  en	  muchos	  casos	  son	  mas	  largas	  de	  lo	  

esperado	  y	  que	  existe	  un	  gran	  número	  de	  RNAs	  no	  codificantes	  tanto	  de	  tamaño	  corto	  

(sRNA)	  como	  de	  tamaño	  largo	  (lncRNA,	  mayor	  a	  200	  nucleótidos)	  (Jensen	  et	  al.,	  2013;	  

Kapranov	  et	  al.,	  2007;	  Wade	  and	  Grainger,	  2014).	  

	  

3.  Regulación  de  la  expresión  génica  mediada  por  RNAs  

Los	   RNAs	   reguladores	   son	   RNAs	   normalmente	   no	   codificantes	   que	   actúan	  

mediante	   varios	  mecanismos	   para	   controlar	   la	   expresión	   génica	   a	   distintos	   niveles	  

como	  la	  transcripción,	  traducción	  o	  estabilidad	  del	  mRNA.	  A	  continuación,	  se	  describen	  

los	  distintos	  tipos	  de	  RNAs	  reguladores	  que	  podemos	  encontrar	  en	  bacterias.	  

	  

3.1.  RNAs  pequeños  (sRNAs)  

La	   mayoría	   de	   los	   sRNAs	   regulan	   la	   expresión	   génica	   mediante	  

complementariedad	  de	  bases	  con	  mRNAs	  diana.	  Existen	  dos	  tipos	  de	  sRNAs,	  los	  sRNAs	  

codificados	  en	  cis	  y	  los	  sRNAs	  codificados	  en	  trans.	  Los	  sRNAs	  codificados	  en	  cis	  son	  
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aquellos	   que	   se	   sintetizan	   en	   el	  mismo	   locus	   genómico	   que	   los	  mRNA	  diana	   lo	   que	  

implica	  que	  la	  complementariedad	  entre	  ambos	  es	  total	  (Waters	  and	  Storz,	  2009).	  Los	  

sRNAs	   codificados	   en	   trans	   se	   sintetizan	   en	  un	   locus	   genómico	  distinto	   a	   los	  mRNA	  

diana,	  esto	  normalmente	  se	  traduce	  en	  que	  la	  complementariedad	  con	  el	  mRNA	  diana	  

es	  parcial,	  característica	  que	  permite	  a	  los	  sRNAs	  tener	  múltiples	  mRNAs	  diana	  (Waters	  

and	  Storz,	  2009).	  En	  muchos	  casos,	  estos	  sRNAs	  necesitan	  asociarse	  a	  chaperonas	  como	  

Hfq	  para	  facilitar	  su	  unión	  al	  mRNA	  	  

(De	   Lay	   et	   al.,	   2013;	   Gottesman	   and	   Storz,	   2011;	   Vogel	   and	   Luisi,	   2011).	   Los	  

sRNAs	   pueden	   regular	   la	   traducción	   y	   estabilidad	   del	   mRNA	   mediante	   distintos	  

mecanismos:	  por	  un	  lado	  pueden	  unirse	  a	  la	  región	  5´UTRs	  del	  mRNA	  bloqueando	  la	  

RBS	   lo	   que	   impide	   la	   unión	  del	   ribosoma	   y	   provoca	   inhibición	   de	   la	   traducción	  del	  

mRNA	   (Figura	   2A)	   (Sharma	   et	   al.,	   2007).	   En	   otras	   ocasiones,	   RNasas	   especificas	  

pueden	   reconocer	   las	   zonas	   de	   solapamiento	   del	   dúplex	   sRNA-‐‑mRNA	   y	  procesarlas	  

provocando	  la	  degradación	  del	  mRNA	  (Figura	  2B)	  (Morita	  et	  al.,	  2005;	  Desnoyers	  et	  al.,	  

2009).	  Por	  último,	  la	  unión	  del	  sRNAs	  también	  pueden	  activar	  la	  traducción	  del	  mRNA	  

mediante	  la	  unión	  a	  una	  región	  aguas	  arriba	  del	  sitio	  de	  unión	  del	  ribosoma	  y	  liberar	  

estructuras	   secundarias	   que	   impidan	   la	   unión	   del	   mRNA	   al	   ribosoma	   (Figura	   2C)	  

(Gottesman,	   2005;	   Prévost	   et	   al.,	   2007;	   Papenfort	   et	   al,	   2013).	   Normalmente	   la	  

transcripción	  de	  los	  sRNAs	  codificados	  en	  trans	  se	  induce	  en	  condiciones	  específicas	  

como:	   estrés,	   fase	   estacionaria,	   temperatura	   o	   cambios	   metabólicos	   en	   los	   que	   se	  

requiere	  su	  actividad	  reguladora	  solo	  excepcionalmente	  estos	  sRNAs	  se	  expresan	  de	  

forma	   constitutiva	   (Wagner	   and	   Romby,	   2015).	   Además	   de	   actuar	   mediante	  

emparejamiento	  de	  bases,	  los	  sRNAs	  pueden	  interaccionar	  con	  proteínas	  y	  modificar	  su	  

actividad.	  Dos	  familias	  de	  sRNAs	  reguladores	  que	  actúan	  de	  éste	  modo	  son	  6S	  y	  CsrB	  

sRNA	  (Gottesman	  and	  Storz,	  2011).	  	  El	  sRNA	  6S	  de	  E.	  coli	  representa	  a	  una	  familia	  de	  

sRNAs	   que	   se	   asocian	   con	   la	   RNA	   polimerasa	   (RNAP)	   y	   evitan	   que	   ésta	   se	   una	   al	  

promotor	  de	  sus	  genes	  diana	  e	  inhiba	  la	  transcripción	  de	  los	  genes	  correspondientes.	  

Podemos	  encontrar	  este	  tipo	  de	  sRNAs	  en	  bacterias	  gram	  negativas	  y	  gram	  positivas	  

aunque	  su	  secuencia	  no	  esta	  conservada	  	  

(Wassarman,	  2007;	  Wassarman	  and	  Storz,	  2000).	  CsrB	  y	  CsrC	  son	  RNAs	  de	  E.	  coli	  

que	  modulan	  la	  actividad	  de	  una	  proteína	  de	  unión	  a	  RNA	  denominada	  CsrA.	  CsrA	  se	  

une	  a	  la	  5´UTR	  de	  un	  mRNA	  afectando	  a	  su	  estabilidad	  y/o	  traducción	  pero	  cuando	  los	  

niveles	  de	  CsrB	  y	  CsrC	  aumentan	  estos	  secuestran	  a	  CsrA	  evitando	  que	  actúe	  (Waters	  

and	  Storz,	  2009).	  
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Figura  2.  Mecanismos  de  regulación  de  la  traducción  y  estabilidad  de  mRNAs  mediados  por  
sRNAs.  (A)  Unión  al  extremo  5´UTR  del  mRNA  bloqueando  el  sitio  de  unión  al  ribosoma  y  
la   traducción   del  mRNA   (B)   Formación   de   un   dúplex   sRNA-mRNA  que   es   reconocido   y  
procesado   por   enzimas   degradadoras   del  RNA;;   (C)  Liberar   estructuras   secundarias   que  
inhiben  la  traducción  del  mRNA.  
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3.2.  UTRs  (untranslated  regions)  

Las	   denominadas	   5´y	   3´UTRs	   son	   regiones	   no	   traducidas	   del	   RNA	   que	   se	  

encuentran	  antes	  (5´)	  o	  después	  (3´)	  de	  la	  región	  codificante	  del	  mRNA.	  En	  relación	  con	  

las	  regiones	  5´UTR	  de	  los	  mRNAs,	  en	  ellas	  podemos	  encontrar	  la	  secuencia	  de	  unión	  al	  

ribosoma,	  sitios	  de	  unión	  para	  sRNAs,	  proteínas	  reguladoras	  de	  RNA,	  riboswitches	  y	  

termosensores.	  Los	  riboswitches	  son	  elementos	  reguladores	  en	  cis	  que	  se	  encuentran	  

en	   las	   regiones	  5´UTR	   de	   los	  mRNA	   y	   que	   sufren	   cambios	   conformacionales	   tras	   la	  

unión	   de	   un	   determinado	   metabolito.	   La	   estructura	   alterada	   del	   mRNA	   afecta	   a	   la	  

expresión	  del	  transcrito	  que	  se	  encuentra	  aguas	  abajo	  del	  mismo	  (Roth	  and	  Breaker,	  

2009;	   Mandal	   et	   al.,	   2003).	   Los	   riboswitches	   pueden	   detectar	   cambios	   en	   la	  

concentración	  intracelular	  de	  metabolitos	  como	  iones,	  coenzimas,	  aminoácidos	  o	  c-‐‑di-‐‑

GMP,	   lo	   interesante	   es	   que	   la	   mayoría	   de	   los	   genes	   que	   son	   regulados	   mediante	  

riboswitches	  están	  involucrados	  en	  el	  transporte	  y	  la	  biosíntesis	  de	  éstos	  metabolitos	  

efectores	  (Lioliou	  et	  al.,	  2010).	  Los	  riboswitches	  están	  formados	  por	  dos	  dominios,	  el	  

aptámero	   que	   reconoce	   al	   ligando	   y	   una	   plataforma	   de	   expresión	   que	   controla	   el	  

transcrito	  que	  se	  encuentra	  aguas	  abajo.	  La	  estructura	  de	  la	  plataforma	  de	  expresión	  es	  

dependiente	   del	   dominio	   aptámero.	   La	   unión	   de	   un	  metabolito	   al	   aptámero	   puede	  

inducir	  un	  secuestro	  de	  la	  plataforma	  de	  expresión	  y	  provocar	  que	  la	  conformación	  del	  

riboswitch	  pase	  de	  encendido	  a	  apagado,	  o	  viceversa	  (Lioliou	  et	  al.,	  2010).	  Dependiendo	  

de	   su	   localización,	   los	   riboswitches	   pueden	   controlar:	   la	   terminación	   de	   la	  

transcripción,	   el	   inicio	   de	   la	   traducción	   o	   el	   procesamiento	   del	  mRNA	   (Figura	   3A).	  

Otros	  elementos	  reguladores	  de	  las	  5´UTRs	  son	  los	  termosensores	  o	  termómetros	  de	  

RNA	   que	   normalmente	   están	   implicados	   en	   patogénesis	   microbiana,	   desarrollo	   de	  

bacteriófagos	  o	  lisogenia	  (Narberhaus	  et	  al.,	  2006;	  Klinkert	  and	  Narberhaus,	  2009).	  Si	  

los	   genes	   que	   se	   encuentran	   aguas	   abajo	   del	   termosensor	   producen	   proteínas	   de	  

choque	   térmico,	   a	   bajas	   temperaturas	   los	   termómetros	   de	   RNA	   tendrán	   una	  

conformación	  “cerrada”	  de	  modo	  que	  la	  RBS	  será	  completamente	  inaccesible	  para	  el	  

ribosoma	  y	  el	  RNA	  no	  se	  traducirá.	  Cuando	  se	  produzca	  un	  incremento	  de	  temperatura,	  

la	   conformación	   del	   termosensor	   cambiará	   a	   “abierta”	   posibilitando	   la	   unión	   del	  

ribosoma	  y	  en	  consecuencia	  traducción	  del	  mRNA	  (Figura	  3B)	  (Lioliou	  et	  al.,	  2010).	  

Existe	  la	  posibilidad	  de	  que	  algunos	  riboswitches	  controlen	  determinados	  sRNAs	  y	  que	  

estos	  actúen	  en	  trans.	  	  
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Figura  3.  Elementos  reguladores  de  las  5´UTRs  (A)  Riboswitches  (B)  Termosensores.  
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En	  eucariotas,	  las	  regiones	  3´UTRs	  de	  los	  mRNAs	  tienen	  secuencias	  reguladoras	  

a	   las	  que	   se	  pueden	  unir	  microRNAs	  que	   actúan	  en	   trans	   y	   pueden	  dar	   lugar	  a	  una	  

regulación	   post-‐‑transcripcional	   mediante	   el	   silenciamiento	   de	   genes,	   la	  

desestabilización	  del	  mRNA	  o	  la	  alteración	  del	  proceso	  de	  la	  traducción	  (Mignone	  et	  al.,	  

2002).	  Hasta	  hace	  unos	  años,	  no	  se	  tenían	  evidencias	  de	  que	  en	  procariotas,	  las	  regiones	  

3’	   UTR	   tuviesen	   ninguna	   función	   reguladora,	   mas	   allá	   de	   contener	   la	   secuencia	  

terminadora	   del	   proceso	   de	   la	   transcripción	   y	   la	   existencia	   de	   regiones	   con	   una	  

secuencia	  similar	  a	  la	  de	  algunos	  sRNAs	  (Zhang	  et	  al.,	  2003;	  Vogel	  et	  al.,	  2003;	  Miyakoshi	  

et	  al.,	  2015).	  El	  avance	  en	  las	  técnicas	  de	  RNA-‐‑seq	  han	  permitido	  detectar	  la	  existencia	  

de	  3´UTRs	   inusualmente	   largas	  y	  cuya	  secuencia	  esta	   tan	  conservada	  como	   la	  de	   las	  

regiones	  codificantes,	   lo	  que	  sugiere	  que	  estas	  regiones	  pueden	  tener	  un	  papel	  en	  la	  

regulación	   de	   la	   expresión	   de	   los	   mRNAs.	   En	   un	   estudio	   realizado	   en	   S.	   enterica	  

estudiando	  la	  función	  de	  la	  3´UTR	  (310	  nucleótidos)	  del	  mRNA	  hilD,	  López-‐‑Garrido	  et	  

al	  mostrarón	  que	  la	  deleción	  de	  la	  región	  3´UTR	  de	  hilD	  provoca	  un	  incremento	  en	  la	  

cantidad	  de	  transcrito	  hilD	  (López-‐‑Garrido	  et	  al.,	  2014).	  La	  fusión	  de	  la	  3’	  UTR	  al	  gen	  de	  

la	   GFP	   disminuía	   su	   expresión,	   indicando	   que	   la	   3’	   UTR	   actúa	   como	   un	   módulo	  

independiente	  que	  facilita	  la	  degradación	  del	  mRNA	  en	  el	  degradosoma.	  En	  otro	  estudio	  

realizado	  en	  S.	  aureus	  por	  nuestro	  grupo	  de	  investigación,	  se	  observo	  que	  un	  tercio	  de	  

los	  transcritos	  producidos	  en	  S.	  aureus	  tienen	  3´UTRs	  de	  más	  de	  100	  nucleótidos.	  De	  

entre	   estas	   3`UTRs	   largas	   destacaba	   especialmente	   la	   del	   gen	   que	   codifica	   para	   el	  

represor	  de	   la	  síntesis	  de	  exopolisacárido	  PIA/PNAG,	   icaR	  (Ruiz	  de	  Los	  Mozos	  et	  al.,	  

2013).	  La	  deleción	  de	  la	  región	  3´UTR	  de	  icaR	  provocaba	  la	  estabilización	  del	  mRNA	  de	  

icaR	   e	   incrementaba	   la	   cantidad	   de	   proteína.	   Un	   análisis	   detallado	   de	   la	   estructura	  

secundaria	  del	  mRNA	  de	  icaR	  sugería	  una	  posible	  hibridación	  entre	  el	  dominio	  UCCCUG	  

presente	  en	  la	  región	  3’	  con	  el	  sitio	  de	  unión	  al	  ribosoma	  localizado	  en	  la	  región	  5´UTR.	  

Los	  resultados	  mostraron	  que	  la	  hibridación	  de	  las	  regiones	  5’	  y	  3’	  de	  icaR	  provocaba	  

por	   un	   lado	   la	   inhibición	   en	   la	   traducción	   del	   mRNA	   porque	   impedía	   la	   unión	   del	  

ribosoma	  y	  por	  otro	  lado	  facilitaba	  la	  degradación	  del	  RNA	  de	  cadena	  doble	  a	  través	  de	  

RNasa	  III.	  Los	  estudios	  con	  las	  3’	  UTR	  de	  hilD	  e	  icaR	  mostraban	  por	  primera	  vez	  que	  las	  

regiones	  3´UTRs	  bacterianas	  pueden	  tener	  un	  papel	  en	  la	  regulación	  de	  la	  expresión	  

génica	  (López-‐‑Garrido	  et	  al.,	  2014).	  	  

Otra	  función	  de	  las	  regiones	  3’	  UTR	  que	  tiene	  influencia	  en	  la	  expresión	  génica	  es	  

como	   fuente	   de	   RNAs	   reguladores.	   Estos	   sRNAs	   pueden	   generarse	   a	   partir	   de	   un	  

promotor	  propio	  e	  independientemente	  de	  la	  expresión	  del	  mRNA	  con	  el	  que	  solapa,	  o	  

como	  consecuencia	  del	  procesamiento	  del	  mRNA.	  Lógicamente,	  en	  el	  segundo	  caso,	  el	  
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sRNA	  solo	  se	  produce	  en	  el	  caso	  de	  que	  el	  mRNA	  se	  transcriba.	  El	  grupo	  de	  J.	  Vogel,	  ha	  

mostrado	   que	   S.	   entérica	   produce	   un	   sRNA	   denominado	   CpxQ	   a	   partir	   del	  

procesamiento	   realizado	  por	  RNasaE	  del	   extremo	   3´UTR	  del	  mRNA	  cpxP	   (Chao	   and	  

Vogel,	   2016)	   (Miyakoshi	   et	   al.,	   2015).	   En	   esta	   estrategia,	   a	   partir	   del	  mismo	  mRNA	  

(cpxP)	  se	  produce	  una	  chaperona	  (CpxP)	  que	  controla	  la	  expresión	  de	  proteínas	  mal	  

plegadas	  que	  se	  acumulan	  en	  el	  periplasma	  y	   tras	  su	  procesamiento	  por	  RNasaE	  un	  

sRNA	  regulador	  (CpxQ)	  que	  evita	  la	  síntesis	  de	  dichas	  proteínas	  en	  el	  citosol.	  La	  vía	  Cpx	  

y	  el	  sRNA	  CpxQ	  son	  necesarios	  para	  la	  supervivencia	  de	  la	  bacteria	  en	  condiciones	  de	  

disipación	  de	  potencial	  de	  membrana	  lo	  que	  evidencia	  la	  importancia	  de	  este	  tipo	  de	  

mecanismos	  de	  regulación.	  

	  

3.3.  Transcripción  solapante  

El	   termino	   transcripción	   solapante	   se	   refiere	   a	   dos	   RNA	   cuya	   secuencia	   es	  

complementaria	   porque	   se	   producen	   a	   partir	   de	   la	   transcripción	   de	   una	   misma	  

secuencia	   de	   DNA	   leída	   en	   direcciones	   opuestas.	   El	   efecto	   regulador	   de	   los	   RNA	  

solapantes	   fue	   inicialmente	   descrito	   estudiando	   los	   mecanismos	   de	   replicación	   de	  

determinados	  plásmidos.	  En	  el	  estudio	  del	  plásmido	  R1	  de	  E.	  coli	  se	  observó	  que	  su	  

replicación	   estaba	   regulada	   por	   un	   RNA	   denominado	   CopA.	   CopA	   es	   un	   RNA	   no	  

codificante	   constituido	   por	   93	   nucleótidos	   que	   se	   caracteriza	   por	   su	   estructura	   de	  

horquilla	   interrumpida	   por	   varios	   nucleótidos	   desapareados.	   En	   el	   plásmido	   R1	   se	  

forma	  un	  complejo	  fuertemente	  estable	  entre	  el	  RNA	  CopA	  y	  el	  mRNA	  diana	  CopT	  que	  

inhibe	   la	   replicación	   del	   plásmido	   a	   través	   de	   este	   mecanismo	   de	   transcripción	  

solapante	   (Stougaard	   et	   al.,	   1981).	   Años	   después	   se	   observó	   que	   la	   secuencia	   de	  

inserción	  IS10	  puede	  reprimir	  la	  síntesis	  de	  su	  propia	  transposasa	  a	  nivel	  traduccional.	  

La	  inhibición	  en	  la	  síntesis	  de	  esta	  proteína	  se	  debe	  al	  solapamiento	  que	  se	  produce	  

entre	  el	  mRNA	  de	  la	  transposasa	  y	  un	  sRNA	  procedente	  de	  la	  secuencia	  IS10.	  Ambos	  

transcritos	  tienen	  una	  región	  de	  complementariedad	  de	  36	  pb	  que	  incluye	  el	  codón	  de	  

inicio	  de	  la	  traducción	  de	  la	  transposasa,	  esto	  impide	  la	  unión	  del	  ribosoma	  al	  mRNA	  lo	  

que	  provoca	  la	  inhibición	  en	  la	  traducción	  de	  la	  proteína	  (Simons	  and	  Kleckner,	  1983).	  

Hasta	  este	  momento	  y	  dado	  que	  las	  técnicas	  no	  eran	  lo	  suficientemente	  sensibles,	   la	  

existencia	  de	  transcripción	  solapante	  no	  era	  fácilmente	  identificable	  (Brantl,	  2007).	  El	  

análisis	  transcriptómico	  ha	  mostrado	  que	  una	  gran	  cantidad	  del	  genoma	  bacteriano	  se	  

transcribe	  de	  forma	  solapante.	  La	  transcripción	  solapante	  se	  puede	  producir	  entre	  un	  

mRNA	  y	  un	  RNA	  no	  codificante	  o	  dos	  mRNA.	  Aunque	  ambos	  RNAs	  tienen	  que	  tener	  su	  
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propio	  promotor,	  la	  región	  promotora	  de	  muchos	  de	  los	  RNA	  antisentido	  identificados	  

no	   esta	  bien	  definida.	   El	   tamaño	  de	   la	   región	  solapante	   es	  muy	  variable,	   y	   tenemos	  

ejemplos	  de	  asRNAs	  de	  77	  nucleótidos	  como	  SymR	  de	  E.	  coli	  (Kawano	  et	  al.,	  2007)	  pero	  

también	  de	  2Kb	  como	  ocurre	  en	  L.	  monocytogenes	  con	  una	  de	  sus	  5´UTR	  largas	  que	  

solapa	  con	   tres	  genes	  que	   intervienen	  en	   la	  síntesis	  del	   flagelo	   (Toledo-‐‑Arana	  et	  al.,	  

2009).	  	  

La	  transcripción	  solapante	  puede	  regular	  la	  expresión	  de	  los	  genes	  a	  nivel	  de	  la	  

transcripción,	  promoviendo	  la	  degradación	  o	  estabilización	  del	  mRNA,	  o	  a	  nivel	  de	  la	  

traducción.	  A	   continuación,	   se	  describe	   como	  pueden	   tener	   lugar	   estos	  procesos	  de	  

regulación	  

	  

3.3.1.  Degradación  del  RNA  “sentido”  

Los	  asRNAs	  pueden	  inducir	  la	  degradación	  de	  los	  mRNA	  sentido.	  En	  S.	  enterica	  

ser.	  Typhimurium	  el	  asRNA	  denominado	  AmgR	  (1,2kb)	  es	  complementario	  a	  la	  región	  

mgtC	  del	  operón	  mgtCBR.	  La	  expresión	  de	  AmgR	  promueve	  la	  disminución	  de	  MgtC	  y	  

MgtB	  en	  un	  proceso	  que	  requiere	  de	  RNasaE	  e	   independiente	  de	  RNasa	   III	  (Lee	  and	  

Groisman,	  2010).	  	  

	  

3.3.2.  Estabilización  del  mRNA  

La	   transcripción	   solapante	   puede	   tener	   un	   efecto	   en	   la	   estabilidad	   del	  mRNA	  

promoviendo	   su	   corte	   por	   endorribonucleasas	   o	   exonucleasas.	   En	   bacterias	   las	   dos	  

endorribonucleasas	  que	   se	   asocian	  principalmente	   con	   esta	   función	   son	  RNasa	   III	   y	  

RNasaE	  (Thomason	  and	  Storz,	  2010).	  Este	  tipo	  de	  mecanismo	  de	  regulación	  se	  observa	  

en	  E.	  coli	  donde	  GadY	  es	  un	  tipo	  de	  RNA	  regulador	  codificado	  en	  la	  hebra	  opuesta	  y	  

dirección	   contraria	   a	   gadX	   y	   gadW,	   que	   además	   solapa	   con	   ambos	   en	   su	   región	  

intergénica.	   El	   mRNA	   producido	   por	   gadX	   y	   gadY	   se	   procesa	   en	   la	   zona	   de	  

complementariedad	  con	  GadY	  dando	  lugar	  a	  dos	  transcritos	  que	  se	  acumulan	  en	  mayor	  

cantidad	  que	  el	  mRNA	  sin	  procesar.	  Parte	  de	  este	  procesamiento	  se	  realiza	  por	  RNasa	  

III	  aunque	  parece	  que	  hay	  más	  endorribonucleasas	   implicadas	  (Opdyke	  et	  al.,	  2004;	  

Opdyke	  et	  al.,	  2011).	  

	  

3.3.3.  Regulación  de  la  traducción  

Al	  igual	  que	  ocurre	  con	  los	  RNAs	  codificados	  en	  “trans”	  que	  a	  menudo	  se	  unen	  a	  

la	  secuencia	  Shine-‐‑Dalgarno	  (SD)	  del	  mRNA,	  la	  transcripción	  solapante	  pueden	  actuar	  
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inhibiendo	   la	   traducción	   (Sesto	  et	   al.,	   2013).	  Un	  ejemplo	  de	   regulación	   a	  nivel	   de	   la	  

traducción	   lo	   encontramos	   en	   E.	   coli	   donde	   se	   estudió	   el	   par	   sentido/antisentido:	  

SymE/SymR.	  La	  interacción	  entre	  SymR	  y	  el	  mRNA	  de	  symE	  provoca	  que	  la	  secuencia	  

SD	  sea	  inaccesible	  para	  el	  ribosoma	  lo	  que	  bloquea	  la	  producción	  de	  SymE.	  En	  ausencia	  

de	   SymR	   la	   cantidad	  de	   transcrito	   symE	  apenas	  aumenta,	   sin	   embargo,	   hay	  un	  gran	  

incremento	  a	  nivel	  de	  proteína.	  Esto	  quiere	  decir	  que	  SymR	  tiene	  un	  efecto	  moderado	  

con	   respecto	   a	   la	   estabilidad	   del	   transcrito	   y	   que	   su	   función	   principal	   es	   inhibir	   la	  

traducción	  de	  SymE	  (Kawano	  et	  al.,	  2007).	  
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4.  Transcriptoma  de  S.  aureus  

En	  un	  estudio	  previo	  de	  nuestro	  laboratorio	  determinamos	  el	  transcriptoma	  de	  

S.	  aureus	  (Lasa	  et	  al.,	  2011).	  La	  singularidad	  de	  este	  análisis	  radicó	  en	  que	  se	  secuenció	  

no	   sólo	   la	   fracción	  de	  RNAs	   largos,	   sino	   también	   la	   fracción	  de	  RNAs	  menores	   a	  50	  

nucleótidos.	   La	   fracción	   de	   RNAs	   cortos	   no	   se	   había	   analizado	   hasta	   ese	  momento	  

debido	  a	  que	  contiene	  una	  gran	  cantidad	  de	  RNAs	  de	  transferencia	  (tRNA)	  así	  como	  el	  

RNA	  ribosomal	  5S,	  lo	  que	  hacía	  pensar	  que	  su	  análisis	  no	  aportaría	  ninguna	  información	  

relevante.	  La	  novedad	  metodológica	  que	  se	  introdujo	  en	  ese	  estudio	  fue	  la	  purificación	  

de	  la	  fracción	  de	  RNAs	  menores	  a	  50	  nucleótidos	  adaptando	  un	  protocolo	  que	  se	  había	  

utilizado	  previamente	  en	  Drosophila	  para	  purificar	  microRNAs	  (Czech	  et	  al.,	  2008).	  Las	  

librerías	  de	  RNA-‐‑seq	  que	  se	  construyeron	  a	  partir	  de	  ambas	  fracciones	  se	  secuenciaron	  

mediante	  RNA	  seq	  (Illumina	  Genome	  Analyzer	  II).	  El	  análisis	  de	  los	  resultados	  reveló	  

que	  los	  RNAs	  cortos	  se	  acumulaban	  de	  forma	  simétrica	  en	  regiones	  que	  coincidían	  con	  

zonas	   donde	   los	   resultados	   de	   RNA-‐‑seq	   de	   RNA	   largos	   identificaba	   zonas	   de	  

solapamiento	  de	  RNA	  sentido/antisentido	  (Figura	  4).	  Otra	  particularidad	  que	  puso	  de	  

manifiesto	  el	  análisis	  de	  las	  librerías	  de	  RNAs	  cortos	  era	  que	  su	  acumulación	  en	  ambas	  

cadenas	  era	  similar,	  sugiriendo	  que	  los	  RNAs	  cortos	  eran	  el	  producto	  del	  procesamiento	  

de	  estas	  regiones	  en	  las	  que	  un	  transcrito	  generado	  en	  la	  hebra	  sentido	  solapaba	  con	  

otro	   transcrito	   generado	   en	   la	   hebra	   antisentido	   generando	   una	   región	   de	   RNA	   de	  

cadena	  doble.	  Posteriormente	  se	  observo	  que	  el	  procesamiento	  de	  los	  RNAs	  solapantes	  

y	  la	  generación	  de	  los	  RNAs	  cortos	  	  dependía	  de	  la	  actividad	  de	  la	  enzima	  RNasa	  III,	  la	  

única	  endoribonucleasa	  de	  cadena	  doble	  presente	  en	  el	  genoma	  de	  S.	  aureus	  (Anderson	  

and	  Dunman,	  2009).	  En	  ausencia	  de	  RNasa	  III,	  la	  acumulación	  simétrica	  de	  RNAs	  cortos	  

en	  las	  regiones	  de	  solapamiento	  de	  RNAs	  largos	  desaparecía	  completamente,	  sin	  que	  el	  

patrón	  de	  expresión	  de	  los	  mRNAs	  se	  modificase	  significativamente	  (Lasa	  et	  al.,	  2011).	  
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Figura   4.   Esta   imagen   representa   la   información   transcriptómica   obtenida   a   partir   de   la  
secuenciación  de  los  RNAs  largos  y  cortos  de  Staphylococcus  aureus  en  una  región  de  30  
kb  del  genoma  de  S.  aureus,   lo  que  representa  1%  del  genoma  de  la  bacteria.  Las  líneas  
azules  representan  ORFs  y  las  flechas  rojas  transcritos  detectados.  En    negro  se  representa  
la  información  correspondiente  a  la  wild  type  y  en  verde  el  mutante  en  RNasa  III  (Lasa  et  al.,  
2011).  
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A	  partir	  de	  este	  estudio	  se	  identificaron	  varias	  formas	  de	  transcripción	  solapante	  

en	  S.	  aureus	  (Figura	  5)	  (Lasa	  et	  al.,	  2012):	  	  

-‐‑	   RNAs	   antisentido:	   Son	   transcritos	   no	   codificantes	   que	   solapan	   parcial	   o	  

completamente	  con	  transcritos	  producidos	  en	  la	  otra	  hebra	  (Figura	  5A).	  	  

-‐‑	  5´UTR	  solapantes:	  El	  promotor	  de	  un	  gen	  está	  localizado	  aguas	  arriba	  del	  mismo	  

siendo	  esta	  región	  del	  transcrito	  la	  que	  solapará	  con	  el	  transcrito	  que	  se	  produzca	  desde	  

la	  hebra	  contraria	  (Figura	  5B).	  

-‐‑	  3´UTRs	  solapantes:	  Los	  terminadores	  de	  un	  gen	  se	  localizan	  aguas	  abajo	  a	  una	  

distancia	  muy	  grande	  del	  final	  de	  la	  región	  codificante	  del	  RNAm	  y	  eso	  provoca	  que	  se	  

solape	   con	   el	   final	   del	   gen	   adyacente	   que	   se	   transcribe	   en	   dirección	   contraria.	   En	  

algunos	   casos,	   el	   solapamiento	   se	   produce	   porque	   el	   terminador	   tiene	   escape	   y	   la	  

transcripción	  continua	  en	  un	  porcentaje	  más	  allá	  del	  terminador.	  (Figura	  5C).	  

En	  todos	  los	  ejemplos	  de	  transcripción	  solapante	  debido	  a	  solapamiento	  entre	  las	  

regiones	   5’	   y	   3’	   UTRs,	   el	   proceso	   de	   solapamiento,	   podría	   ser	   fácilmente	   evitado,	  

poniendo	  los	  promotores	  o	  terminadores	  más	  próximos	  a	  la	  región	  codificante	  del	  gen	  

o	   situando	   el	   gen	   solapante	   en	   otra	   región	   del	   genoma.	   El	   hecho	   de	   que	   durante	   la	  

evolución	  se	  haya	  seleccionado	  la	  existencia	  del	  solapamiento	  y	  no	  se	  haya	  evitado	  su	  

existencia,	  es	  una	  sólida	  evidencia	  de	  que	  debe	  de	  jugar	  un	  papel	  regulador.	  
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Figura	  5.	  Tipos	  de	  transcripción	  solapante	  en	  Staphylococcus	  aureus	  (A)	  RNAs	  

cis-‐‑antisentido	  (B)	  5´UTRs	  solapantes	  (C)	  3´UTRs	  solapantes	  (Lasa	  et	  al.,	  2012).	  
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En	  este	  estudio	  también	  se	  analizó	  si	  el	  proceso	  de	  digestión	  de	  RNAs	  solapantes	  

mediado	  por	  RNasa	  III	  era	  un	  proceso	  específico	  de	  S.	  aureus	  o	  si	  ocurría	  también	  en	  

otras	  bacterias.	  Para	  responder	  a	  estas	  preguntas	  se	  analizaron	  las	  fracciones	  de	  RNAs	  

cortos	  en	  tres	  bacterias	  gram	  positivas	  (E.	  faecalis,	  L.	  monocytogenes	  y	  B.	  subtilis)	  para	  

las	  que	   existían	   estudios	   transcriptómicos	  previos	   (Rasmussen	  et	   al.,	   2009;	  Toledo-‐‑

Arana	  et	  al.,	  2009;	  Fouquier	  d’Hérouel	  et	  al.,	  2011).	  Los	  resultados	  evidenciaron	  una	  

acumulación	  de	  cantidades	  simétricas	  de	  RNAs	  cortos	  en	  aquellas	  regiones	  en	  las	  que	  

los	   estudios	   previos	   mostraban	   la	   existencia	   de	   RNAs	   solapantes.	   Estos	   resultados	  

sugerían	   que	   el	   proceso	   de	   digestión	   de	   los	   RNAs	   solapantes	   ocurre	   de	   forma	  

generalizada	   en	   las	   bacterias	   gram	   positivas.	   Sin	   embargo,	   un	   estudio	   similar	   de	  

secuenciación	  de	  la	  fracción	  de	  de	  RNAs	  cortos	  en	  la	  bacteria	  S.	  enteritidis	  no	  consiguió	  

mostrar	   la	   existencia	   de	   fracciones	   de	   RNAs	   cortos	   que	   se	   acumulasen	   de	   forma	  

simétrica	   en	   aquellas	   regiones	   donde	   se	   produce	   transcripción	   solapante.	   La	  

interpretación	  mas	  simplista	  de	  estos	  resultados	  es	  que	  el	  proceso	  de	  digestión	  de	  RNAs	  

solapantes	  no	  ocurre	  en	  bacterias	  gram	  negativas.	  Otra	  posible	  interpretación	  es	  que	  

las	  bacterias	  gram	  negativas	  tengan	  un	  sistema	  de	  procesamiento	  similar	  pero	  que	  los	  

fragmentos	  cortos	  resultantes	  de	  la	  digestión	  sean	  inmediatamente	  degradados	  por	  la	  

acción	  de	  otras	  ribonucleasas,	  lo	  que	  impide	  su	  purificación.	  En	  apoyo	  de	  esta	  segunda	  

hipótesis,	  Lybecker	  et	  al	  realizaron	  un	  estudio	  en	  el	  que	  inmunoprecipitaron	  todos	  los	  

RNAs	   de	   cadena	   doble	   existente	   en	   la	   bacteria	  E.	   coli	   utilizando	   un	   anticuerpo	   que	  

reconoce	  la	  estructura	  del	  RNA	  de	  cadena	  doble	  independientemente	  de	  la	  secuencia	  

(Lybecker	  et	  al.,	  2014).	  Los	  resultados	  de	  este	  estudio	  mostraron	  que	  en	  un	  mutante	  en	  

RNasa	  III	  la	  cantidad	  de	  RNA	  de	  cadena	  doble	  era	  muy	  superior	  a	  la	  bacteria	  salvaje,	  

indicando	  que	  RNasa	  III	  degrada	  el	  RNA	  solapante	  existente	  en	  la	  bacteria.	  
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5.  Síntesis  de  menaquinona  en  Staphylococcus  aureus  

La	  menaquinona,	   también	  denominada	   vitamina	  K2,	   es	   la	  molécula	   que	   actúa	  

como	  primer	  aceptor	  de	  electrones	  de	   la	  cadena	   transportadora	  y	   tiene	  por	   función	  

ceder	  los	  electrones	  captados	  del	  NADH	  y	  FADH2	  a	  los	  citocromos.	  Las	  moléculas	  de	  

NADH	  y	  FADH2	  se	  obtienen	  en	  el	  ciclo	  de	  krebs	  tras	  la	  degradación	  del	  piruvato	  que	  

proviene	  de	   la	  glucólisis.	  Los	  electrones	  que	  provienen	  de	   las	  moléculas	  de	  NADH	  y	  

FADH2	  llegan	  a	  la	  cadena	  transportadora	  donde	  la	  menaquinona	  actúa	  como	  aceptor	  y	  

los	  conduce	  hasta	  los	  grupos	  hemo	  de	  los	  citocromos	  bd	  y	  aa3	  desde	  donde	  accederán	  a	  

la	  proteína	  integral	  de	  membrana	  denominada	  F0	  F1	  ATPasa.	  Esta	  enzima,	  gracias	  a	  un	  

gradiente	  de	  protones,	  sintetiza	  moléculas	  de	  ATP	  que	  proporcionan	  a	   la	  bacteria	  la	  

energía	  necesaria	  para	   llevar	  a	  cabo	  procesos	  biológicos	  (Zamboni	  and	  Sauer,	  2003;	  

Proctor	  et	  al.,	  1998;	  McNamara	  and	  Proctor,	  2000).	  La	  menaquinona	  se	  sintetiza	  a	  partir	  

de	  corismato	  en	  una	  serie	  reacciones	  en	  las	  que	  intervienen,	  al	  menos,	  ocho	  enzimas	  

(Figura	  6).	  Esta	  quinona	  también	  se	  puede	  obtener	  a	  partir	  de	  precursores	  sintéticos	  

como	  menadiona	  o	  hemina	  (Figura	  7)	  (Lu	  et	  al.,	  2012)	  
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Figura  6.  Síntesis  de  menaquinona  en  S.  aureus.  
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Determinadas	   mutaciones	   en	   los	   genes	   necesarios	   para	   la	   síntesis	   de	  

menaquinona	  producen	  un	  déficit	  de	  la	  misma	  que	  da	  lugar	  a	  un	  fenotipo	  denominado	  

Small	   Colony	   Variant	   (SCV).	   Este	   fenotipo	   es	   frecuente	   en	   aislados	   de	   estafilococos	  

procedentes	   de	   infecciones	   crónicas	   o	   persistentes	   y	   se	   ha	   especulado	   que	   es	   una	  

adaptación	  de	  las	  bacterias	  a	  la	  vida	  intracelular	  (Proctor	  et	  al.,	  1995;	  Kahl	  et	  al.,	  1998;	  

Lannergård	   et	   al.,	   2008).	   Con	   el	   objetivo	   de	   entender	   las	   bases	   genéticas	   para	   la	  

formación	   de	   SCVs	   se	   han	   realizado	   varios	   estudios	   clínicos.	   En	   uno	   de	   ellos	   se	  

obtuvieron	  aislados	  de	  S.	  aureus	  con	  fenotipo	  SCV	  de	  pacientes	  que	  estaban	  recibiendo	  

largos	   tratamientos	   con	   antibióticos.	   Al	   realizar	   la	   secuenciación	   de	   los	   genes	  

implicados	  en	  la	  síntesis	  de	  menaquinona	  observaron	  mutaciones	  en	  el	  gen	  menB	  en	  

todos	   los	   aislados	   (Lannergård	   et	   al.,	   2008).	   En	   otro	   estudio	   clínico	   se	   obtuvieron	  

aislados	   clínicos	   de	   S.	   aureus	   causantes	   de	   distintas	   infecciones.	   Tras	   realizar	   la	  

secuenciación	  de	  los	  genes	  responsables	  de	  la	  síntesis	  de	  menaquinona	  se	  observaron	  

polimorfismos	  a	  nivel	  de	  nucleótido	  en	  los	  genes	  menE,	  menC	  y	  menF	  (Dean	  et	  al.,	  2014).	  

También	   se	   realizaron	   estudios	   utilizando	  mutantes	   en	  menC,	  menE,	  menB,	  menA	   y	  

menG	   para	   evaluar	   el	   efecto	   de	   las	   mismas	   en	   la	   síntesis	   de	   menaquinona.	   Los	  

resultados	  mostraron	  que	  todas	  estas	  mutaciones	  dan	  lugar	  a	  fenotipo	  SCV	  provocado	  

por	  un	  déficit	  en	  la	  síntesis	  de	  menaquinona,	  excepto	  la	  mutación	  realizada	  en	  menG	  

que	   conserva	   su	   fenotipo	   salvaje.	   Se	   cree	  que	   la	  dimetilmenaquinona	   (molécula	  que	  

precede	  a	  la	  menaquinona	  en	  la	  ruta	  de	  síntesis)	  puede	  tener	  un	  papel	  similar	  que	  la	  

menaquinona	   en	   la	   bacteria	   (Wakeman	   et	   al.,	   2012;	   Proctor	   et	   al.,	   2006).	   Las	   SCVs	  

deficientes	   en	   el	   transporte	   de	   electrones	   se	   caracterizan	   por	   un	   ritmo	   lento	   de	  

crecimiento,	  disminución	  en	  la	  pigmentación,	  pérdida	  de	  actividad	  hemolítica,	  menor	  

actividad	  coagulasa,	  reducción	  en	  la	  utilización	  de	  carbohidratos,	  menor	  producción	  de	  

factores	   de	   virulencia,	   mayor	   resistencia	   a	   aminoglucósidos,	   ausencia	   de	   RNAIII	   y	  

disminución	  en	  la	  síntesis	  de	  toxinas	  (McNamara	  and	  Proctor,	  2000).	  Para	  la	  síntesis	  de	  

la	   pared	   celular	   bacteriana	   se	   requiere	   un	   gran	   aporte	   de	   energía,	   como	   las	   SCVs	  

deficientes	  en	  el	  transporte	  de	  electrones	  tienen	  una	  producción	  de	  ATP	  insuficiente,	  la	  

bacteria	  va	  a	  crecer	  lentamente	  y	  con	  tamaño	  reducido.	  Por	  otro	  lado,	  el	  transporte	  de	  

electrones	  está	  directamente	  relacionado	  con	  la	  síntesis	  de	  carotenoides	  por	  lo	  que	  en	  

su	  defecto	   las	  colonias	  se	  despigmentan.	  La	   limitación	  en	   la	  actividad	  coagulasa	  y	  la	  

disminución	  en	  la	  síntesis	  de	  aminoácidos	  se	  debe	  a	  que	  la	  bacteria	  reduce	  la	  síntesis	  

de	  componentes	  no	  esenciales.	  Para	  importar	  moléculas	  cargadas	  como	  pueden	  ser	  los	  

aminoglucósidos	  se	  requiere	  gradiente	  electroquímico,	  un	  defecto	  en	  el	  gradiente	  hace	  

que	   las	   bacterias	   sean	   resistentes	   a	   estos	   antibióticos	   (Proctor	   et	   al.,	   1998).	   Como	  
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consecuencia,	   las	   SCV	   son	   resistentes	   a	   esta	   familia	   de	   antibióticos	   (Figura	   7).	   La	  

asociación	  entre	  el	  fenotipo	  SCV	  y	  la	  persistencia	  siempre	  ha	  llamado	  la	  atención	  de	  los	  

grupos	  estudiando	  la	  patogénesis	  asociada	  a	  esta	  bacteria.	  Sin	  embargo,	  el	  estudio	  de	  

este	  fenotipo	  resulta	  muy	  complejo,	  porque	  en	  muchos	  casos	  el	  fenotipo	  SCV	  resulta	  

reversible	  y	  tras	  el	  crecimiento	  de	  las	  bacterias	  en	  medios	  de	  laboratorio	  el	  fenotipo	  

desaparece,	   sugiriendo	   que	   existe	   un	   proceso	   de	   regulación	   génica	   que	   da	   lugar	   al	  

fenotipo	  transitorio	  de	  SCV	  y	  no	  se	  deba	  a	  mutaciones	  en	  los	  genes	  implicados	  en	  su	  

síntesis.	  	  
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Figura	  7.	  Modelo	  de	  vías	  metabólicas	  y	  energéticas	  asociadas	  a	  el	  fenotipo	  small	  

colony	  variant	  (Proctor	  et	  al.,	  2006).
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OBJETIVOS  

En  base  a  los  resultados  obtenidos  en  el  análisis  del  mapa  transcriptómico  

de   Staphylococcus   aureus,   en   esta   tesis   nos   planteamos   analizar   una   nueva  

arquitectura  de   transcripción  utilizando  como  modelo  el   grupo  de  genes  menEC,  

ytkD-MW1731  y  MW1733  que  son  necesarios  para  la  síntesis  de  menaquinona.    

  

Los  objetivos  concretos  que  hemos  abordado  han  sido:  

  

1.   Analizar   si   menEC   y   ytkD-MW1731   constituyen   una   única   unidad   de  

transcripción.  

  

2.   Estudiar   el   efecto   que   esta   organización   transcripcional   tiene   sobre   la  

expresión  de  MW1733.  

  

3.   Analizar   el   papel   de   RNasa   III   en   la   regulación   de   esta   estructura  

transcripcional.
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MATERIAL  Y  MÉTODOS  

1.  Estirpes  bacterianas,  plásmidos,  oligonucleótidos,  y  condiciones  de  cultivo.  

Las	   cepas,	   plásmidos	   y	   oligonucleótidos	   utilizados	   en	   el	   estudio	   están	  

enumerados	  en	  la	  Tabla	  1,	  Tabla	  2	  y	  Tabla	  3	  respectivamente.	  Los	  oligonucleótidos	  

fueron	   sintetizados	   por	   Stabvida	   (Caparica-‐‑Portugal).	   Las	   cepas	   de	   Staphylococcus	  

aureus	  se	  crecieron	  en	  TSB	  (trypticase	  soy	  broth)	  suplementado	  con	  0,25%	  de	  glucosa	  

(TS-‐‑gluc)	  (Pronadisa).	  Cuando	  las	  bacterias	  requerían	  crecimiento	  selectivo	  el	  medio	  

era	   suplementado	   con	   los	   antibióticos	   apropiados	   a	   las	   siguientes	   concentraciones:	  

eritromicina	  (Em)	  1.5	  µg.ml-‐‑1	  o	  10	  µg.ml-‐‑1,	  ampicilina	  (Amp)	  100	  µg.ml-‐‑1.	  	  

	  

2.  Electrocompetentes  de  Staphylococcus  aureus  

La	   bacterias	   electrocompetentes	   de	   S.	   aureus	   se	   obtuvieron	   siguiendo	   un	  

protocolo	  ya	  establecido	  (Schenk	  and	  Laddaga,	  1992).	  A	  modo	  de	  resumen,	  las	  bacterias	  

se	  crecieron	  en	  200	  ml	  de	  medio	  de	  cultivo	  B2	  a	  37°C	  en	  agitación	  (200	  rpm)	  hasta	  una	  

OD600nm	  de	  0.5.	  Posteriormente	  el	  cultivo	  se	   incubaba	  15	  min	  en	  hielo	  y	  después	  era	  

centrifugado.	  El	  pellet	  era	  lavado	  tres	  veces	  con	  agua	  estéril	  fría	  y	  una	  vez	  con	  30	  ml	  de	  

glicerol	  10%	  frío.	  El	  pellet	  resultante	  era	  resuspendido	  en	  15	  ml	  de	  glicerol	  10%	  frío	  e	  

incubado	  durante	  15	  min	  a	  20°C.	  El	  cultivo	  era	  centrifugado	  y	  el	  pellet	  bacteriano	  era	  

resuspendido	  en	  200	  μl	  de	  glicerol	  10%	  frío	  a	  partir	  del	  que	  se	  realizaban	  alícuotas	  de	  

50	  μl	  que	  se	  congelaban	  en	  N2	  líquido	  y	  almacenaban	  a	  -‐‑80°C.	  

  

3.  Construcción  de  plásmidos  

Para	   la	   obtención	   de	   los	   plásmidos	   utilizados	   en	   este	   estudio	   amplificamos	  

mediante	  PCR	  los	  fragmentos	  de	  DNA	  a	  partir	  del	  DNA	  cromosómico	  de	  la	  cepa	  de	  S.	  

aureus	  MW2	  con	  el	  enzima	  DNA	  polimerasa	  Phusion	  High	  Fidelity	  (Thermo	  Scientific)	  

y	  los	  oligonucleótidos	  correspondientes	  (Tabla	  3).	  Los	  productos	  de	  PCR	  se	  purificaron	  

con	  el	  kit	  NucleoSpinâ	  Gel	  and	  PCR	  Clean-‐‑up	  (Macherey-‐‑Nagel)	  y	  ligaron	  al	  plásmido	  

pJET1.2/blunt	  (Thermo	  Scientific)	  para	  posteriormente	  transformar	  la	  cepa	  de	  E.	  coli	  

XL1-‐‑blue	  (Stratagene).	  Para	  obtener	  el	  plásmido,	  crecimos	  las	  bacterias	  ON	  y	  utilizamos	  

el	  kit	  NucleoSpinâ	  Plasmid	  (Macherey-‐‑Nagel).	  Posteriormente	  el	  plásmido	  era	  digerido	  

con	   enzimas	   de	   restricción	   FastDigest	   (Thermo	   Scientific).	   Una	   vez	   obtenidos	   los	  

fragmentos	  de	  DNA	  se	  purificaban	  y	  ligaban	  con	  el	  kit	  Rapid	  DNA	  Ligation	  Kit	  (Thermo	  

Scientific)	  a	  los	  plásmidos	  finales	  pCN40	  y	  pMAD	  (ver	  generación	  de	  mutantes).	  Tras	  

verificar	  las	  secuencias	  de	  los	  plásmidos,	  se	  transformaba	  mediante	  electroporación	  la	  



Material  y  métodos  

58  

cepa	  de	  S.	  aureus	  RN4220	  a	  partir	  de	  la	  cual	  se	  extraían	  los	  plásmidos	  finales	  que	  serían	  

electroporados	  en	  la	  cepa	  final	  de	  S.	  aureus	  MW2	  o	  derivadas.	  

El	  plásmido	  pCN40	  MW1733-‐‑3XFLAG	  se	  diseñó	  para	  expresar	  constitutivamente	  

MW1733.	   Realizamos	  una	  amplificación	  del	   gen	  MW1733	  mediante	  PCR	  a	  partir	  del	  

DNA	   cromosómico	  de	   la	   cepa	  de	  S.	   aureus	  MW2	  MW1733-‐‑3XFLAG	   (oligonucleótidos	  

MW1733-‐‑Flag-‐‑pCN-‐‑BamHI/MW1733-‐‑Flag-‐‑pCN-‐‑EcoRI)	   (Tabla	  3)	  en	  la	  que	   incluimos	  

las	  dianas	  de	  restricción	  BamHI/EcoRI.	  Digerimos	  el	  plásmido	  pCN40	  y	  el	  fragmento	  

amplificado	   con	   los	   enzimas	   BamHI/EcoRI	   para	   posteriormente	   realizar	   la	   ligación	  

entre	   ambos.	   Finalmente	   transformamos	   las	   cepas	   de	   S.	   aureus	   menC-‐‑3XFLAG,	  

MW1731-‐‑3XFLAG	  y	  DPmen	  con	  el	  plásmido	  final	  pCN40	  MW1733-‐‑3XFLAG.	  

  

4.  Generación  de  mutantes    

Los	  mutantes	  se	  obtuvieron	  mediante	  reemplazo	  alélico	  utilizando	  el	  plásmido	  

pMAD	  (Arnaud	  et	  al.,	  2004)	  siguiendo	  un	  protocolo	  descrito	  anteriormente	  (Valle	  et	  al.,	  

2003).	   A	   modo	   de	   resumen,	   estos	   plásmidos	   contienen	   dos	   fragmentos	   de	  

aproximadamente	   500	   pares	   de	   bases	   fusionados	   entre	   sí.	   Ambos	   fragmentos	  

flanquean	  las	  regiones	  derecha	  e	  izquierda	  de	  la	  región	  a	  modificar.	  La	  cepa	  de	  S.	  aureus	  

MW2	   se	   transforma	   con	   el	   plásmido	   pMAD	   resultante	   mediante	   electroporación	   y	  

posteriormente	   tiene	   lugar	   el	   proceso	   de	   recombinación	   homóloga.	   Finalmente,	   las	  

colonias	  eritromicina	  sensibles	  que	  no	  contienen	  el	  vector	  pMAD	  se	  chequean	  mediante	  

PCR	   con	   los	   oligonucleótidos	   adecuados	   para	   cada	   mutante.	   A	   continuación,	   se	  

describen	  detalladamente	  como	  se	  obtuvieron	  los	  distintos	  mutantes:	  

Para	  obtener	  los	  mutantes	  DPmen	  y	  DPMW1733	  realizamos	  una	  deleción	  de	  64	  

pares	  de	  bases	  en	  la	  región	  promotora	  del	  operón	  (DPmen)	  y	  una	  deleción	  de	  27	  pares	  

de	  bases	  en	   la	  región	  promotora	  de	  MW1733	   (DPMW1733)	  utilizando	   los	  plásmidos	  

pMAD::DPmen	   and	   pMAD::DPMW1733	   respectivamente	   (Tabla	   2).	   Los	  mutantes	   se	  

chequearon	  mediante	  PCR	  utilizando	  los	  oligonucleótidos	  DPmenE/DPmenF	  (DPmen)	  

y	  DPMW1733E/DPMW1733F	  (DPMW1733)	  (Tabla	  3).	  

Para	   generar	   los	   mutantes	   PblaZ-‐‑men	   y	   PblaZ-‐‑MW1733	   se	   reemplazaron	   los	  

promotores	   de	   menEC	   y	   MW1733	   por	   promotores	   constitutivos	   PblaZ	   que	   se	  

amplificaron	  por	  PCR	  a	  partir	  del	  plásmido	  pCN40	  (Charpentier	  et	  al.,	  2004)	  (pCN40-‐‑

PblaZ-‐‑fw-‐‑EcoRI/pCN40-‐‑PblaZ-‐‑rv-‐‑XmaI)	   (Tabla	   3)	   y	   se	   incluyeron	   en	   los	   plásmidos	  

pMAD::PblaZ-‐‑men	   y	   pMAD::PblaZ-‐‑MW1733	   (Tabla	   2).	   Los	   mutantes	   se	   chequearon	  
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mediante	  PCR	  utilizando	  los	  oligonucleótidos	  PblaZ-‐‑men-‐‑E/PblaZ-‐‑men-‐‑F	  (PblaZ-‐‑men)	  

y	  PblaZ-‐‑MW1733-‐‑E/PblaZ-‐‑MW1733-‐‑F	  (PblaZ-‐‑MW1733)	  (Tabla	  3).	  

Para	  obtener	   los	  mutantes	  menC-‐‑3XFLAG,	  MW1731-‐‑3XFLAG,	  MW1733-‐‑3XFLAG	  

se	  añadió	  la	  secuencia	  3XFLAG	  (Uzzau	  et	  al.,	  2001)	  al	  extremo	  C-‐‑terminal	  de	  los	  genes	  

utilizando	   los	   plásmidos	   pMAD::menC-‐‑3XFLAG,	   pMAD::MW1731-‐‑3XFLAG	   and	  

pMAD::MW1733-‐‑3XFLAG	  respectivamente	  (Tabla	  2).	  Los	  mutantes	  MW1733-‐‑3XFLAG	  

y	  menC-‐‑3XFLAG	  se	  chequearon	  mediante	  PCR	  utilizando	  los	  oligonucleótidos	  MW1733-‐‑

Flag-‐‑E/MW1733-‐‑Flag-‐‑F	  y	  menC-‐‑Flag-‐‑E/menC-‐‑Flag-‐‑F	  respectivamente	  y	  los	  mutantes	  

MW1731-‐‑3XFLAG	   se	   confirmaron	   utilizando	   los	   oligonucleótidos	   MW1731-‐‑Flag-‐‑

E/MW1731-‐‑Flag-‐‑F	  (Tabla	  3).	  

Para	  inactivar	  el	  gen	  rnc	  utilizamos	  el	  plásmido	  pMAD::Drnc::cat86	  (pLUG774)	  

que	  se	  diseñó	  en	  un	  estudio	  previo	  (Lasa	  et	  al.,	  2011).	  Los	  mutantes	  Drnc	  se	  chequearon	  

mediante	  PCR	  con	  los	  oligonucleótidos	  rncG/rncH	  (Tabla	  3).	  

Para	   obtener	   los	   mutantes	   ∆PMW1733	  MW1733-‐‑3XFLAG	   trans	   y	   ∆PMW1733	  

PblaZ-‐‑men	  MW1733-‐‑3XFLAG	  trans	  se	  diseñó	  un	  plásmido	  derivado	  del	  plásmido	  pMAD	  

para	  la	  inserción	  de	  genes	  en	  el	  sitio	  inocuo	  attB	  del	  gen	  de	  la	  lipasa,	  el	  plásmido	  se	  

denominó	  pINSA::PMW1733-‐‑3XFLAG-‐‑TT	  trans	  (Tabla	  2).	  Los	  mutantes	  se	  chequearon	  

mediante	  PCR	  con	  los	  oligonucleótidos	  INS-‐‑E/INS-‐‑F	  (Tabla	  3).	  

Para	   generar	   los	  mutantes	   ∆menEC	   realizamos	   una	   deleción	   de	   323	   pares	   de	  

bases	  de	  la	  región	  codificante	  de	  menE	  y	  una	  deleción	  completa	  de	  menC	  utilizando	  el	  

plásmido	  pMAD::DmenEC	  (Tabla	  2).	  Los	  mutantes	  fueron	  chequeados	  mediante	  PCR	  

utilizando	  los	  oligonucleótidos	  DmenEC-‐‑E/DmenEC-‐‑F	  (Tabla	  3).	  

	  

5.  Extracción  de  RNA  

Las	  bacterias	  se	  crecieron	  en	  80	  ml	  de	  TSB-‐‑gluc	  a	  37°C	  en	  agitación	  (200	  rpm)	  

hasta	  una	  OD600nm	  de	  0.8.	  Se	  recogieron	  20	  ml	  de	  cada	  cultivo,	  se	  centrifugaron	  y	  los	  

pelets	  resultantes	  fueron	  congelados	  en	  N2	  líquido	  para	  posteriormente	  almacenarlos	  

a	   -‐‑80°C.	   A	   partir	   de	   los	   pellets	   bacterianos	   se	   extrajo	   el	   RNA	   total	   utilizando	   un	  

protocolo	  previamente	  descrito	  (Toledo-‐‑Arana	  et	  al.,	  2009).	  Brevemente,	  los	  pellets	  se	  

resuspendieron	  en	  400	  μl	  de	  solución	  A	  (glucosa	  10%,	  Tris	  12.5	  mM,	  EDTA	  10	  mM	  pH	  

7.6)	  y	  posteriormente	  se	  añadieron	  60	  μl	  de	  EDTA	  0.5	  M.	  La	  mezcla	  se	  transfirió	  a	  tubos	  

Lysing	  Matrix	  B	  (MP	  Biomedicals)	  que	  contenían	  500	  μl	  de	  fenol	  ácido	  pH	  4.5	  (Ambion),	  

la	   mezcla	   fue	   vortexeada.	   Las	   bacterias	   fueron	   lisadas	   mecánicamente	   con	   un	  

dispositivo	  Fastprep-‐‑24TM	  5G	  (MP	  Biomedicals)	  a	  velocidad	  6.0	  durante	  45	  s	  a	  4°C.	  La	  
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fase	  acuosa	  fue	  transferida	  a	  tubos	  de	  2	  ml	  que	  contenían	  1	  ml	  de	  TRIzol	  (Ambion),	  la	  

mezcla	  fue	  vortexeada	  e	  incubada	  5	  min	  a	  temperatura	  ambiente.	  Posteriormente	  se	  

añadieron	  100	  μl	  de	  cloroformo	  (Merck	  milipore),	  la	  mezcla	  fue	  vortexeada	  e	  incubada	  

3	  min	  a	  temperatura	  ambiente.	  Los	  tubos	  se	  centrifugaron	  a	  14.000	  rpm	  a	  4°C.	  El	  RNA	  

de	   la	   fase	  acuosa	   se	  precipitó	  mediante	   la	  adición	  de	  500	  μl	   de	   isopropanol	   (Merck	  

milipore),	  la	  mezcla	  fue	  incubada	  durante	  15	  min	  a	  temperatura	  ambiente.	  Los	  tubos	  se	  

centrifugaron	  durante	  15	  min	  a	  14.000	  rpm	  a	  4°C.	  Los	  pellets	  de	  RNA	  fueron	  lavados	  

con	  etanol	  75%.	  Los	  pellets	  secados	  se	  resuspendieron	  en	  agua	  DEPC	  (Ambion).	  Los	  

RNAs	   fueron	   cuantificados	   utilizando	   el	   espectrofotómetro	   (BioPhotometer-‐‑

eppendorf).	  Los	  RNAs	  se	  almacenaron	  a	  -‐‑80	  °C	  hasta	  su	  utilización.	  

	  

6.  Síntesis  de  sondas  de  RNA  

Las	  sondas	  de	  RNA	  específicas	  para	  la	  detección	  de	  los	  mRNAs	  (MW1731-‐‑ytkD	  /	  

menCE	   /	  MW1733)	   se	   sintetizaron	   a	  partir	   de	   un	   producto	   de	   PCR	   que	   contenía	   la	  

secuencia	   promotora	   del	   fago	   T7	   en	   uno	   de	   sus	   extremos	   (Tabla	   3).	   Se	   utilizó	   un	  

microgramo	   del	   producto	   de	   PCR	   como	   molde	   para	   llevar	   a	   cabo	   la	   reacción	   de	  

transcripción	  in	  vitro	  con	  la	  RNA	  polimerasa	  del	  fago	  T7,	  0.5	  Mm	  de	  ATP,	  GTP,	  CTP	  y	  50	  

mCi	  de	  [a-‐‑32P]	  UTP	  con	  el	  kit	  Maxiscript	  (Ambion).	  Las	  sondas	  de	  RNA	  se	  trataron	  con	  

TURBO	  DNasaI	  a	  37°C	  durante	  30	  min	  y	  la	  reacción	  se	  detuvo	  mediante	  la	  adición	  de	  1	  

μl	  de	  EDTA	  0.5M.	  Las	  sondas	  de	  RNA	  se	  purificaron	  en	  columnas	  Bio-‐‑spin	  30	  siguiendo	  

las	  recomendaciones	  del	  fabricante	  (Bio-‐‑Rad)	  y	  se	  utilizaron	  inmediatamente.	  	  

  

7.  Northern-‐blot  

Los	  Northern	  blots	  fueron	  realizados	  siguiendo	  el	  protocolo	  ya	  descrito	  (Ruiz	  de	  

los	  Mozos	  et	  al.,	  2003).	  A	  modo	  de	  resumen,	  el	  RNA	  total	  con	  concentraciones	  de	  8-‐‑15	  

μg	   se	   separó	   en	   geles	  de	   agarosa	  precast	  1.25%	   (Sigma)	  utilizando	  1XNorthernMax	  

Mops	  como	  running	  buffer	   (Ambion).	  Tras	   la	  electroforesis,	   los	  geles	  se	   tiñeron	  con	  

bromuro	  de	  etidio	  y	  se	  fotografiaron	  para	  verificar	  la	  carga	  de	  las	  muestras	  de	  RNA.	  

Posteriormente	  los	  RNAs	  fueron	  transferidos	  a	  membranas	  de	  Nytran	  (tamaño	  de	  poro	  

0.2	  μm)	  (Sigma)	  utilizando	  NorthernMax	  Transfer	  Buffer	  (Ambion).	  Los	  RNAs	  se	  cross-‐‑

linkearon	  a	   la	  membrana	  con	  un	  UV	  Stratalinker	  1800	  (Stratagene).	  Las	  membranas	  

fueron	  prehibridadas	  con	  la	  solución	  ULTRAhyb	  (Ambion)	  a	  65°C	  durante	  al	  menos	  30	  

min,	  a	  continuación,	  se	  añadieron	  las	  sondas	  específicas	  marcadas	  radiactivamente	  y	  se	  

procedió	   a	   la	  hibridación	   con	   el	  RNA	  ON	  a	  65°C.	  Tras	   el	   proceso	  de	  hibridación	   las	  
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membranas	  se	  lavaron	  tantas	  veces	  como	  fue	  necesario	  con	  2XSSC-‐‑0.1%	  SDS	  en	  lavados	  

de	  5	  min	  a	  65°C.	  El	  marcador	  de	  peso	  molecular	  utilizado	  fue	  RNA	  millenium	  Marker	  

(Ambion).	   El	   revelado	   de	   las	   autoradiografías	   (Healthcare)	   se	   realizó	   a	   distintos	  

tiempos	  de	  exposición	  dependiendo	  de	  lo	  requerido	  en	  cada	  experimento.	  

  

8.  Western-‐blot  

Las	  bacterias	  se	  cultivaron	  en	  100ml	  de	  TSB-‐‑gluc	  a	  37	  °C	  en	  agitación	  (200	  rpm)	  

hasta	  una	  OD600nm	  de	  0.8.	  Los	  cultivos	  se	  centrifugaron	  y	  los	  pellets	  obtenidos	  se	  lavaron	  

con	  1ml	  de	  PBS	  1X.	  Los	  pellets	   lavados	  se	  resuspendieron	  en	  500	  μl	  de	  PBS	  1X.	  Las	  

bacterias	   fueron	   lisadas	   mecánicamente	   con	   Fastprep-‐‑24TM	   5G	   (MP	   Biomedicals)	   a	  

velocidad	  6.0	  durante	  45	  s	  a	  4°C.	  Las	  muestras	  se	  centrifugaron	  a	  14000	  rpm	  durante	  

15	  min	  y	  posteriormente	  se	  recogieron	  400	  μl	  de	  la	  fase	  acuosa	  para	  la	  cuantificación	  

de	   la	   concentración	   proteica	   de	   las	  muestras	  mediante	   el	  método	   de	   BCA	   (Thermo	  

Scientific).	  Las	  muestras	  se	  ajustaron	  a	  concentraciones	  de	  proteína	  total	  de	  10	  a	  40	  

μg/μl	   añadiendo	  el	   volumen	   correspondiente	  de	  PBS	  1X	  y	  Sample	  buffer.	   La	  mezcla	  

resultante	  a	  la	  concentración	  deseada	  se	  desnaturalizó	  hirviendo	  las	  muestras	  a	  100°C	  

durante	  5	  min.	  Las	  proteínas	  se	  separaron	  en	  geles	  de	  SDS-‐‑poliacrilamida	  al	  15%	  y	  se	  

tiñeron	  con	  0.25%	  Coomassie	  brilliant	  blue	  R250	  (Sigma)	  o	  con	  Ponceau	  para	  tener	  los	  

controles	  de	   carga.	   Las	  proteínas	   fueron	   transferidas	  a	  membranas	  de	  nitrocelulosa	  

Hybond-‐‑ECL	   (GE	   Healthcare)	   mediante	   electrotransferencia.	   Las	   membranas	   se	  

bloquearon	  durante	  ON	  con	  leche	  desnatada	  al	  5%	  resuspendida	  en	  PBS	  1X	  con	  un	  0.1%	  

de	   Tween	   20	   (PBST).	   Las	  membranas	   se	   incubaron	   durante	   1	   h	   y	   30	  min	   con	   una	  

dilución	  1:500	  de	  anticuerpo	  anti-‐‑3XFLAG	  conjugado	  con	  fosfatasa	  alcalina	  (Sigma).	  Las	  

proteínas	   menC,	   MW1731	   y	   MW1733	   fueron	   detectadas	   mediante	   el	   revelado	   de	  

autoradiografías	   (Healthcare)	   a	   distintos	   tiempos	   de	   exposición	   utilizando	   el	  

dispositivo	  ChemiDoc	  MP	  (BioRad)	  siguiendo	  las	  recomendaciones	  del	  fabricante.	  

  

9.  Curvas  de  crecimiento  

Se	  inocularon	  5	  μl	  de	  cultivo	  bacteriano	  a	  una	  OD600nm	  de	  0.1	  en	  195	  μl	  de	  TSB-‐‑

gluc	  para	  cada	  una	  de	  las	  cepas	  objeto	  de	  estudio	  y	  se	  incubaron	  durante	  13	  horas	  sin	  

agitación	  a	  37	  °C.	  Los	  datos	  de	  crecimiento	  bacteriano	  se	  monitorizaron	  cada	  30	  min	  a	  

una	  OD650nm	  en	  el	  dispositivo	  Microplate	  reader	  SynergyH1	  (Biotek).	  Para	  estudiar	  los	  

efectos	  de	  la	  menadiona	  sobre	  el	  crecimiento	  se	  suplementó	  el	  medio	  de	  cultivo	  (TSB-‐‑

gluc)	  con	  10	  ng/ml	  de	  menadiona	  (M5625,	  Sigma)	  en	  DMSO.	  En	  los	  ensayos	  de	  curvas	  
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de	   crecimiento	   en	   condiciones	   de	  microaerofilia	   se	   añadió	   aceite	   de	   parafina	   en	   la	  

superficie	  de	   cada	  pocillo.	   Para	   todos	   los	   ensayos	   los	   valores	   representados	   son	   las	  

medias	  y	  desviaciones	  estándar	  de	  las	  medidas	  realizadas	  por	  triplicado.	  	  

  

10.  Ensayo  de  reducción  Alarmar  Blue    

Las	  cepas	  de	  S.	  aureus	  objeto	  de	  estudio	  se	  inocularon	  en	  TSB-‐‑gluc	  y	  se	  incubaron	  

ON	  a	  37	  °C.	  El	  cultivo	  resultante	  se	  diluyó	  1:100	  en	  TSB-‐‑gluc	  en	  un	  volumen	  final	  de	  

1ml.	  En	  cada	  pocillo	  de	  una	  placa	  de	  96	  pocillos	  se	  añadió	  100	  μl	  de	  cada	  muestra	  y	  

posteriormente	   10	   μl	   del	   reactivo	   Alarmar	   Blue	   (Invitrogen).	   Las	   muestras	   se	  

incubaron	  durante	  2	  horas	  a	  37°C,	  a	  continuación,	  se	  midió	  la	  fluorescencia	  de	  acuerdo	  

a	  las	  instrucciones	  del	  fabricante.	  La	  menadiona	  y	  el	  DMSO	  se	  añadieron	  a	  cada	  pocillo	  

antes	  de	  la	  adición	  del	  reactivo	  Alarmar	  Blue.	  

	  

11.  Ensayo  de  consumo  de  oxígeno  

Las	  bacterias	  se	  crecieron	  en	  TSB-‐‑gluc	  a	  37°C	  hasta	  alcanzar	  una	  OD600nm	  de	  0.8.	  

Se	  utilizaron	  2ml	  de	  los	  cultivos	  y	  se	  incubaron	  a	  37°C	  en	  condiciones	  de	  microaerofilia	  

durante	  30	  min	  en	  presencia	  de	  2.5%	  de	  azul	  de	  metileno	  (M4159,	  Sigma).	  	  

  

12.  Ensayo  de  producción  de  nitritos  

Las	  bacterias	  se	  crecieron	  ON	  en	  el	  medio	  TSB-‐‑KNO3	  (0,2%)	  a	  37°C	  en	  agitación	  

con	   condiciones	   de	   microaerofilia.	   Los	   niveles	   de	   nitrito	   se	   midieron	   utilizando	   el	  

Sistema	  del	  reactive	  Griess	  (Promega)	  de	  acuerdo	  a	  las	  instrucciones	  del	  fabricante.	  En	  

resumen,	   los	  cultivos	  se	  centrifugaron	  y	  se	  mezclaron	  50	  μl	  del	  sobrenadante	  con	  el	  

mismo	   volumen	   de	   sulfanilamida	   en	   una	   placa	   de	   96	   pocillos,	   la	   mezcla	   se	   incubó	  

durante	  5	  min	  en	  oscuridad	  a	  temperatura	  ambiente.	  Posteriormente	  se	  añadieron	  50	  

μl	  del	  reactivo	  N-‐‑1-‐‑napthylethylenediamine	  dihydrochloride	  (NED)	  y	  se	  incubó	  durante	  

5	  min	  en	  las	  mismas	  condiciones.	  Los	  experimentos	  de	  realizaron	  por	  triplicado.	  

  

13.  Medida  de  la  producción  de  L-‐  y  D-‐lactato  

Se	  realizaron	  diluciones	  1:100	  en	  TSB-‐‑gluc	  de	  los	  cultivos	  bacterianos	  crecidos	  a	  

37°C	  ON.	  Los	  cultivos	  diluidos	  se	  crecieron	  a	  37°C	  durante	  15	  horas.	  Posteriormente,	  

los	  cultivos	  fueron	  centrifugados	  para	  la	  obtención	  del	  sobrenadante	  a	  partir	  del	  cual	  
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se	  midieron	  el	  L-‐‑	  y	  D-‐‑lactato	  utilizando	  el	  método	  UV	  enzimático	  (NZYTech)	  siguiendo	  

las	  instrucciones	  del	  fabricante.	  Los	  experimentos	  de	  realizaron	  por	  triplicado.	  

  

14.  Antibiograma  

Los	   cultivos	   se	   ajustaron	   a	   0.5	   en	   la	   escala	   McFarland	   y	   posteriormente	   se	  

sembraron	   homogéneamente	   en	   placas	   de	   TSA	   agar.	   Los	   discos	   antibióticos	  

(tobramicina,	   30	   μg;	   amicacina,	   30	   μg;	   gentamicina,	   120	   μg;	   kanamicina,	   30	   μg	   y	  

estreptomicina,	  25	  μg)	  (Oxoid)	  se	  colocaron	  en	  las	  placas	  de	  TSA	  agar	  con	  la	  ayuda	  del	  

molde	  diseñado	  para	  proporcionar	  la	  distancia	  máxima	  entre	  discos.	  Las	  placas	  de	  TSA	  

se	   incubaron	   a	   37°C	   durante	   24	   horas.	   La	   captura	   de	   imágenes	   se	   realizó	   con	   un	  

dispositivo	  ChemiDoc	  MP	  (BioRad).	  

  

15.  Ensayo  de  persistencia  epitelial  

Los	  ensayos	  de	  persistencia	  se	  llevaron	  a	  cabo	  como	  está	  descrito	  en	  (Valle	  et	  al.,	  

2003).	  Brevemente,	  las	  células	  MAC-‐‑T	  se	  sembraron	  0.5	  x	  105	  células	  MAC-‐‑T	  por	  pocillo	  

en	  placas	  cultivo	  de	  tejidos	  con	  24	  pocillos.	  Una	  vez	  que	  las	  células	  estaban	  unidas	  (0.2	  

x	  106	  células	  por	  pocillo)	  se	  reemplazaba	  el	  medio	  de	  cultivo	  y	  las	  células	  se	  lavaban	  

con	  PBS	  estéril.	  Se	  mezclaron	  vigorosamente	  los	  cultivos	  bacterianos	  que	  habían	  sido	  

incubados	  ON	  y	  se	  añadieron	  en	  DMEM	  a	  las	  células	  monocapa	  en	  una	  multiplicidad	  de	  

infección	  de	  40.	  Las	  células	  se	  incubaron	  durante	  1	  hora	  y	  30	  min	  a	  37°C	  con	  CO2	  al	  5%.	  

Para	  matar	  a	  las	  bacterias	  extracelulares	  se	  reemplazó	  el	  medio	  con	  500	  μl	  de	  DMEM	  

que	  contenía	  10	  μg	  de	  gentamicina	  (Sigma)	  durante	  2,	  24,	  48	  y	  72	  horas.	  Antes	  de	  lisar	  

las	  células	  eucariotas	  con	  el	  0.1%	  de	  Tritón	  X-‐‑100	  la	  monocapa	  de	  células	  se	  lavó	  tres	  

veces	  con	  PBS	  estéril.	  El	  número	  de	  bacterias	  intracelulares	  se	  determinó	  realizando	  

diluciones	   seriadas	   y	   plaqueo	   de	   las	   mismas.	   Los	   experimentos	   se	   realizaron	   por	  

triplicado.	  

  

16.  Modelo  de  infección  retro-‐orbital  

Los	   ensayos	   de	   infección	   se	   llevaron	   a	   cabo	   en	   ratones	   hembra	   CD1	   con	   6	  

semanas	  de	  edad	  (Charles	  River).	  Para	  anestesiarlas	  se	  utilizó	  una	  mezcla	  de	  ketamina	  

(80	  mg.ml-‐‑1)	   y	   xilacina	   (10	  mg.ml-‐‑1).	   Para	   inocular	   vía	   retro-‐‑orbital	   a	   las	   ratonas	   se	  

utilizó	  una	  solución	  de	  100	  μl	  que	  contenía	  107	  CFU	  de	  MW2,	  MW2	  DPMW1733,	  MW2	  

DPmen,	  MW2	  DPmen	  PblaZ-‐‑MW1733	  y	  MW2	  DPMW1733	  MW1733-‐‑3XFLAG	  trans.	  Las	  
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CFU	  de	  cada	  inóculo	  se	  cuantificaron	  realizando	  diluciones	  seriadas	  en	  TSA	  agar.	  Las	  

ratonas	  fueron	  eutanasiadas	  5	  días	  post	  infección	  y	  el	  recuento	  de	  CFU	  a	  partir	  del	  tejido	  

renal	  se	  realizó	  mediante	  diluciones	  seriadas	  en	  TSA	  agar.	  

  

17.  Declaración  de  ética  

Los	   ensayos	   con	   animales	   se	   realizaron	   siguiendo	   la	   Guía	   de	   la	   Comunidad	  

Europea	  para	   el	   cuidado	  y	  uso	  de	  animales	   (Directive	  2010/63/EU).	   Los	  protocolos	  

utilizados	  fueron	  aprobados	  por	  el	  Comité	  de	  Ética	  de	  la	  Universidad	  Pública	  de	  Navarra	  

(Comité	  de	  ética,	  Experimentación	  Animal	  y	  Bioseguridad	  de	  la	  Universidad	  Pública	  de	  

Navarra)	  (Protocolo	  aprobado	  PI-‐‑005/11).	  Los	  experimentos	  se	  llevaron	  a	  cabo	  en	  el	  

animalario	   del	   Instituto	   de	   Agrobiotecnología,	   Universidad	   Pública	   de	   Navarra.	   Los	  

animales	   fueron	   almacenados	   con	   condiciones	   ambientales	   controladas	   con	   agua	   y	  

comida	  ad	  libitum.	  Las	  ratonas	  fueron	  eutanasiadas	  con	  inhalación	  de	  CO2	  y	  posterior	  

dislocación	  cervical.	  Se	  realizaron	   todos	  los	  esfuerzos	  para	  minimizar	  el	  sufrimiento	  

animal.	  

  

18.  Análisis  estadístico  

Los	  análisis	  estadísticos	  se	  realizaron	  con	  el	  programa	  GraphPad	  Prism	  5.01.	  La	  

invasión	  de	  S.	  aureus	  en	  células	  MAC-‐‑T,	  susceptibilidad	  antibiótica	  y	  los	  experimentos	  

de	  Alarmar	  blue	  se	  analizaron	  mediante	  análisis	  simple	  de	  la	  varianza	  combinado	  con	  

el	  test	  múltiple	  de	  bonferroni.	  Los	  experimentos	  de	  virulencia	  en	  ratonas	  se	  analizaron	  

mediante	  análisis	  doble	  de	  la	  varianza	  combinado	  con	  el	  test	  múltiple	  de	  tukey.	  
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Tabla  1.  Cepas  utilizadas  en  este  estudio  
Cepas   Características  relevantes   MICa   Referencia  
Staphylococcus  aureus  

        

15981   Cepa  clínica.  Biofilm  positiva  en  TSBg   532   (Valle  et  al.,  2003)  

15981  ∆rnc::cat86   Cepa  15981  mutante  en  RNasa  III  (deleción  del  gen  rnc  e  inserción  de  cassette  de  cloranfenicol)   1327   (Lasa  et  al.,  2011)  

15981  ∆Pmen   Cepa  15981  con  deleción  de  64pb  de  la  región  promotora  del  operón  men   3136   Este  estudio  

15981  PblaZ-‐men   Cepa  15981  con  promotor  constitutivo  blaZ  en  la  región  promotora  del  operón  men   4205   Este  estudio  

15981  ∆PMW1733   Cepa  15981  con  deleción  de  27pb  de  la  región  promotora  del  gen  MW1733   3918   Este  estudio  

15981  PblaZ-‐MW1733   Cepa  15981  con  promotor  constitutivo  blaZ  en  la  región  promotora  de  MW1733   4197   Este  estudio  

15981  ∆Pmen  PblaZ-‐MW1733   Cepa  15981  con  deleción  de  64pb  de  la  región  promotora  del  operón  men  y  promotor  
constitutivo  blaZ  en  la  región  promotora  de  MW1733    

4418   Este  estudio  

15981  ∆Pmen  pCN40::MW1733-‐3XFLAG   Cepa  15981  con  el  plásmido  pCN40::MW1733-‐3XFLAG     4474   Este  estudio  

15981  ∆menEC   Cepa  15981  con  deleción  de  los  genes  menE  y  menC   4728   Este  estudio  

15981  menC-‐3XFLAG   Cepa  15981  marcada  con  el  epítopo  3XFLAG  en  menC   4198   Este  estudio  

15981  menC-‐3XFLAG  ∆Pmen   Cepa  15981  ∆Pmen  marcada  con  el  epítopo  3XFLAG  en  menC     4199   Este  estudio  

15981  menC-‐3XFLAG  PblaZ-‐men   Cepa  15981  PblaZ-‐men  marcada  con  el  epítopo  3XFLAG  en  menC     4268   Este  estudio  

15981  menC-‐3XFLAG  ∆PMW1733   Cepa  15981  ∆PMW1733  marcada  con  el  epítopo  3XFLAG  en  menC     4267   Este  estudio  

15981  menC-‐3XFLAG  PblaZ-‐MW1733   Cepa  15981  PblaZ-‐MW1733  marcada  con  el  epítopo  3XFLAG  en  menC     4200   Este  estudio  

15981  menC-‐3XFLAG  PblaZ-‐MW1733  ∆rnc   Cepa  15981  menC-‐3XFLAG  PblaZ-‐MW1733  ∆rnc::cat86   5252   Este  estudio  

15981  menC-‐3XFLAG  ∆rnc   Cepa  15981  menC-‐3XFLAG  ∆rnc::cat86   5185   Este  estudio  

15981  MW1731-‐3XFLAG   Cepa  15981  marcada  con  el  epítopo  3XFLAG  en  MW1731   4456   Este  estudio  

15981  MW1731-‐3XFLAG  ∆Pmen   Cepa  15981  ∆Pmen  marcada  con  el  epítopo  3XFLAG  en  MW1731   4461   Este  estudio  

15981  MW1731-‐3XFLAG  PblaZ-‐men   Cepa  15981  PblaZ-‐men  marcada  con  el  epítopo  3XFLAG  en  MW1731   4462   Este  estudio  

15981  MW1731-‐3XFLAG  ∆PMW1733   Cepa  15981  ∆PMW1733  marcada  con  el  epítopo  3XFLAG  en  MW1731     4463   Este  estudio  

15981  MW1731-‐3XFLAG  PblaZ-‐MW1733   Cepa  15981  PblaZ-‐MW1733  marcada  con  el  epítopo  3XFLAG  en  MW1731     4464   Este  estudio  

15981  MW1731-‐3XFLAG  PblaZ-‐MW1733  ∆rnc   Cepa  15981  MW1731-‐3XFLAG  PblaZ-‐MW1733  ∆rnc::cat86   7056   Este  estudio  

15981  MW1731-‐3XFLAG  ∆rnc   Cepa  15981  MW1731-‐3XFLAG  ∆rnc::cat86   5179   Este  estudio  

15981  MW1733-‐3XFLAG   Cepa  15981  marcada  con  el  epítopo  3XFLAG  en  MW1733   4429   Este  estudio  

15981  MW1733-‐3XFLAG  ∆Pmen   Cepa  15981  ∆Pmen  marcada  con  el  epítopo  3XFLAG  en  MW1733     4431   Este  estudio  

15981  MW1733-‐3XFLAG  PblaZ-‐men   Cepa  15981  PblaZ-‐men  marcada  con  el  epítopo  3XFLAG  en  MW1733   4433   Este  estudio  

15981  MW1733-‐3XFLAG  ∆PMW1733   Cepa  15981  ∆PMW1733  marcada  con  el  epítopo  3XFLAG  en  MW1733     4435   Este  estudio  

15981  MW1733-‐3XFLAG  PblaZ-‐MW1733   Cepa  15981  PblaZ-‐MW1733  marcada  con  el  epítopo  3XFLAG  en  MW1733     4437   Este  estudio  

15981  MW1733-‐3XFLAG  PblaZ-‐men  ∆rnc   Cepa  15981  MW1733-‐3XFLAG  PblaZ-‐men  ∆rnc::cat86   5313   Este  estudio  

15981  MW1733-‐3XFLAG  ∆rnc   Cepa  15981  MW1733-‐3XFLAG  ∆rnc::cat86   5180   Este  estudio  

15981  ∆PMW1733  MW1733-‐3XFLAG  trans   Cepa  15981  ∆PMW1733  expresando  MW1733-‐3XFLAG  con  su  propio  promotor  y  terminador  
insertado  en  el  sitio  attB  del  gen  de  la  lipasa  

6542   Este  estudio  

15981  ∆PMW1733  PblaZ-‐men  MW1733-‐3XFLAG  trans   Cepa  15981  ∆PMW1733  PblaZ-‐men  expresando  MW1733-‐3XFLAG  con  su  propio  promotor  y  
terminador  insertado  en  el  sitio  attB  del  gen  de  la  lipasa  

6543   Este  estudio  

15981  menC-‐3XFLAG  pCN40   Cepa  15981  menC-‐3XFLAG  con  el  plásmido  pCN40   4202   Este  estudio  

15981  menC-‐3XFLAG  pCN40::MW1733-‐3XFLAG   Cepa  15981  menC-‐3XFLAG  con  el  plásmido  pCN40::MW1733-‐3XFLAG   4203   Este  estudio  

15981  MW1731-‐3XFLAG  pCN40   Cepa  15981  MW1731-‐3XFLAG  con  el  plásmido  pCN40   4465   Este  estudio  

15981  MW1731-‐3XFLAG  pCN40::MW1733-‐3XFLAG   Cepa  15981  MW1731-‐3XFLAG  con  el  plásmido  pCN40::MW1733-‐3XFLAG   4466   Este  estudio  

Escherichia  coli  
     

XL1  Blue   Utilizada  en  clonajes  
    

aCepas  pertenecientes  a  el  laboratorio  de  Patogénesis  Microbiana     
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Tabla	  2.	  Plásmidos	  utilizados	  en	  este	  estudio	  

Cepas   Características  relevantes   Referencia  

pJET  1.2/blunt   vector  de  clonaje   Thermo  Scientific  

pMAD   Plásmido  para  E.  coli  -‐  S.  aureus  con  origen  de  replicación  termosensible  en  bacterias  Gram  +.  
AmpR,  ErmR   (Arnaud  et  al.,  2004)  

pMAD::∆Pmen   Plásmido  pMAD  que  contiene  la  deleción  de  64pb  de  la  región  promotora  del  operón  men   Este  estudio  

pMAD::PblaZ-‐men   Plásmido  pMAD  que  contiene  el  promotor  constitutivo  blaZ  para  la  expresión  constitutiva  del  
operon  men     Este  estudio  

pMAD::∆PMW1733   Plásmido  pMAD  que  contiene  la  deleción  de  27pb  de  la  región  promotora  de  MW1733   Este  estudio  

pMAD::PblaZ-‐MW1733   Plásmido  pMAD  que  contiene  el  promotor  constitutivo  blaZ  para  la  expresión  constitutiva  de  
MW1733   Este  estudio  

pMAD::∆menEC   Plásmido  pMAD  que  contiene  la  deleción  de  los  genes  menE  y  C   Este  estudio  

pMAD::menC-‐3XFLAG   Plásmido  pMAD  que  contiene  el  epítopo  3XFLAG  para  el  marcaje  de  menC  en  el  extremo  C-‐
terminal   Este  estudio  

pMAD::MW1731-‐3XFLAG   Plásmido  pMAD  que  contiene  el  epítopo  3XFLAG  para  el  marcaje  de  MW1731  en  el  extremo  C-‐
terminal   Este  estudio  

pMAD::MW1733-‐3XFLAG   Plásmido  pMAD  que  contiene  el  epítopo  3XFLAG  para  el  marcaje  de  MW1733  en  el  extremo  C-‐
terminal   Este  estudio  

pMAD::∆rnc::cat86  (pLUG774)   Plásmido  pMAD  para  la  delecion  del  gen  rnc  e  inserción  de  cassette  de  cloranfenicol   (Huntzinger  et  al.,  2005)  

pINSA   Plásmido  pMAD  para  inserción  de  genes  en  el  sitio  cromosómico  attB  de  la  lipasa   Este  estudio  

pINSA::PMW1733-‐3XFLAG-‐TT  trans   Plásmido  pMAD  para  la  inserción  de  MW1733-‐3XFLAG  con  su  propio  promotor  y  terminador  en  el  
sitio  cromosómico  attB  de  la  lipasa   Este  estudio  

pCN40   Plásmido  para  E.  coli  -‐  S.  aureus  para  expresar  genes  con  el  promotor  constitutivo  PblaZ.  AmpR,  ErmR   (Charpentier  et  al.,  2004)  

pCN40::MW1733-‐3XFLAG   Plásmido  pCN40  que  expresa  constitutivamente  MW1733-‐3XFLAG   Este  estudio  
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Tabla  3.  Oligonucleótidos  utilizados  en  este  estudio  

Oligonucleótidos   Secuencia  

Sondas  Northern  blot     

Probe-‐A-‐sense  men   AGGGCATCCTGATGATAC  

Probe-‐A-‐T7-‐sense  men   TAATACGACTCACTATAGGGACCATTGCTCAATTACATGT  

Probe-‐B-‐sense  yktD-‐MW1731   CGAAGTTGAATCATTGGTA  

Probe-‐B-‐T7-‐sense  ytkD-‐MW1731   TAATACGACTCACTATAGGGAGATTCAATTGGCATTCGTT  

Probe-‐C-‐sense  MW1733   ATTCTTGGCGATGATTCAT  

Probe-‐C-‐T7-‐sense  MW1733   TAATACGACTCACTATAGGGTATGTGAATGCTTGCTTGCTG  

Deleción  de  la  región  promotora  del  operon  men       

∆Pmen-‐A-‐BamHI   GGATCCTTCCAGTGGCAAGGTACA  

∆Pmen-‐B-‐SalI   GTCGACTTTTGGAGGAATAACGCA  

∆Pmen-‐C-‐SalI   GTCGACAAAAGTAGACGAATTGATTC  

∆Pmen-‐D-‐EcoRI   GAATTCTTTCAGCAGACTATGCACATA  

∆Pmen-‐E   CCAGCGAATTCAATATCAT  

∆Pmen-‐F   TAGTAGGCCAACGATTTGA  

Clonaje  del  promotor  constitutivo  PblaZ     

pCN40-‐PblaZ-‐fw-‐EcoRI   GAATTCAGCTTACTATGCCATTATTAA  

pCN40-‐PblaZ-‐rv-‐XmaI   CCCGGGTGCAGAATAAACCCTCCG  

Promotor  constitutivo  PblaZ  en  región  promotora  de  operón  men     

PblaZ-‐men-‐A-‐BamHI   GGATCCTTCCAGTGGCAAGGTACA  

PblaZ-‐men-‐B1   CGGAGGGTTTATTCTGCAGTCGACTTTTGGAGGAATAACGCATGGACTTT  

PblaZ-‐men-‐B2   AAAGTCCATGCGTTATTCCTCCAAAAGTCGACTGCAGAATAAACCCTCCG  

PblaZ-‐men-‐C1   AATCATATCAATGAATCAATTCGTCTACTTTTAGCTTACTATGCCATTATTAA  

PblaZ-‐men-‐C2   TTAATAATGGCATAGTAAGCTAAAAGTAGACGAATTGATTCATTGATATGATT  

pBlaZ-‐men-‐D-‐EcoRI   GAATTCTTTCAGCAGACTATGCACATA  

PblaZ-‐men-‐E   CCAGCGAATTCAATATCAT  

PblaZ-‐men-‐F   TAGTAGGCCAACGATTTGA  

Deleción  de  la  región  promotora  de  MW1733     

∆PMW1733-‐A-‐BamHI   GGATCCAATGGTACTATCTTGCAGTA  

∆PMW1733-‐B-‐EcoRI   GAATTCTGTAGGGATGTGATGCGCGT  

∆PMW1733-‐C-‐EcoRI-‐XmaI   GAATTCTCCCCCCGGGTATCGTTGGAGGCATTAAT  

∆PMW1733-‐D-‐NcoI   CCATGGGATGTTACACCAGCAGGT  

∆PMW1733-‐E   TGATTGCACCCTCTCTAC  

∆PMW1733-‐F   AGCGATGCTTGCTCGTAA  

Promotor  constitutivo  PblaZ  en  región  promotora  de  MW1733     

PblaZ-‐MW1733-‐A-‐BamHI   GGATCCAATGGTACTATCTTGCAGTA  

PblaZ-‐MW1733-‐B-‐EcoRI   GAATTCTGTAGGGATGTGATGCGCGT  

pCN40-‐Pblaz-‐fw-‐EcoRI   GAATTCAGCTTACTATGCCATTATTAA  
Continuación  en  la  siguiente  página  

  
  



Material  y  métodos  

68  

Tabla  3.  Continuación  

Oligonucleótidos   Secuencia  

pCN40-‐Pblaz-‐rv-‐XmaI   CCCGGGTGCAGAATAAACCCTCCG  

PblaZ-‐MW1733-‐C-‐EcoRI-‐XmaI   GAATTCTCCCCCCGGGTATCGTTGGAGGCATTAAT  

PblaZ-‐MW1733-‐D-‐NcoI   CCATGGGATGTTACACCAGCAGGT  

PblaZ-‐MW1733-‐E   TGATTGCACCCTCTCTAC  

PblaZ-‐MW1733-‐F   AGCGATGCTTGCTCGTAA  

MW1731-‐3XFLAG     

MW1731-‐Flag-‐A-‐BamHI   GGATCCAAGTTGAACATATTGCTGAAA  

MW1731-‐Flag-‐B-‐SalI   GTCGACTAGTATGAAACGTGGTGTG  

MW1731-‐Flag-‐C-‐SalI   GTCGACTTACTATTTATCGTCGTCATCTTTGTAGTCGATATCATGATC  
TTTATAATCACCGTCATGGTCTTTGTAGTCGCTATGCAACTCAACTTGT  

MW1731-‐Flag-‐D-‐EcoRI   GAATTCAAGAGGCATGCTACGAAG  

MW1731-‐Flag-‐E   AGCACAAGCAGAAGATTTA  

MW1731-‐Flag-‐F   TCTCAGATATTGATTTAATGTA  

menC-‐3XFLAG     

menC-‐Flag-‐A-‐BamHI   GGATCCAATTACTATCGTTGGAGGC  

menC-‐Flag-‐B-‐EcoRI   GAATTCATGGTTATGTTTATGTGAATG  

menC-‐Flag-‐C-‐EcoRI   GAATTCTTACTATTTATCGTCGTCATCTTTGTAGTCGATATCATGATC  
TTTATAATCACCGTCATGGTCTTTGTAGTCATATGGTTGTAATTGAGTTATA  

menC-‐Flag-‐D-‐NcoI   CCATGGCTTTATATCGAAGAGCCATT  

menC-‐Flag-‐E     AATGGTACTATCTTGCAGTA  

menC-‐Flag-‐F   TCAAATGTTTCATGTACTGC  

MW1733-‐3XFLAG     

MW1733-‐Flag-‐A-‐BamHI   GGATCCAATTACTATCGTTGGAGGC  

MW1733-‐Flag-‐B-‐EcoRI   GAATTCTTACTATTTATCGTCGTCATCTTTGTAGTCGATATCATGATC  
TTTATAATCACCGTCATGGTCTTTGTAGTCATGGTTATGTTTATGTGAATG  

MW1733-‐Flag-‐C-‐EcoRI   GAATTCATATGGTTGTAATTGAGTTATA  

MW1733-‐Flag-‐D-‐NcoI   CCATGGCTTTATATCGAAGAGCCATT  

MW1733-‐Flag-‐E   AATGGTACTATCTTGCAGTA  

MW1733-‐Flag-‐F   TCAAATGTTTCATGTACTGC  

Deleción  del  gen  rnc     

rncG   TGTAAATGGTGGAATGTACAT  

rncF   CAAGTTTATTTAATGATTCAGCCT  

Expresión  de  MW1733  en  trans     

INS-‐A-‐NcoI   CCATGGTAACGTTAGATGGCTCTGCAAAATTG  

INS-‐B-‐EcoRI   GAATTCTACTATTTTGAAATTCAACACTGTG  

P-‐MW1733-‐Trans-‐SalI   CCCGTCGACTTAACTTGACGATTATCTTTATCCCTAAACTTCACGCGC  

P-‐MW1733-‐3XFLAG-‐Trans-‐EcoRI   CCGAATTCCCCCCTTTAGTGGATATAACTCAATTACAACCATATT  
AATTACTATTTATCGTCGTCACT  

INS-‐C-‐SalI   GTCGACAAGTGAAATAAAGCGCCTGTC  

INS-‐D-‐BamHI   GGATCCATGCACGTGGCACAGGTAAATG  

   Continuación  en  la  siguiente  página  
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Tabla  3.  Continuación     

Oligonucleótidos   Secuencia  

INS-‐E   GACTTGTTGCGTGTGGAAG  

INS-‐F   AGACCTAATGACGAAGCAATC  

Clonaje  de  MW1733-‐3xFLAG  en  el  plásmido  pCN40     

MW1733-‐Flag-‐pCN-‐BamHI   GGATCCAATTACTATCGTTGGAGGC  

MW1733-‐Flag-‐pCN-‐EcoRI   GAATCCTTACTATTTATCGTCGTCATCTTTGTAG  

Deleción  de  menEC  

∆menEC-‐A-‐BamHI   GGATCCAATTACTATCGTTGGAGGC  

∆menEC-‐B-‐SalI-‐EcoRI   GAATTCACGCGTCGACTTAATGGTTATGTTTATGTGAATG  

∆menEC-‐C-‐SalI   GTCGACCATGATCTATTTCAGCAATG  

∆menEC-‐D-‐EcoRI   GAATTCGATAAATTCAATGCCGAACA  

∆menEC-‐E   TGATTGCACCCTCTCTAC  

∆menEC-‐F   AGTGTACTTTTAAGAGCTGT  

Subrayado,  sitio  de  la  enzima  de  restricción  incluido  en  el  oligonucleótido  
Gris,  secuencia  promotora  del  fago  T7  para  la  RNA  polimerasa  
Cursiva,  secuencia  3XFLAG  
Negrita,  secuencias  del  promotor  PblaZ
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RESULTADOS  

1.  Identificación  de  potenciales  “operones  no-‐contiguos”  en  el  genoma  de  S.  aureus  

Con	   el	   objetivo	   de	   identificar	   transcritos	   policistrónicos	   que	   incluyeran	   en	   su	  

interior	   un	   RNA	   intercistrónico	   realizamos	   un	   análisis	   exhaustivo	   de	   los	   datos	  

transcriptómicos	  obtenidos	  a	  partir	  de	   las	  cepas	  clínicas	  de	  S.	  aureus	  15981	  y	  MW2	  

(Lasa	  et	   al.,	   2011).	   Encontramos	   seis	   ejemplos	  que	   se	   correspondían	   con	  el	  modelo	  

predicho	  (Figuras	  8,	  9	  y	  10).	  Para	  confirmar	  que	  estos	  resultados	  no	  eran	  exclusivos	  

de	   nuestro	   análisis	   transcriptómico,	   analizamos	   los	   datos	   de	   secuenciación	   de	   RNA	  

publicados	  por	  otros	  laboratorios	  (http://rnamaps.unavarra.es/)	  en	  cinco	  cepas	  de	  
S.	  aureus	  que	  no	  estaban	  relacionadas	  genéticamente	  con	  las	  cepas	  15981	  y	  MW2.	  Los	  

resultados	  confirmaron	  la	  presencia	  de	  este	  tipo	  de	  organización	  transcripcional	  en	  las	  

regiones	   seleccionadas	   (Figura	   8,	   9	   y	   10).	   La	   función	   de	   la	   mayoría	   proteínas	  

codificadas	  por	  los	  genes	  de	  los	  operones	  seleccionados	  no	  es	  conocida,	  aunque	  existen	  

excepciones	  como:	  CoaD,	  que	  interviene	  en	  la	  vía	  de	  síntesis	  de	  coenzima	  A,	  MenADB	  y	  

MenEC	   que	   son	   indispensables	   en	   la	   síntesis	   de	   menaquinona	   y	   MoaABCED	   que	  

participa	  en	  el	  transporte	  de	  molibdato.	  

Para	   estudiar	   en	   detalle	   como	   este	   tipo	   de	   arquitectura	   condiciona	   la	  

transcripción	   de	   ambos	   transcritos,	   elegimos	   la	   región	   que	   incluye	   los	   genes	  menE,	  

menC,	   MW1733,	   ytkD	   y	   MW1731.	   La	   elección	   de	   este	   grupo	   de	   genes	   la	   hicimos	  

basándonos	   en	   el	   tamaño	   de	   los	   transcritos	   y	   en	   la	   relevancia	   que	   la	   síntesis	   de	  

menaquinona	   tiene	  durante	   el	   proceso	  de	   infección	  de	  S.	   aureus	   (Dean	  et	   al.,	   2014)	  

(Figura	  8).	  Los	  programas	  de	  identificación	  de	  operones	  en	  los	  genomas	  bacterianos	  

han	  venido	  utilizando	  tres	  criterios	  para	  definir	  que	  un	  grupo	  de	  genes	  contiguos	  se	  

transcriben	  como	  operón:	  distancia	  pequeña	  entre	  genes	  consecutivos,	  conservación	  

del	   orden	   de	   los	   genes	   en	   organismos	   relacionados,	   y	   la	   existencia	   de	   una	   relación	  

biológica	   funcional	   entre	   las	   proteínas	   que	   codifican	   los	   genes	   del	   operón.	   Estos	  

criterios,	  basados	  en	  el	  concepto	  clásico	  de	  operón,	  han	  impedido	  que	  cualquier	  otro	  

tipo	   de	   organización	   de	   genes	   haya	   sido	   considerado	   como	   posible	   operón	   por	   los	  

programas	  de	  predicción	  de	  operones.	  Así,	  en	  la	  base	  de	  datos	  de	  operones	  procariotas	  

DOOR	   (http://csbl.bmb.uga.edu/DOOR/),	   menE-‐‑menC	   e	   ytkD-‐‑MW1731	   estaban	  
anotados	  como	  dos	  operones	  independientes	  (Mao	  et	  al.,	  2009).	  Sin	  embargo,	  nuestros	  

datos	  transcriptómicos	  mostraban	  que	  los	  cuatro	  genes	  se	  transcriben	  como	  una	  única	  

unidad	  transcripcional	  (Figura	  8).	  En	  consonancia	  con	  nuestros	  resultados,	  un	  estudio	  

dedicado	  a	  identificar	  los	  sitios	  de	  inicio	  de	  la	  transcripción	  (TSS)	  en	  el	  genoma	  de	  S.	  
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aureus	   identificaba	   la	   existencia	  de	  un	  único	   sitio	  de	   inicio	  de	   la	   transcripción	   en	   la	  

región	  promotora	  del	   gen	  menE	   (Figura	  8)	   y	  ningún	   inicio	  de	   la	   transcripción	  para	  

ytkD-‐‑MW1731	  (Koch	  et	  al.,	  2014).	  
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Figura  8.  Análisis  de   la  arquitectura  de  “operón  no-contíguo”.  Imágenes  obtenidas  con  el  
software  JBrowser  del  mapeo  de  lecturas  de  la  región  menE-menC-MW1733-ytkD-MW1731  
en  siete  cepas  de  S.  aureus  obtenidas  mediante  RNA-seq  o  TSS-seq.  El  número  de  lecturas  
por  posición  nucleotídica  viene  indicado  en  la  escala  (log2  o  10  3).  En  el  centro  de  la  figura  
está  representada   la  arquitectura  objeto  de  estudio.  Las   flechas  naranjas  representan   las  
ORFs  que  constituyen  el  operón  menE-menC-ytkD-MW1731  y  la  flecha  azúl  representa  el  
gen   MW1733.   Los   triángulos   verdes   representan   promotores   y   los   rectángulos   rojos  
terminadores   transcripcionales.   La   flecha   naranja   discontinua   representa   el   transcrito  
generado   a   partir   del   operón  menE-menC-ytkD-MW1731   y   la   flecha   azúl   discontinua   al  
transcrito  generado  a  partir  de  MW1733.  La   línea  superior   indica   la  posición  en  pares  de  
bases  del  genoma  de   la  cepa  de  S.  aureus  MW2.  Toda   la   información  genética  sobre  el  
inicio  y  el  final  de   la  transcripción  se  obtuvo  en  un  estudio  previo  (Lasa  et  al.,  2011).  Los  
datos  del  RNA-seq  se  obtuvieron  a  partir  de:  15981  (Lasa  et  al.,  2011),  MW2  (este  estudio),  
UAMS-1   (King   et   al.,   2018),   HG001   (Poupel   et   al,   2018),   WCH-SK2   (Bui   et   al,   2015),  
Homeland  (Koch  et  al.,  2014),  USA300-P23  (Yeo  et  al.,  2018).  
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Figuras  9-10.  Ejemplos  de  regiones  del  genoma  de  S.  aureus  con  arquitectura  característica  
de   operón   no-contiguo.   Imágenes   obtenidas   con   el   software   JBrowser   que   muestran   la  
distribución  de  las  lecturas  en  este  tipo  de  regiones  obtenidas  mediante  RNA-seq  o  TSS-
seq   en   siete   cepas   de   S.   aureus   no   relacionadas.   El   número   de   lecturas   por   posición  
nucleotídica   viene   indicado   en   la   escala   (log2  o   10   3).   En   el   centro   de   cada   panel   están  
representados  los  distintos  ejemplos  que  presentan  esta  arquitectura.  Las  flechas  naranjas  
representan   las  ORFs  que  constituyen   los  operones  y   las   flechas  azules   representan   los  
genes   intercalados.  Los  triángulos  verdes  representan  promotores  y   los  rectángulos  rojos  
terminadores   transcripcionales.   Las   flechas   naranjas   discontinuas   representan   los  
transcritos  generados  a  partir  de  los  operones  no  contiguos  y  las  flechas  azules  discontinuas  
a  los  transcritos  generados  a  partir  de  los  genes  intercalados  que  se  transcriben  desde  la  
hebra  contraria  en  dirección  opuesta.  La  línea  superior  indica  la  posición  en  pares  de  bases  
del  genoma  de  la  cepa  de  S.  aureus  MW2.  Todas  las  anotaciones  sobre  el  inicio  y  el  final  de  
la  transcripción  se  obtuvieron  en  un  estudio  previo  (Lasa  et  al.,  2011).  Los  datos  de  RNA-
seq  pertenecen  a  15981  (Lasa  et  al.,  2011),  MW2  (this  study),  UAMS-1  (King  et  al.,  2018),  
HG001  (Poupel  et  al.,  2018),  WCH-SK2  (Bui  et  al.,  2015),  Homeland  (Koch  et  al.,  2014),  
USA300-P23  (Yeo  et  al.,  2018).  
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2.  Coexpresión  de  los  genes  menE-‐menC-‐ytkD-‐MW1731  

Para	  demostrar	  experimentalmente	  que	  los	  genes	  menE-‐‑menC-‐‑ytkD-‐‑MW1731	  se	  

transcriben	  conjuntamente,	  generamos	  dos	  cepas	  a	  partir	  de	  la	  cepa	  salvaje.	  En	  una	  de	  

ellas	  delecionamos	  la	  región	  promotora	  situada	  aguas	  arriba	  del	  gen	  menE	  (DPmen)	  y	  

en	   la	   otra,	   reemplazamos	   esta	   región	   por	   la	   secuencia	   que	   contiene	   el	   promotor	  

constitutivo	  blaZ	   (PblaZ-‐‑men)	   (Figura	  11).	   Para	   cada	  una	  de	   estas	   cepas	  obtuvimos	  

derivados	  en	  los	  que	  etiquetamos	  la	  copia	  cromosómica	  de	  los	  genes	  menC	  y	  MW1731	  

con	  la	  secuencia	  3XFLAG	  (Figura	  11).	  A	  continuación,	  realizamos	  Western	  blot	  para	  

estudiar	  los	  niveles	  de	  proteína	  MenC	  y	  MW1731	  en	  las	  cepas	  salvaje,	  	  DPmen	  y	  PblaZ-‐‑

men.	  En	  la	  cepa	  DPmen	  se	  observaba	  una	  disminución	  de	  los	  niveles	  de	  proteína	  MenC	  

y	  MW1731	  con	  respecto	  a	  la	  cepa	  salvaje.	  Los	  niveles	  de	  expresión	  de	  MenC	  todavía	  

eran	  detectables,	  indicando	  que	  la	  deleción	  de	  la	  región	  promotora	  de	  menE	  en	  la	  cepa	  

DPmen	  no	  es	  total.	  Por	  otro	  lado,	  en	  la	  cepa	  PblaZ-‐‑men,	  los	  niveles	  de	  proteína	  MenC	  y	  

MW1731	  eran	  notablemente	  superiores	  a	  los	  de	   la	  cepa	  salvaje	   (Figura	  12A).	  Estos	  

resultados	   sugieren	   que	   la	   expresión	   tanto	   de	  menE-‐‑menC	   como	   de	   ytkD-‐‑MW1731	  

dependen	  de	  la	  región	  promotora	  situada	  aguas	  arriba	  de	  menE.	  	  

A	   continuación,	   decidimos	   analizar	   si	   tal	   y	   como	   indicaban	   los	   datos	   del	  

transcriptoma	   y	   los	   datos	   genéticos,	   los	   genes	   menE-‐‑menC-‐‑ytkD-‐‑MW1731	   se	  

cotranscribían	   en	   un	   único	  mRNA.	   Para	   ello,	   purificamos	   el	  RNA	  de	   la	   cepa	   salvaje,	  

DPmen	  y	  PblaZ-‐‑men	  en	   fase	  exponencial	  de	  crecimiento	  y	   lo	  analizamos	  mediante	   la	  

técnica	  de	  northern-‐‑blot.	  Para	  la	  detección	  específica	  del	  transcrito	  se	  diseñaron	  sondas	  

complementarias	  a	  las	  regiones	  menE-‐‑menC	  (sonda	  A)	  e	  ytkD-‐‑MW1731	  (sonda	  B).	  Los	  

resultados	  del	  Northern-‐‑blot	  mostraban	  niveles	  de	  mRNA	  muy	  bajos	  con	  ambas	  sondas	  

(Figura	  12B).	  Sólo	  en	  la	  cepa	  PblaZ-‐‑men,	  donde	  la	  expresión	  del	  operon	  es	  constitutiva,	  

era	   posible	   observar	   una	   tenue	   banda	   de	   aproximadamente	   4Kb	   compatible	   con	   la	  

cotranscripción	  de	  los	  genes	  menE-‐‑menC-‐‑ytkD-‐‑MW1631	  (Figura	  12B).	  Por	  otro	  lado,	  la	  

sonda	  B	  hibridaba	  con	  una	  banda	  de	  aproximadamente	  1,2	  Kb	  en	  la	  cepa	  PblaZ-‐‑men,	  

que	   indica	   la	   existencia	   de	   procesamiento	   del	   transcrito	   que	   se	   producía	   desde	   el	  

promotor	  blaZ.	  Estos	  resultados	  sugieren	  fuertemente	  que	  la	  expresión	  de	  menE-‐‑menC-‐‑

ytkD-‐‑MW1731	  dependen	  del	  promotor	  situado	  aguas	  arriba	  de	  menE	  y	  apoyan	  nuestra	  

hipótesis	   de	   que	   los	   genes	  menE-‐‑menC-‐‑ytkD-‐‑MW1731	   constituyen	   una	   única	   unidad	  

transcripcional.	  
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3.  Expresión  del  gen  MW1733  

Nuestros	   resultados	   transcriptómicos	   indicaban	  que	   el	   gen	  MW1733	   (258	  pb)	  

tenía	  una	  región	  5´UTR	  de	  16	  nucleótidos	  y	  una	  3´UTR	  de	  60	  nucleótidos	  que	  solapa	  

con	  la	  región	  final	  del	  gen	  menC.	  Para	  confirmar	  los	  datos	  transcriptómicos	  generamos	  

dos	  mutantes	  adicionales,	  en	  uno	  de	  ellos	  delecionamos	  27	  nucleótidos	  de	   la	  región	  

promotora	  de	  MW1733	   situada	  aguas	   arriba	  del	   gen	   (DPMW1733)	   y	   en	   la	   otra	   cepa	  

reemplazamos	  la	  región	  promotora	  por	  el	  promotor	  constitutivo	  blaZ	  (PblaZ-‐‑MW1733)	  

(Figura	  11).	  Para	  cada	  una	  de	  estas	  cepas	  obtuvimos	  un	  derivado	  en	  el	  que	  marcamos	  

la	   copia	   cromosómica	   del	   gen	   MW1733	   con	   la	   secuencia	   3XFLAG.	   Los	   resultados	  

obtenidos	  en	  el	  Western-‐‑blot	  mostraban	  una	  disminución	  de	   los	  niveles	  de	  proteína	  

MW1733	  para	  la	  cepa	  DPMW1733	  y	  un	  incremento	  de	  la	  proteína	  en	  el	  mutante	  PblaZ-‐‑

MW1733	  con	  respecto	  a	  la	  cepa	  salvaje	  (Figura	  12A).	  Para	  confirmar	  estos	  resultados	  

realizamos	  Northern-‐‑blot	  a	  partir	  del	  RNA	  obtenido	   a	  partir	  de	   las	   cepas	  wild-‐‑type,	  

DPMW1733	  y	  PblaZ-‐‑MW1733.	  Para	  la	  detección	  específica	  del	  transcrito	  diseñamos	  una	  

sonda	   específica	   complementaria	   a	   la	   región	   MW1733	   (sonda	   C).	   Los	   resultados	  

mostraron	  la	  presencia	  de	  una	  discreta	  banda	  de	  aproximadamente	  350	  nucleótidos	  en	  

la	  cepa	  salvaje	  (Figura	  12B).	  La	  intensidad	  de	  esta	  banda	  se	  incrementaba	  en	  la	  cepa	  

PblaZ-‐‑MW1733	  y	  prácticamente	  desaparecía	  en	  la	  cepa	  DPMW1733.	  	  

Teniendo	  en	  cuenta	  que	  el	  gen	  MW1733	  se	  encuentra	  en	  medio	  de	  menE-‐‑menC-‐‑

ytkD-‐‑MW1731	  y	  que	  estos	  4	  genes	  se	  transcriben	  conjuntamente,	  nuestros	  resultados	  

describen	  una	  nueva	  organización	  transcripcional	  en	  la	  que,	  en	  medio	  de	  dos	  grupos	  de	  

genes	  que	  se	  transcriben	  conjuntamente,	  tenemos	  otra	  unidad	  de	  transcripción	  que	  se	  

transcribe	  en	  dirección	  contraria.	  Hemos	  denominado	  a	  esta	  unidad	  de	  transcripción	  

como	  como	  “operón	  no-‐‑contiguo”.	  En	  esta	  organización	   transcripcional,	   la	  región	  no	  

codificante	  del	  transcrito	  tetracistrónico	  solapa	  con	  el	  transcrito	  monocistrónico.	  
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Figura   11.  Representación   de   las   cepas   utilizadas   en   los   ensayos   de   la  Figura   12.  Las  
flechas   naranjas   representan   las   ORFs   que   constituyen   el   operón   menE-menC-ytkD-
MW1731   y   la   flecha   azúl   representa   el   gen  MW1733.   Los   triángulos   verdes   representan  
promotores   y   los   rectángulos   rojos   terminadores   transcripcionales.   El   triángulo   rojo  
representa  el  promotor  constitutivo  blaZ.  El  símbolo  D  indica  la  deleción  de  un  promotor.  La  
etiqueta  amarilla  representa  los  marcajes  con  la  secuencia  3XFLAG.  
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Figura   12.  Evidencia   experimental   que   demuestra   que   la   región   de   genes  menE-menC-
MW1733-ytkD-MW1731  constituye  un  ejemplo  de  operón  no-contiguo.  (A)  Análisis  mediante  
Western-blot   de   los   niveles   de   proteína  MenC,  MW1731   o  MW1733   en   la   cepa   salvaje,  
DPmen,  PblaZ-men,  DPMW1733  y  PblaZ-MW1733.  Se  utilizaron  anticuerpos  anti-3XFLAG  
para   la  detección  de   las  proteínas  marcadas  con   la  secuencia  3XFLAG.  Los  controles  de  
carga  se  obtuvieron  mediante  tinción  de  Coomassie  o  geles  stain-free.  (B)  Análisis  mediante  
Northern-blot   del  RNA  obtenido   a   partir   de   las   cepas   descritas   en  A.  Utilizamos   sondas  
específicas  de  las  regiones  menEC  (sonda  A),  ytkD-MW1731  (sonda  B)  y  MW1733  (sonda  
C).  La  posición  de   los  RNAs  está   indicada.  Los  controles  de  carga  contienen   las  bandas  
correspondientes  a   los  RNAs  ribosomales  16S  y  23S.  Las  cepas  utilizadas  en  esta  figura  
están  representadas  en  la  Figura  11.  
     



Resultados  

83  

4.   La   expresión   del   operón  menE-‐menC-‐ytkD-‐MW1731   y   del   gen  MW1733   está  

regulada  recíprocamente.  

Una	  consecuencia	  directa	  de	  la	  co-‐‑transcripción	  de	  los	  genes	  menE-‐‑menC-‐‑ytkD-‐‑

MW1733	   es	  que,	  el	   transcrito	  resultante	  solapa	  completamente	  con	  el	  mRNA	  que	  se	  

produce	  a	  partir	  del	  gen	  MW1733.	  Para	  investigar	  si	  la	  transcripción	  de	  los	  genes	  menE-‐‑

menC-‐‑ytkD-‐‑MW1731	  tiene	  algún	  efecto	  sobre	  los	  niveles	  de	  expresión	  del	  mRNA	  del	  gen	  

MW1733	  comparamos	  los	  niveles	  de	  transcrito	  MW1733	  en	  las	  cepas	  salvaje,	  DPmen	  y	  

PblaZ-‐‑men	  con	  una	  sonda	  específica	  para	  MW1733	  (sonda	  C)	  mediante	  northern-‐‑blot	  

(Figura	  14A).	   Los	   resultados	  mostraban	  que	   cuando	   la	   transcripción	  del	   operón	   se	  

inhibe	  debido	  a	  la	  deleción	  del	  promotor	  (DPmen),	  se	  produce	  un	  ligero	  incremento	  de	  

transcrito	  MW1733.	  Por	  otro	  lado,	  cuando	  menE-‐‑menC-‐‑ytkD-‐‑MW1731	  se	  transcribe	  de	  

forma	   constitutiva	   (PblaZ-‐‑men)	   provoca	   una	   disminución	   muy	   significativa	   de	   los	  

niveles	   del	   transcrito	   MW1733	   (Figura	   14A).	   Para	   confirmar	   la	   regulación	   de	   la	  

expresión	  de	  MW1733	  a	  nivel	  de	  proteína	  construimos	  derivados	  de	  las	  cepas	  DPmen	  y	  

PblaZ-‐‑men	   en	   las	   que	   marcamos	   la	   copia	   cromosómica	   del	   gen	   MW1733	   con	   la	  

secuencia	  3XFLAG	  en	  posición	  C-‐‑terminal	  (Figura	  13).	  Coincidiendo	  con	  los	  resultados	  

obtenidos	   en	   el	   Northern-‐‑blot,	   los	   niveles	   de	   proteína	   MW1733	   disminuyen	  

significativamente	  en	  la	  cepa	  PblaZ-‐‑men	  con	  respecto	  a	  la	  cepa	  salvaje	  (Figura	  14A).	  

A	   continuación,	   estudiamos	   la	   posibilidad	   de	   que	   la	   expresión	   del	   mRNA	   de	  

MW1733	  tuviese	  un	  efecto	  sobre	  el	  transcrito	  menE-‐‑menC-‐‑ytkD-‐‑MW1731.	  Para	  analizar	  

esta	  hipótesis,	  comparamos	  los	  niveles	  del	  mRNA	  de	  menE-‐‑menC-‐‑ytkD-‐‑MW1731	  en	  las	  

cepas	   salvaje,	   DPMW1733	   y	   PblaZ-‐‑MW1733	   mediante	   Northern-‐‑blot	   (Figura	   8).	  

Utilizando	  la	  sonda	  A,	  específica	  para	  la	  región	  menE-‐‑menC,	  los	  niveles	  de	  expresión	  del	  

mRNA	   tetracistrónico	   en	   la	   cepa	   salvaje	   seguían	   siendo	   muy	   bajos	   y	   no	   permitían	  

detectar	  diferencias	  (Figura	  14B).	  Cuando	  utilizamos	  la	  sonda	  B,	  específica	  de	  la	  región	  

ytkD-‐‑MW1731,	   detectamos	   un	   transcrito	   de	   aproximadamente	   1,5	   Kb,	   que	   se	  

correspondía	  con	  el	  mRNA	  producto	  del	  procesamiento	  de	  menE-‐‑menC-‐‑ytkD-‐‑MW1731	  

equivalente	  a	  la	  región	  de	  ytkD-‐‑MW1731	  (Figura	  14C).	  El	  transcrito	  ytkD-‐‑MW1731	  era	  

mucho	  más	  visible	  cuando	  el	  gen	  MW1733	  se	  expresaba	  constitutivamente	  y	  en	  cambio,	  

no	  resultaba	  detectable	  en	  las	  cepas	  salvaje	  y	  DPMW1733.	  	  

A	  continuación,	  construimos	  derivados	  de	  las	  cepas	  DPMW1733	  y	  PblaZ-‐‑MW1733	  

en	   las	   que	   marcamos	   la	   copia	   cromosómica	   de	  menC	   y	  MW1731	   con	   la	   secuencia	  

3XFLAG	  en	  su	  extremo	  C-‐‑terminal	  (Figura	  13).	  La	  expresión	  constitutiva	  de	  MW1733	  

(PblaZ-‐‑MW1733)	   provocaba	   una	   reducción	   considerable	   en	   los	   niveles	   de	   proteína	  
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MenC	  (Figura	  14B)	  y,	  a	  su	  vez,	  una	  acumulación	  de	   la	  proteína	  MW1731,	  en	  ambos	  

casos,	  con	  respecto	  a	  la	  cepa	  salvaje	  (Figura	  14C).	  

Todos	  estos	  resultados	  apoyan	  la	  idea	  de	  que	  en	  los	  operones	  no	  contiguos	  los	  

transcritos	  que	  se	  generan	  desde	  hebras	  opuestas	  pueden	  modificar	  recíprocamente	  su	  

expresión.	   Esto	   añade	   un	   nuevo	   nivel	   de	   expresión	   porque	   permite	   coordinar	   la	  

expresión	  de	  genes	  contiguos	  que	  se	  expresan	  con	  direcciones	  opuestas.	  Un	  aumento	  

en	  la	  transcripción	  de	  transcrito	  tetracistrónico	  regula	  negativamente	  la	  expresión	  del	  

gen	  MW1733.	   Por	   otro	   lado,	   un	   incremento	   en	   el	   mRNA	   de	  MW1733	   provoca	   una	  

asimetría	  en	  los	  niveles	  de	  expresión	  de	  menE-‐‑menC-‐‑ytkD-‐‑MW1731,	  ya	  que	  los	  niveles	  

de	  transcrito	  ytkD-‐‑MW1731	  se	  elevaban	  significativamente	  mientras	  que	  la	  expresión	  

de	  menE-‐‑menC	  se	  reduce.	   	  
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Figura   13.  Representación   de   las   cepas   utilizadas   en   los   ensayos   de   la  Figura   14.   Las  
flechas   naranjas   representan   las   ORFs   que   constituyen   el   operón   menE-menC-ytkD-
MW1731   y   la   flecha   azúl   representa   el   gen  MW1733.   Los   triángulos   verdes   representan  
promotores   y   los   rectángulos   rojos   terminadores   transcripcionales.   El   triángulo   rojo  
representa  el  promotor  constitutivo  blaZ.  El  símbolo  D  indica  la  deleción  de  un  promotor.  La  
etiqueta  amarilla  representa  los  marcajes  con  la  secuencia  3XFLAG.  
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Figura   14.   Regulación   recíproca   dentro   del   operon   no   contiguo   entre   los   transcritos  
solapantes.  (A)  Panel  superior:  Northern  blot  que  muestra  los  niveles  del  mRNA  de  MW1733  
en  las  cepas  salvaje,  DPmen  y  PblaZ-men.  Detectamos  el  mRNA  de  MW1733  con  la  sonda  
C.  Panel   inferior:  Western  blot  de   los  niveles  de  proteína  MW1733  en   las  cepas  salvaje,  
DPmen  y  PblaZ-men  con  la  copia  cromosómica  del  gen  MW1733  marcada  con  la  secuencia  
3XFLAG.  (B)  Panel   superior:  Northern  blot  que  muestra   los  niveles  del  mRNA  de  menE-
menC  en  las  cepas  salvaje,  DPMW1733  y  PblaZ-MW1733.  Detectamos  el  mRNA  de  menEC  
con  la  sonda  A.  Panel  inferior:  Western  blot  de  los  niveles  de  proteína  MenC  en  las  cepas  
salvaje,  DPMW1733  y  PblaZ-MW1733  con   la  copia  cromosómica  del  gen  menC  marcada  
con   la  secuencia  3XFLAG.  (C)  Panel   superior:  Northern  blot  que  muestra   los  niveles  del  
mRNA  de  ytkD-MW1731  en  las  cepas  salvaje,  DPMW1733  y  PblaZ-MW1733.  Detectamos  
el  mRNA  de  ytkD-MW1731  con   la  sonda  B.  Panel   inferior:  Western  blot  de   los  niveles  de  
proteína   MW1731   en   las   cepas   salvaje,   DPMW1733   y   PblaZ-MW1733   con   la   copia  
cromosómica  del  gen  MW1731  marcada  con  la  secuencia  3XFLAG.  La  posición  de  los  RNAs  
está  indicada.  Los  controles  de  carga  contienen  las  bandas  correspondientes  a  los  RNAs  
ribosomales   16S   y   23S.  Se   utilizaron   anticuerpos   anti-3XFLAG  para   la   detección   de   las  
proteínas   marcadas   con   la   secuencia   3XFLAG.   Los   controles   de   carga   se   obtuvieron  
mediante  tinción  de  Coomassie  o  geles  stain-free.  Las  cepas  utilizadas  en  esta  figura  están  
representadas  en  la  Figura  13.  
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5.  Análisis  de  la  función  de  RNasa  III  en  la  regulación  de  los  operones  no-‐contiguos.  

RNasa	   III	   es	   la	   endorribonucleasa	   responsable	  del	  procesamiento	  de	  RNAs	  de	  

cadena	   doble	   en	   S.	   aureus	   y	   por	   tanto	   esta	   implicada	   en	   la	   regulación	  mediada	  por	  

transcritos	  solapantes	  antisentido	  (Lasa	  et	  al.,	  2011)	  (Lioliou	  et	  al.,	  2012)	  (Lybecker	  et	  

al.,	   2014).	   Teniendo	   en	   cuenta	   que	   el	   transcrito	   menE-‐‑menC-‐‑ytkD-‐‑MW1731	   es	  

antisentido	   para	   el	   transcrito	  MW1733,	   nos	   planteamos	   si	   RNasa	   III	   podría	   estar	  

implicada	  en	  la	  regulación	  que	  habíamos	  observado	  cuando	  modificamos	  la	  expresión	  

de	  uno	  de	   los	   transcritos.	  Para	  averiguar	  si	   la	  reducción	  de	   los	  niveles	  de	   transcrito	  

MW1733	   cuando	   el	   transcrito	   menE-‐‑menC-‐‑ytkD-‐‑MW1731	   se	   encuentra	   en	   exceso	  

(PblaZ-‐‑men)	   esta	   relacionada	   con	   RNasa	   III,	   delecionamos	   el	   gen	   que	   codifica	   para	  

RNasa	  III	  (rnc)	  en	  las	  cepas	  salvaje	  y	  PblaZ-‐‑men	  (Figura	  15).	  Con	  estas	  cepas	  realizamos	  

Northern-‐‑blot	   utilizando	   la	   sonda	   C	   (Figura	   8)	   para	   la	   detección	   específica	   del	  

transcrito	   MW1733.	   Los	   resultados	   indicaban	   un	   ligero	   incremento	   del	   mRNA	   de	  

MW1733	  en	  las	  cepas	  mutantes	  en	  RNasa	  III	  al	  compararlo	  con	  el	  RNA	  de	  las	  cepas	  que	  

producen	   RNasa	   III	   (Figura	   16A).	   A	   continuación,	   realizamos	   Western-‐‑blot	   para	  

analizar	   los	   niveles	   de	   proteína	   MW1733	   de	   las	   mismas	   cepas.	   Los	   resultados	  

mostraban	   un	   incremento	  moderado	   en	   los	  niveles	   de	   proteína	   en	   los	  mutantes	   en	  

RNasa	  III	  al	  compararlos	  con	  las	  cepas	  salvaje	  y	  PblaZ-‐‑men	  (Figura	  16A).	  Por	  otro	  lado,	  

evaluamos	  el	  papel	  de	  RNasa	  III	  cuando	  el	  transcrito	  que	  se	  producía	  constitutivamente	  

era	  MW1733	   (PblaZ-‐‑MW1733).	   Para	   ello	   delecionamos	   RNasa	   III	   en	   la	   cepa	   PblaZ-‐‑

MW1733	  y	  realizamos	  Northern-‐‑blot	  a	  partir	  del	  RNA	  obtenido	  de	  las	  cepas	  salvaje	  y	  

PblaZ-‐‑MW1733	   en	   presencia	   y	   ausencia	   de	   RNasa	   III.	   Los	   resultados	   no	  mostraron	  

diferencias	  significativas	  en	  la	  expresión	  del	  transcrito	  menE-‐‑menC-‐‑ytkD-‐‑MW1731	  con	  

la	  sonda	  A	  que	  detecta	  de	   forma	  específica	  la	  region	  que	  corresponde	  a	  menE-‐‑menC	  

(Figura	  16B).	  Con	  la	  sonda	  B,	  los	  resultados	  mostraban	  que	  en	  presencia	  de	  un	  exceso	  

de	   mRNA	   de	  MW1733	   aparecía	   una	   banda	   de	   procesamiento	   de	   1,5	   kb	   incluso	   en	  

ausencia	   de	   RNasa	   III,	   lo	   que	   indica	   que	   RNasa	   III	   no	   es	   necesaria	   para	   este	  

procesamiento	   se	  produzca.	   Sin	   embargo,	   en	   este	   caso,	   el	   patrón	  de	   procesamiento	  

cambiaba	  ya	  que	  se	  observaba	  una	  disminución	  en	  la	  cantidad	  de	  transcrito	  de	  1,5	  Kb	  y	  

la	  aparición	  de	  dos	   transcritos	  de	  mayor	   tamaño	  (Figura	  16C).	  El	   resultado	  de	  este	  

northern	  es	  importante	  porque	  demuestra	  que	  efectivamente	  la	  expresión	  de	  MW1733	  

tiene	   un	   efecto	   sobre	   el	   transcrito	   tetracistrónico	  menE-‐‑menC-‐‑ytkD-‐‑MW1731	   y	   que	  

dicho	   efecto	   es	   en	   parte	   dependiente	   de	   la	   presencia	   de	   la	   actividad	   de	   una	  

endoribonucleasa	  de	  cadena	  doble.	  	  
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A	   continuación,	   estudiamos	   mediante	   Western-‐‑blot	   los	   niveles	   de	   proteína	  

MW1731	  en	  las	  cepas	  salvaje,	  PblaZ-‐‑MW1733	  y	  sus	  respectivos	  mutantes	  en	  RNasa	  III.	  

Observamos	  que	  la	  cantidad	  de	  proteína	  MW1731	  producida	  por	  las	  cepas	  mutantes	  en	  

rnc	  era	  menor	  que	  en	  sus	  respectivas	  cepas	  productoras	  de	  RNasa	  III	  (Figura	  16C	  y	  

15).	  El	  conjunto	  de	  resultados	  indica	  que	  la	  actividad	  de	  RNasa	  III	  puede	  explicar	  solo	  

parcialmente	   el	   procesamiento	  que	   el	  mRNA	  de	  MW1733	   induce	   sobre	   el	  mRNA	  de	  

menE-‐‑menC-‐‑ytkD-‐‑MW1731,	  sugiriendo	  que	  otras	  ribonucleasas	  deben	  estar	  implicadas	  

en	  este	  procesamiento.	   	  
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Figura  15.  Representación  de  las  cepas  utilizadas  en  los  ensayos  de  la  Figura  16,  apartados  
A,  B  y  C.  Las  flechas  naranjas  representan  las  ORFs  que  constituyen  el  operón  menE-menC-
ytkD-MW1731  y  la  flecha  azúl  representa  el  gen  MW1733.  Los  triángulos  verdes  representan  
promotores   y   los   rectángulos   rojos   terminadores   transcripcionales.   El   triángulo   rojo  
representa  el  promotor  constitutivo  blaZ.  El  símbolo  D  indica  la  deleción  de  un  promotor.  La  
etiqueta  amarilla   representa   los  marcajes  con   la  secuencia  3XFLAG.  Drnc,  mutante  en   la  
endorribonucleasa  RNasa  III.  
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Figura  16.  El  procesamiento  de  la  región  solapante  mediado  por  RNasa  III  y  la  interferencia  
transcripcional  están  involucrados  en  la  regulación  recíproca  de  los  transcritos  solapantes  
generados  a  partir  del  operon  no-contiguo.  (A)  Panel  superior:  Northern  blot  que  muestra  los  
niveles  del  mRNA  de  MW1733  en  las  cepas  salvaje,  DPMW1733,  Drnc,  PblaZ-men,  PblaZ-
men  Drnc.  Detectamos  el  mRNA  de  MW1733  con  la  sonda  C.  Panel  inferior:  Western  blot  
de   los   niveles   de   proteína  MW1733   de   las  mismas  cepas   con   la   copia   cromosómica   de  
MW1733  marcada  con  la  secuencia  3XFLAG.  (B)  Panel  superior:  Northern  blot  que  muestra  
los  niveles  del  mRNA  de  menE-menC  en  las  cepas  salvaje,  Drnc,  PblaZ-MW1733,  PblaZ-
MW1733  Drnc.  Detectamos  el  mRNA  de  menEC  con  la  sonda  A.  Panel  inferior:  Western  blot  
de  los  niveles  de  proteína  MenC  de  las  mismas  cepas  con  la  copia  cromosómica  del  gen  
menC  marcada  con  la  secuencia  3XFLAG.  (C)  Panel  superior:  Northern  blot  que  muestra  
los  niveles  del  mRNA  de  ytkD-MW1731  de  las  cepas  descritas  en  B.  Detectamos  el  mRNA  
de  ytkD-MW1731   con   la  sonda  B.  Panel   inferior:  Western  blot  de   los  niveles  de  proteína  
MW1731  de  las  mismas  cepas  con  la  copia  cromosómica  del  gen  MW1731  marcada  con  la  
secuencia  3XFLAG.  (D)  Panel  superior:  Northern  blot  que  muestra  los  niveles  del  mRNA  de  
MW1733   en   las   cepas   salvaje,   PblaZ-men,   DPMW1733,   DPMW1733   MW1733   trans,   y  
DPMW1733  PblaZ-men  MW1733  trans.  Detectamos  el  mRNA  de  MW1733  con  la  sonda  C.  
Panel  inferior:  Western  blot  de  los  niveles  de  proteína  MW1733  de  las  mismas  cepas  con  la  
copia  cromosómica  del  gen  MW1733  marcada  con  la  secuencia  3XFLAG.  (E)  Western  blots  
con  los  niveles  de  proteína  MenC  (Panel  superior)  y  MW1731  (Panel  inferior)  en  las  cepas  
salvaje,   salvaje   pCN40,   PblaZ-MW1733   y   salvaje   pCN40::MW1733-3XFLAG.   Las   cepas  
tienen  la  copia  cromosómica  de  menC  y  MW1731  marcadas  con  la  secuencia  3XFLAG.  La  
posición   de   los   RNAs   está   indicada.   Los   controles   de   carga   contienen   las   bandas  
correspondientes  a  los  RNAs  ribosomales  16S  y  23S.  Se  utilizaron  anticuerpos  anti-3XFLAG  
para   la  detección  de   las  proteínas  marcadas  con   la  secuencia  3XFLAG.  Los  controles  de  
carga  se  obtuvieron  mediante  tinción  de  Coomassie  o  geles  stain-free.  En  la  Figura  15  están  
representadas  las  cepas  de  los  apartados  A,  B  y  C.  En  la  Figura  17  las  de  los  apartados  D  
y  E.  
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6.  Efecto  de  la  interferencia  transcripcional  en  la  regulación  de  la  expresión  de  los  

transcritos  de  un  operón  no-‐contiguo    

La	   interferencia	   transcripcional	   se	  define	   como	   la	   influencia	   supresora	   que	   la	  

maquinaria	  de	  síntesis	  de	  RNA	  en	  una	  de	  las	  hebras	  de	  DNA	  puede	  producir,	  en	  cis,	  

sobre	   la	   transcripción	  de	  genes	  vecinos	   (Shearwin	  et	  al.,	  2005).	  Para	  confirmar	  si	   la	  

regulación	   antisentido	   de	   menE-‐‑menC-‐‑ytkD-‐‑MW1731	   sobre	   MW1733	   podía	   estar	  

afectada	  por	  un	  mecanismo	  de	  interferencia	  transcripcional,	  decidimos	  crear	  una	  cepa	  

en	   la	  que	   apagábamos	   la	   expresión	  del	   gen	  MW1733	   en	   su	   localización	  normal	   y	   al	  

mismo	   tiempo	   introducíamos	   otra	   copia	   de	   dicho	   gen	   con	   su	   promotor	   en	   otra	  

localización	  del	   cromosoma.	  Para	   llevarlo	   a	   cabo,	   insertamos	   el	   gen	  MW1733	   con	   la	  

secuencia	  3XFLAG	  expresándose	  bajo	  su	  propio	  promotor	  cerca	  del	  sitio	  inocuo	  attB	  

del	  gen	  de	  la	  lipasa	  en	  las	  cepas	  DPMW1733	  y	  DPMW1733	  PblaZ-‐‑men	  (Figura	  17).	  Con	  

estas	  cepas	  realizamos	  Northern-‐‑blot	  utilizando	   la	  sonda	  C	  específica	  para	  MW1733.	  

Los	   resultados	   mostraban	   que	   los	   niveles	   de	   mRNA	   MW1733	   sólo	   disminuían	  

ligeramente	  en	  presencia	  de	  un	  exceso	  de	  mRNA	  de	  menE-‐‑menC-‐‑ytkD-‐‑MW1731	  cuando	  

el	  mRNA	  de	  MW1733	  se	  expresaba	  en	  trans.	  Este	  resultado	  era	  contrario	  a	  lo	  que	  ocurre	  

cuando	   el	   mRNA	   de	   MW1733	   se	   produce	   en	   cis	   (Figura	   16D).	   Por	   otro	   lado,	   es	  

importante	   indicar	   que	   la	   banda	   de	   mRNA	   de	   MW1733	   cuando	   se	   producía	  

ectópicamente	   desde	   la	   localización	   cromosómica	   attB	   era	   mucho	   mas	   difusa	   y	   de	  

diferente	   tamaño.	   	   Nuestra	   explicación	   a	   estos	   resultados	   es	   que	   en	   su	   nueva	  

localización,	   a	   pesar	   de	   que	   el	   MW1733	   se	   expresa	   desde	   su	   propio	   promotor,	   no	  

incluye	  el	  terminador	  de	  transcripción	  y	  esto	  afecta	  a	  la	  terminación	  de	  la	  transcripción	  

y	  al	  tamaño	  del	  mRNA	  producido.	  

A	   continuación,	   realizamos	   Western-‐‑blot	   para	   contrastar	   los	   resultados	  

obtenidos	  en	  el	  Northern-‐‑blot.	  Los	  resultados	  mostraban	  que	  los	  niveles	  de	  proteína	  

MW1733	   en	   la	   cepa	   DPMW1733	   PblaZ-‐‑men	   MW1733	   trans	   eran	   similares	   a	   los	  

detectados	   en	   su	   cepa	   salvaje	   (DPMW1733	   MW1733	   trans)	   (Figura	   16D).	   Estos	  

resultados	   indicaban	   que	   para	   que	  menE-‐‑menC-‐‑ytkD-‐‑MW1731	   tenga	   una	   influencia	  

supresora	  en	  la	  expresión	  de	  MW1733	  es	  necesario	  que	  ambos	  transcritos	  se	  localicen	  

en	  cis.	  Es	  importante	  señalar	  que	  los	  niveles	  de	  expresión	  de	  la	  proteína	  MW1733	  era	  

similar	  cuando	  se	  expresaba	  desde	  su	  localización	  dentro	  del	  operon	  menE-‐‑menC-‐‑ytkD-‐‑

MW1731	  a	  cuando	  se	  expresaba	  desde	  el	  sitio	  attB	  del	  gen	  de	  la	  lipasa	  (gen	  de	  la	  lipasa).	  	  

Finalmente,	  decidimos	  evaluar	  la	  expresión	  en	  trans	  de	  MW1733	  utilizando	  otra	  

estrategia	  que	  consistía	  en	  la	  expresión	  del	  gen	  MW1733	  desde	  un	  plásmido.	  Para	  ello,	  
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sobreexpresamos	  el	  gen	  MW1733	  con	  la	  secuencia	  3XFLAG	  desde	  el	  plásmido	  pCN40	  

en	   cepas	  que	   contenían	   la	   copia	   cromosómica	  de	  menC	   o	  MW1731	  marcadas	   con	   la	  

secuencia	  3XFLAG	  (Figura	  17),	  y	  estudiamos	  como	  afectaba	  la	  expresión	  de	  MW1733	  

en	  la	  expresión	  de	  las	  proteínas	  MenC	  y	  MW1731	  mediante	  Western-‐‑blot.	  Observamos	  

que	  la	  sobreexpresión	  de	  MW1733	  en	  trans	  no	  tenía	  ningún	  efecto	  sobre	  la	  producción	  

de	  MenC	  y	  MW1731.	  Este	  resultado	  evidencia	  que	  se	  requiere	  la	  localización	  en	  cis	  de	  

ambos	  transcritos	  para	  que	  MW1733	  coordine	  su	  expresión	  con	  la	  del	  operon	  menE-‐‑

menC-‐‑ytkD-‐‑MW1731	  (Figura	  16E).	  	  

El	  conjunto	  de	  resultados	  demuestra	  que	  existe	  un	  mecanismo	  de	  interferencia	  

transcripcional	  de	  regulación	  de	  genes	  entre	  la	  maquinaria	  que	  sintetiza	  el	  mRNA	  de	  

menE-‐‑menC-‐‑ytkD-‐‑MW1731	  y	  la	  que	  produce	  el	  transcrito	  MW1733.	  



Resultados  

94  

  

Figura  17.  Representación  de  las  cepas  utilizadas  en  los  ensayos  de  la  Figura  15,  apartados  
D  y  E.  Las  flechas  naranjas  representan  las  ORFs  que  constituyen  el  operón  menE-menC-
ytkD-MW1731  y  la  flecha  azúl  representa  el  gen  MW1733.  Los  triángulos  verdes  representan  
promotores   y   los   rectángulos   rojos   terminadores   transcripcionales.   El   triángulo   rojo  
representa  el  promotor  constitutivo  blaZ.  El  símbolo  D  indica  la  deleción  de  un  promotor.  La  
etiqueta  amarilla  representa  los  marcajes  con  la  secuencia  3XFLAG.  Los  plásmidos  pCN40  
vacío   y   pCN40::MW1733-3XFLAG   están   representados   a   la   derecha   de   las   cepas  
correspondientes.    
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7.  La  descoordinación  en  la  expresión  de  transcripción  del  operón  no-‐contiguo  menE-‐

menC-‐MW1733-‐ytkD-‐MW1731  produce  colonias  con  fenotipo  SCV  

En	  los	  experimentos	  realizados	  anteriormente	  se	  demostraba	  que	  la	  expresión	  

constitutiva	  del	  gen	  MW1733	  conlleva	  una	  reducción	  en	  los	  niveles	  de	  proteína	  MenC	  

(Figura	  14B).	  En	  S.	  aureus,	  la	  inhibición	  de	  la	  síntesis	  de	  menaquinona	  esta	  asociada	  

con	   un	   fenotipo	   de	   crecimiento	   lento	   denominado	   small	   colony	   variants	   (SCVs)	  

(Proctor	   et	   al.,	   2006).	   Las	   SCVs	   se	   aíslan	   frecuentemente	   de	   muestras	   clínicas	  

procedentes	  de	  pacientes	  que	  padecen	  infecciones	  crónicas	  producidas	  por	  S.	  aureus.	  	  

Nos	   planteamos	   si	   la	   inhibición	   en	   la	   expresión	   del	   operon	  menE-‐‑menC-‐‑ytkD-‐‑

MW1731	   que	   causa	   la	   sobreexpresión	   del	   gen	  MW1733	   podría	   ser	   suficiente	   para	  

generar	  una	  deficiencia	  en	  los	  niveles	  de	  menaquinona	  y	  la	  consiguiente	  ralentización	  

del	  crecimiento	  de	  la	  bacteria.	  Para	  estudiar	  esta	  hipótesis,	  reemplazamos	  el	  promotor	  

de	  MW1733	  con	  un	  promotor	  constitutivo	  blaZ	  en	  la	  cepa	  salvaje	  y	  DPmen	  (Figura	  18).	  

En	  la	  cepa	  salvaje	  la	  sobreexpresión	  de	  MW1733	  no	  tenia	  ningún	  efecto	  en	  el	  tamaño	  de	  

las	  colonias	  resultantes.	  Sin	  embargo,	  en	  la	  cepa	  DPmen,	  la	  sobreexpresión	  de	  MW1733	  

ralentizaba	   la	   velocidad	   de	   crecimiento	   y	   la	   bacteria	   producía	   colonias	   de	   tamaño	  

significativamente	  menor	  al	  que	  producían	  las	  cepas	  salvaje	  y	  DPmen	  (la	  cepa	  DPmen	  

produce	  colonias	  de	  un	  tamaño	  menor	  al	  que	  produce	  la	  cepa	  salvaje)	  (Figura	  18,	  19A,	  

20A).	  Estos	  resultados	  sugieren	  que	  la	  sobreexpresión	  de	  MW1733	  puede	  provocar	  una	  

disminución	  de	  la	  expresión	  de	  los	  genes	  menE-‐‑menC,	  suficiente	  como	  para	  disminuir	  

la	  síntesis	  de	  menaquinona	  y	  dar	  lugar	  a	  fenotipo	  SCV.	  Para	  confirmar	  que	  el	  fenotipo	  

de	  ralentización	  del	  crecimiento	  era	  debido	  a	  una	  carencia	  de	  menaquinona,	  añadimos	  

menadiona	  que	   actúa	   como	  precursor	  de	  menaquinona	  a	   las	   cepas	  DPmen	   y	  DPmen	  

PblaZ-‐‑MW1733,	  (Figura	  18,	  20A).	  Los	  resultados	  mostraron	  que	  la	  cepa	  DPmen	  PblaZ-‐‑

MW1733	   en	   presencia	   de	  menadiona	   recuperaba	  de	   forma	   significativa	   el	   ritmo	   de	  

crecimiento	  (Figura	  20A).	  Para	  descartar	  que	  la	  ralentización	  del	  crecimiento	  no	  era	  

debida	  a	  un	  exceso	  en	  los	  niveles	  de	  MW1733,	  sobreexpresamos	  desde	  plásmido	  el	  gen	  

MW1733	   en	   la	   cepa	  DPmen	   y	   posteriormente	   analizamos	   el	   tamaño	   de	   las	   colonias	  

obtenidas	  en	  placas	  de	  TSA.	  La	  cepa	  resultante,	  DPmen	  pCN40::MW1733	  (Figura	  18	  y	  

19A)	  presentaba	  el	  mismo	  fenotipo	  que	  la	  cepa	  DPmen.	  	  

Así,	   concluimos	   que	   esta	   organización	   transcripcional	   puede	   constituir	   un	  

mecanismo	  de	  regulación	  de	  la	  expresión	  de	  genes	  que	  de	  lugar	  al	  fenotipo	  de	  SCV	  en	  

determinadas	   condiciones	   ambientales	   donde	   la	   expresión	   del	   operon	  menE-‐‑menC-‐‑

ytkD-‐‑MW1731	  es	  baja	  y	  la	  expresión	  de	  MW1733	  es	  elevada.	  
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8.  Caracterización  del  fenotipo  SCV  que  causa  la  sobreexpresión  de  MW1733  

Los	  resultados	  previos	  indicando	  que	  la	  sobreexpresión	  de	  MW1733	  era	  capaz	  de	  

provocar	  una	  ralentización	  del	  crecimiento	  en	  la	  cepa	  DPmen,	  nos	  llevo	  a	  plantearnos	  

si	  estas	  cepas	  muestran	  el	  resto	  de	  características	  que	  han	  sido	  asociadas	  a	  las	  SCVs.	  La	  

cepa	   DPmen	   PblaZ-‐‑MW1733	   presentaba	   una	   menor	   producción	   del	   pigmento	  

staphyloxantina,	  y	  un	  incremento	  en	  la	  resistencia	  a	  los	  aminoglucósidos	  (tobramicina,	  

estreptomicina,	  gentamicina	  y	  amikacina)	  característico	  de	  las	  SCV	  (Sendi	  and	  Proctor,	  

2009)	   (Figura	   19B,	   C).	   Otra	   característica	  de	   las	   SCVs	   es	   la	  disminución	   del	   poder	  

reductor.	  Para	  medir	  el	  poder	  reductor	  analizamos	  la	  capacidad	  que	  presentaban	  estas	  

células	   para	   reducir	   un	   reactivo	   denominado	   Alarmar	   blue.	   La	   cepa	   DPmen	   PblaZ-‐‑

MW1733	  emitía	  niveles	  de	  fluorescencia	  significativamente	  inferiores	  a	  los	  producidos	  

por	   la	  cepa	  DPmen.	  La	  adición	  de	  menadiona	   igualaba	  la	  capacidad	  de	  reducción	  del	  

compuesto	   de	   la	   cepa	  DPmen	  PblaZ-‐‑MW1733	   al	   de	   la	   cepa	   salvaje	   indicando	   que	   la	  

reducción	   del	   poder	   reductor	   estaba	   motivada	   por	   la	   reducción	   en	   los	   niveles	   de	  

menaquinona	  (Figura	  20B).	  Otra	  forma	  de	  medir	  la	  capacidad	  de	  una	  cepa	  de	  reducir	  

el	  oxigeno,	  consiste	  en	  medir	  la	  capacidad	  de	  reducir	  el	  colorante	  azul	  de	  metileno.	  Los	  

resultados	   mostraban	   que	   en	   ausencia	   de	   menadiona	   la	   cepa	   DPmen	   presenta	   una	  

capacidad	  muy	  pequeña	  para	  reducir	  el	  colorante	  mientras	  que	  la	  cepa	  DPmen	  PblaZ-‐‑

MW1733	   no	   es	   capaz	  de	   reducir	   el	   colorante	   (Figura	  20C).	   Por	  último,	  medimos	   la	  

producción	  de	  D	  y	  L	  lactato	  para	  averiguar	  si	  la	  afectación	  de	  la	  cadena	  transportadora	  

de	   electrones	   provocaba	   la	   activación	   de	   procesos	   de	   fermentación.	   Los	   resultados	  

mostraban	  que	  las	  cepas	  DPmen	  y	  DPmen	  PblaZ-‐‑MW1733	  producían	  más	  lactato	  que	  la	  

cepa	  salvaje,	  mayoritariamente	  del	  isómero	  L-‐‑lactato,	  en	  ausencia	  de	  menadiona.	  Los	  

niveles	   de	   lactato	   disminuían	   al	   añadir	   menadiona,	   pero	   sin	   llegar	   a	   alcanzar	   los	  

observados	  en	  la	  cepa	  salvaje	  (Figura	  20D).	  En	  su	  conjunto	  estos	  resultados	  indican	  

que	   las	   SCVs	   que	   se	   producen	   cuando	   la	   expresión	   del	   operon	   menE-‐‑menC-‐‑ytkD-‐‑

MW1731	   se	   inhibe	   debido	   a	   la	   sobreexpresión	   del	   gen	   MW1733	   tienen	   todas	   las	  

características	  fenotípicas	  que	  se	  han	  asociado	  a	  estas	  bacterias.	  	  
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Figura  18.  Representación  de  las  cepas  utilizadas  en  los  ensayos  de  la  Figuras  19,  20  y  
21.  Las  flechas  naranjas  representan  las  ORFs  que  constituyen  el  operón  menE-menC-ytkD-
MW1731   y   la   flecha   azúl   representa   el   gen  MW1733.   Los   triángulos   verdes   representan  
promotores   y   los   rectángulos   rojos   terminadores   transcripcionales.   El   triángulo   rojo  
representa  el  promotor  constitutivo  blaZ.  El  símbolo  D  indica  la  deleción  de  un  promotor  o  un  
gen.  La  etiqueta  amarilla  representa  los  marcajes  con  la  secuencia  3XFLAG.  DmenEC  es  la  
cepa   con   los   genes   menE-menC,   necesarios   para   la   síntesis   de   menaquinona,  
delecionados.   A   la   derecha   de   la   cepa   correspondiente   se   encuentra   representado   el  
plásmido  pCN40  a  través  del  cual  se  expresa  constitutivamente  la  proteína  MW1733  con  la  
etiqueta  3XFLAG.  
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Figura  19.  La  sobreexpresión  de  MW1733  en  una  cepa  que  contiene  una  deleción  en   la  
región   promotora   de  menE   conduce   a   la   formación   de   cepas   con   fenotipo   small   colony  
variant  (SCV).  (A)  Tamaño  de  las  colonias  pertenecientes  a  las  cepas  WT,  DPmen,  DPmen  
PblaZ-MW1733,  DPmen  pCN40::MW1733  junto  a  la  cepa  control  en  la  que  los  genes  menE-
menC  están  delecionados  (DmenEC).  El  tamaño  de  colonia  se  evaluó  sembrando  en  placas  
de  TSA  25  µl  de  una  dilución  10-4  obtenida  a  partir  de  cultivos  overnight  (ON).  Las  cepas  
utilizadas  en  el  ensayo  están  representadas  en  la  Figura  21.  (B)  Imágenes  correspondientes  
a  los  pellets  obtenidos  tras  crecer  las  cepas  de  S.  aureus  hasta  fase  estacionaria  en  las  que  
se  aprecian  diferencias  en  la  pigmentación.  Las  cepas  analizadas  se  describen  en  A.  Las  
imágenes  representan  tres  ensayos  independientes.  (C)  Suceptibilidad  a  antibióticos  medida  
con   la  zona  de   inhibición  del  crecimiento  bacteriano  alrededor  de  discos   impregnados  en  
tobramicina  (TOB),  30  µg;;  estreptomicina  (S),  25  µg;;  gentamicina  (GN),  120  µg  y  amikacina  
(AK),   30   µg.   Las   cepas   analizadas   se   describen   en   A.   Los   valores   representados   se  
corresponden  con   las  medias  de   tres  experimentos   independientes  y   las  barras  de  error  
muestran  las  desviaciones  estándar  de  esas  medias.  La  significancia  estadística  se  calculó  
a  través  del  análisis  ANOVA  de  dos  factores  y  Bonferroni  (Graphpad  Prism,  versión  5).  ns  =  
no  existen  diferencias  significativas;;  *P  <  0,05;;  **P  <  0,01;;  ***P  <  0,001.  
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Figura  20.  Análisis  de  la  reversión  fenotípica  en  mutantes  que  presentan  fenotipo  SCVs.  (A)  
Curva  de  crecimiento  para  estudiar  los  efectos  de  la  menadiona  sobre  el  crecimiento.  (B)  
Ensayo  de  reducción  Alarmar  blue  para  analizar  la  reversión  de  la  actividad  metabólica  de  
las  cepas  que  presentan  fenotipo  SCVs.  La  significancia  estadística  se  calculó  a  través  del  
análisis  ANOVA  de  dos  factores  y  Bonferroni  (Graphpad  Prism,  versión  5).  ns  =  no  existen  
diferencias  significativas;;  *P  <  0,05;;  **P  <  0,01;;  ***P  <  0,001.   (C)  Ensayo  de  consumo  de  
oxígeno.   (D)   Medida   de   producción   de   L   y   D-lactato.   Para   estudiar   los   efectos   de   la  
menadiona  se  suplementaron  los  medios  de  cultivo  con  10  ng/ml  de  menadiona  disuelta  en  
DMSO.  Las  cepas  utilizadas  en  los  ensayos  están  representadas  en  la  Figura  18.  
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9.  Caracterización  de  los  mutantes  con  fenotipo  SCV  durante  el  proceso  de  infección  

Se	  ha	  descrito	  que	   la	   aparición	  de	   SCVs	   en	  muestras	  de	  pacientes	   se	  produce	  

cuando	  hay	  procesos	  de	  infección	  persistentes	  en	  los	  que	  S.	  aureus	  sobrevive	  de	  forma	  

intracelular	  (Tuchscherr	  et	  al.,	  2010).	  Estos	  estudios	  son	  difíciles	  de	  replicar	  con	  SCVs	  

naturales	  porque	  el	  fenotipo	  desaparece	  cuando	  la	  bacteria	  se	  crece	  en	  condiciones	  de	  

laboratorio.	  Decidimos	   analizar	  si	   el	   fenotipo	  SCV	  de	   la	   cepa	  DPmen	  PblaZ-‐‑MW1733	  

afectaba	  la	  invasión	  y	  persistencia	  de	  la	  bacteria	  en	  células	  en	  cultivo	  (Figura	  21A,	  B).	  

Con	   respecto	   a	   la	   capacidad	   de	   invasión	   de	   células,	   no	   encontramos	   diferencias	  

significativas	  entre	  las	  cepas	  DPmen	  y	  DPmen	  PblaZ-‐‑MW1733	  y	  la	  cepa	  salvaje	  (Figura	  

21A).	   Sin	   embargo,	   y	   de	   acuerdo	   con	   lo	   que	   se	   había	  descrito	  previamente	   la	   cepa	  

DPmen	  PblaZ-‐‑MW1733	  persistía	  mejor	  en	  el	  interior	  celular	  (Figura	  21B).	  Finalmente,	  

comparamos	   la	   virulencia	  de	   estas	   cepas	  mediante	   ensayos	   de	   sepsis	   en	   ratón.	   Los	  

resultados	   indican	  que	   las	  cepas	  DPmen	  y	  DPmen	  PblaZ-‐‑MW1733	   tienen	  reducida	  su	  

capacidad	  para	  colonizar	  el	  riñón	  (Figura	  21C).	  

Nuestros	  resultados	  confirman	  que	  el	  fenotipo	  SCV	  proporciona	  una	  estrategia	  

de	  supervivencia	  muy	  importante	  para	  S.	  aureus	  ya	  que	  las	  bacterias	  con	  fenotipo	  SCV	  

sobreviven	  mejor	  en	  condiciones	  intracelulares	  y	  tienen	  mayor	  capacidad	  de	  colonizar	  

y	  sobrevivir	  en	  los	  órganos	  del	  huésped	  (Figura	  21C).	  	  
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Figura  21.  Determinados  mutantes  muestran  fenotipo  SCV  in  vivo.  (A)  Invasión  de  las  cepas  
de  S.  aureus  MW2  salvaje,  DPmen  y  DPmen  PblaZ-MW1733  en  células  epiteliales  MAC-T.  
La   invasión  bacteriana  se  midió  por  el   recuento  en  UFC  tras  2  horas  de   tratamiento  con  
gentamicina.   Los   experimentos   se   realizaron   por   triplicado   en   cada   línea   celular.   La  
significancia  estadística  se  calculó  a  través  del  análisis  ANOVA  de  dos  factores  y  Bonferroni  
(Graphpad  Prism,  versión  5)  y  no  se  encontraron  diferencias  significativas  entre  cepas.  (B)  
Persistencia  de  las  cepas  de  S.  aureus  MW2  salvaje,  DPmen  y  DPmen  PblaZ-MW1733  en  
células  epiteliales  MAC-T.  La  persistencia  bacteriana  se  midió  por  recuento  en  UFC  tras  2,  
24,   48   y   72   horas   de   tratamiento   con   gentamicina.   Los   experimentos   se   realizaron   por  
triplicado   en   cada   línea   celular.   (C)  Virulencia   de   las   cepas   de  S.   aureus   MW2   salvaje,  
DPmen  y  DPmen  PblaZ-MW1733  en  ratones  inoculados  vía  retro-orbital.  Los  ratones  fueron  
infectados  con  107  UFC  de  las  cepas  indicadas  y  sacrificados  tras  5  días  de  infección.  Se  
analizó  la  carga  bacteriana  en  el  riñón.  La  significancia  estadística  se  calculó  a  través  del  
análisis   ANOVA   de   dos   factores   y   Tukey   (Graphpad   Prism,   versión   5).   ns   =   no   existen  
diferencias  significativas;;  ns:  no  existen  diferencias  significativas  *P  <  0,05;;  **P  <  0,01;;  ***P  
<  0,001.
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DISCUSIÓN  

La	   implementación	   de	   las	   técnicas	  masivas	   de	   secuenciación	   de	   RNA	   para	   la	  

identificación	  de	  la	  colección	  completa	  de	  moléculas	  de	  RNA	  que	  una	  bacteria	  produce	  

(transcriptoma)	   ha	   mostrado	   que	   en	   un	   porcentaje	   importante	   del	   genoma	   se	  

transcribe	  desde	  ambas	  hebras,	  generando	  RNAs	  sentido	  y	  antisentido	  desde	  la	  misma	  

región	   del	   genoma.	   En	   general,	   este	   proceso	   se	   ha	   denominado	   como	   transcripción	  

solapante.	  Lógicamente,	  estos	  transcritos	  muestran	  una	  complementariedad	  perfecta	  

en	   al	   menos	   una	   región	   del	   RNA.	   De	   los	   4	  mecanismos	   de	   transcripción	   solapante	  

descritos	  hasta	  el	  momento:	  RNA	  antisentidos,	  regiones	  5’	  UTRs	  solapantes,	  regiones	  3’	  

UTRs	   solapantes	   y	   los	   operones	   no-‐‑contiguos,	   es	   esta	   última	   la	   que	   resulta	   mas	  

intrigante.	  El	  concepto	  de	  operon	  como	  mecanismo	  de	  expresión	  de	  genes	  adyacentes	  

que	   se	   transcriben	   en	   una	   misma	   molécula	   de	   RNA	   y	   cuya	   expresión	   se	   regula	  

conjuntamente	  esta	   fuertemente	  establecido.	  Lo	  novedoso	  del	  concepto	  “operón	  no-‐‑

contiguo”	  es	  que	  los	  genes	  que	  constituyen	  el	  operón	  no	  tienen	  porque	  estar	  seguidos	  

y	  pueden	  estar	  intercalados	  con	  genes	  cuya	  transcripción	  ocurre	  en	  dirección	  contraria	  

y,	  en	  consecuencia,	  generando	  un	  transcrito	  que	  es	  complementario	  al	  transcrito	  del	  

operon	  en	  cuyo	  interior	  esta	  incluido.	  

Esta	  organización	  transcripcional	  no	  encaja	  con	  el	  paradigma	  clásico	  de	  operón,	  

lo	  cual	  explicaría	  porqué	  ha	  pasado	  desapercibido	  anteriormente.	  La	  identificación	  de	  

operones	   en	   los	   genomas	   bacterianos	   se	   ha	   considerado	   una	   información	   relevante	  

porque	  la	  expresión	  conjunta	  de	  los	  genes	  adyacentes	  anticipa	  que	  existe	  una	  relación	  

funcional	  entre	  las	  proteínas	  que	  codifican	  estos	  genes,	  y	  esta	  información	  puede	  ser	  

importante	  para	  conocer	  la	  función	  de	  genes	  que	  codifican	  para	  proteínas	  de	  función	  

desconocida.	   Esta	   es	   la	   razón	   por	   la	   cual	   existen	   varias	   aplicaciones	   informáticas	  

dedicadas	  a	  la	  búsqueda	  automatizada	  de	  los	  operones	  presentes	  en	  el	  genoma	  de	  una	  

bacteria.	  Estos	  programas	  utilizan	  como	  criterio	  para	  definir	  los	  operones	  que	  los	  genes	  

estuviesen	  seguidos,	  a	  una	  distancia	  corta,	  y	  que	  su	  organización	  este	  conservada	  en	  

otras	   especies.	   Lógicamente,	   con	   estos	   criterios	   de	   búsqueda,	   los	   operones	   no-‐‑

contiguos,	  quedaban	  por	  definición	  descartados,	  porque	  no	  se	  entendía	  que	  genes	  que	  

estuviesen	  separados	  por	  otro	  gen	  que	  se	  transcribe	  en	  dirección	  contraria	  pudiesen	  

transcribirse	  conjuntamente	  y	  formar	  un	  operon.	  Un	  detalle	  importante	  en	  relación	  con	  

los	   ejemplos	   de	   operones	   no-‐‑contiguos	   que	   hemos	   encontrado	   en	   el	   genoma	   de	   S.	  

aureus	  es	  que	   las	  regiones	  codificantes	  que	  constituyen	  el	  operón	  no	  solapan	  con	   la	  

región	  codificante	  del	  gen	  intercalado	  o	  divergente.	  Por	  tanto,	  el	  solapamiento	  solo	  se	  
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produce	  a	  nivel	  de	  los	  mRNA	  pero	  no	  entre	  las	  regiones	  codificantes.	  La	  arquitectura	  

transcripcional	  de	   los	  operones	  no-‐‑contiguos	  podría	  ser	  el	   resultado	  de	  una	  presión	  

evolutiva	   para	   minimizar	   el	   tamaño	   del	   genoma	   y	   proporcionar	   una	   estrategia	  

alternativa	  de	  coordinación	  de	  la	  expresión	  de	  las	  proteínas	  que	  codifican.	  	  

Nuestros	   resultados	   proporcionan	   evidencias	   de	   que	   existen,	   al	   menos,	   dos	  

mecanismos	  de	   regulación	  a	   través	  de	   los	   cuales	   los	   operones	  no	   contiguos	  pueden	  

coordinar	  la	  expresión	  de	  genes.	  El	  primero	  de	  los	  mecanismos	  esta	  relacionado	  con	  la	  

formación	   de	   moldes	   de	   doble	   cadena	   a	   través	   del	   solapamiento	   entre	   RNAs,	   esta	  

complementariedad	   puede	   modificar	   la	   estabilidad	   o	   la	   traducción	   de	   los	   mRNAs	  

(Brantl,	  2007;	  Lasa	  et	  al.,	  2012	  ).	  Nuestros	  resultados	  indican	  que	  la	  digestión	  de	  los	  

mRNAs	  solapantes	  mediada	  por	  RNasa	  III	  reprime	  la	  expresión	  del	  gen	  MW1733	  y	  al	  

mismo	   tiempo	   provoca	   la	   digestión	   del	   mRNA	   tetracistrónico	   generando	   dos	  

transcritos	  independientes.	  Los	  fragmentos	  resultantes	  pueden	  traducirse	  en	  proteínas	  

a	   una	   velocidad	   similar	   o	   diferente	   a	   la	   que	   lo	   hacían	   antes	   del	   corte.	   Nuestros	  

resultados	  indican	  que	  la	  inducción	  transcripciónal	  del	  gen	  MW1733	  produce,	  por	  un	  

lado,	  una	  reducción	  en	  los	  niveles	  de	  proteína	  MenC	  y,	  por	  el	  otro,	  la	  estabilización	  del	  

transcrito	  ytkD-‐‑MW1731	  acumulándose	  así	  niveles	  más	  altos	  de	  proteína	  MW1731	  que	  

en	  la	  cepa	  salvaje.	  La	  digestión	  específica	  de	  regiones	  intergénicas	  mediada	  por	  RNasa	  

III	  se	  ha	  estudiado	  anteriormente	  en	  Escherichia	  coli	  (Opdyke	  et	  al.,	  2011).	  Opdyke	  et	  

al.	  observaron	  que	  la	  unión	  del	  cis-‐‑RNA	  no	  codificante	  gadY	  a	  la	  región	  intercistrónica	  

del	   mRNA	   gadXW	   era	   procesada	   por	   RNasa	   III	   dando	   lugar	   a	   una	   acumulación	   de	  

transcritos	  monocistrónicos,	  probablemente	  debida	  a	  la	  estabilidad	  de	  los	  transcritos.	  

De	  manera	  similar,	  se	  observó	  que	  la	  unión	  de	  un	  cis-‐‑RNA	  no	  codificante	  al	  mRNA	  cII-‐‑O	  

del	  fago	  l	  era	  procesada	  por	  RNasa	  III.	  Este	  procesamiento	  provocaba	  una	  degradación	  

del	   fragmento	   situado	  aguas	   arriba	  de	   cII	  mientras	   el	  mRNA	  O	   situado	  aguas	   abajo	  

permanecía	  estable.	  Como	  el	  sRNA	  solapa	  parcialmente	  con	  la	  región	  codificante	  de	  cII	  

en	   su	   extremo	   3´	   se	   concluyó	   que	   la	   degradación	   del	   transcrito	   cII	   se	   debía	   a	   un	  

procesamiento	  mediado	   por	   RNasa	   III	   en	   esa	   región	   (Krinke	   and	  Wulff,	   1990).	   Con	  

respecto	   a	   los	   mecanismos	   que	   provocaban	   la	   estabilización	   del	   transcrito	   situado	  

aguas	  abajo,	  es	  posible	  que	   la	  escisión	  pueda	  alterar	   la	  estructura	  secundaria	  de	   los	  

transcritos	  para	  que	  sean	  menos	  susceptibles	  a	  la	  degradación.	  RNasa	  III	  no	  es	  la	  única	  

endonucleasa	   implicada	   en	   el	   procesamiento	   del	   operón	   ytkD-‐‑MW1731-‐‑menE-‐‑menC	  

dependiente	   de	   MW1733	   ya	   que	   se	   detectaron	   discretos	   fragmentos	   de	   RNA	  

pertenecientes	   al	   operón	   tetracistrónico	   al	   sobrexpresar	   MW1733	   en	   ausencia	   de	  
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RNasa	   III.	  Una	   línea	  de	   investigación	   futura	  debería	  dedicarse	   a	   la	   identificación	  de	  

otras	  nucleasas	  que	  estén	  implicadas	  en	  el	  procesamiento.	  

El	   segundo	  mecanismo	  que	   contribuye	   a	   coordinar	   la	   expresión	  de	   los	  mRNA	  

dentro	   del	   operon	   no-‐‑contiguo	   es	   la	   interferencia	   transcripcional.	   La	   interferencia	  

transcripcional	   es	   un	   proceso	   mediante	   el	   cual	   un	   evento	   transcripcional	   tiene	  

influencia	   “supresora”,	   directa	   y	   en	   cis,	   sobre	   otro	   evento	   transcripcional.	   La	  

interferencia	  transcripcional	  resulta	  de	  la	  existencia	  de	  dos	  promotores,	  un	  promotor	  

débil	   (o	   sensitivo)	   y	   un	   promotor	   fuerte	   (o	   agresivo)	   que	   reduce	   la	   expresión	   del	  

anterior.	   Estos	   promotores	   pueden	   ser:	   convergentes,	   lo	   que	   provoca	   que	   los	  

transcritos	  se	  solapen	  en	  una	  región;	  en	  tándem,	  un	  promotor	  se	  encuentra	  aguas	  arriba	  

del	  otro,	  pero	  transcribiendo	  en	  igual	  dirección;	  y	  solapantes,	  en	  los	  cuales	  el	  sitio	  de	  

unión	  de	  la	  RNA	  polimerasa	  (RNAP)	  tiene	  al	  menos	  una	  secuencia	  de	  DNA	  común.	  Se	  

han	   descrito	   distintos	   mecanismos	   a	   través	   de	   los	   cuales	   puede	   tener	   lugar	   la	  

interferencia	  transcripcional,	  uno	  de	  ellos	  es	  la	  denominada	  competición	  de	  promotores	  

en	  el	  que	  la	  unión	  de	  la	  RNAP	  a	  una	  de	  las	  regiones	  promotoras	  impide	  la	  unión	  de	  otra	  

RNAP	  en	  la	  otra	  región	  promotora	  (Figura	  22A).	  En	  E.	  coli,	  el	  gen	  aroP	  codifica	  para	  

una	   proteína	   de	  membrana	   cuya	   función	   es	   transportar	   aminoácidos	   aromáticos	   al	  

interior	  de	  la	  bacteria.	  En	  la	  región	  promotora	  de	  aroP	  se	  encuentran	  los	  promotores	  

P1,	  P2	  y	  P3.	  P1	  y	  P2	   transcriben	  el	  mRNA	  de	  aroP	  mientras	  que	  P3	  es	  un	  promotor	  

divergente	   que	   además	   solapa	   con	   P1.	   TyrR	   es	   una	   proteína	   que	   reprime	   la	  

transcripción	  de	  aroP	  en	  presencia	  de	  cualquier	  aminoácido.	  En	  ausencia	  de	  la	  proteína	  

TyrR,	  la	  RNAP	  se	  une	  a	  P1	  produciéndose	  el	  mRNA	  de	  aroP.	  Sin	  embargo,	  en	  presencia	  

de	  TyrR	  u	  otros	  aminoácidos,	  la	  RNAP	  se	  une	  a	  P3	  evitando	  su	  unión	  a	  P1	  y	  por	  tanto	  la	  

producción	  de	  más	  mRNA	  a	  partir	  de	  aroP	  (Wang	  et	  al.,	  1998).	  Otro	  de	  los	  mecanismos	  

de	  interferencia	  transcripcional	  es	  el	  denominado	  pato	  sentado	  en	  el	  que	  el	  complejo	  de	  

elongación	  que	  avanza	  desde	  una	  región	  promotora	  fuerte	  puede	  golpear	  al	  complejo	  

de	   elongación	   de	   la	   zona	   promotora	   débil	   si	   este	   ha	   sido	   demasiado	   lento	   en	   dar	  

comienzo	   al	   proceso	   de	   transcripción	   (Figura	   22B).	   Existen	   distintos	   estudios	   que	  

proponen	  este	  mecanismo	  como	  el	  más	  fuerte	  cuando	  las	  regiones	  promotoras	  no	  están	  

demasiado	  alejadas	  (Sneppen	  et	  al.,	  2005;	  Callen	  et	  al.,	  2004).	  La	  oclusión	   tiene	  lugar	  

mediante	  la	  ocupación	  momentánea	  de	  una	  región	  promotora	  por	  una	  RNAP	  en	  proceso	  

de	  elongación	  que	  viene	  desde	  otra	  región	  promotora	  (Figura	  22C).	  Existen	  modelos	  

matemáticos	  que	  predicen	  que	  este	  mecanismo	  de	   interferencia	  transcripcional	  solo	  

puede	  ser	  eficiente	  si	  la	  región	  promotora	  a	  partir	  de	  la	  cual	  se	  produce	  el	  complejo	  de	  

elongación	  es	  extremadamente	  fuerte	  produciéndose	  una	  rápida	  ocupación	  de	  la	  otra	  
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región	  promotora	  (Sneppen	  et	  al.,	  2005;	  Palmer	  et	  al.,	  2009).	  En	  la	  colisión,	  el	  choque	  

de	  dos	  complejos	  de	  elongación	  convergentes	  da	  lugar	  a	  la	  terminación	  prematura	  del	  

progreso	   de	   la	   transcripción	   de	   uno	   o	   ambos	   complejos	   (Figura	   22D).	   Pequeñas	  

diferencias	   en	   la	   fuerza	   de	   las	   regiones	   promotoras	   pueden	   dar	   lugar	   a	   una	   fuerte	  

interferencia	   de	   la	   región	   promotora	   fuerte	   sobre	   la	   débil	   siendo	   esto	   mucho	   más	  

frecuente	  en	  regiones	  largas	  de	  solapamiento	  (Sneppen	  et	  al.,	  2005).	  El	  operón	  ubiG-‐‑

mccBA	  de	  Clostridium	  acetobutylicum	  produce	  cisteína	  a	  partir	  de	  metionina,	  por	  ello,	  

su	  expresión	  esta	  regulada	  positivamente	  en	  presencia	  de	  metionina	  y	  negativamente	  

en	  presencia	  de	  cisteína.	  El	  mediador	  principal	  en	  la	  regulación	  de	  este	  proceso	  es	  un	  

asRNA	  que	  se	  regula	  en	  función	  a	  la	  disponibilidad	  de	  azufre	  y	  muestra	  una	  regulación	  

inversamente	  proporcional	  a	   la	   observada	   en	   el	   operón	  ubiG-‐‑mccBA.	   Este	   asRNA	  de	  

1000	  nucleótidos	  no	  posee	  una	  estructura	  típica	  de	   terminador,	   lo	  que	   indica	  que	  la	  

terminación	   de	   su	   transcripción	   tiene	   que	   llevarse	   a	   cabo	  mediante	   un	  mecanismo	  

alternativo.	  Si	  se	  deleciona	  el	  promotor	  del	  asRNA	  se	  rompe	  la	  regulación	  por	  azufre	  y	  

esta	  regulación	  no	  se	  recupera	  si	  se	  expresa	  el	  asRNA	  en	  trans,	  lo	  que	  demuestra	  que	  

existe	   un	   fenómeno	   de	   interferencia	   del	   asRNA	   con	   el	   operón	   ubiG-‐‑mccBA.	   La	  

transcripción	  completa	  del	  asRNA	  depende	  de	  un	  riboswitch	  S-‐‑Box,	  en	  el	  cual	  la	  unión	  

de	  S-‐‑adenosilmetionina	  provoca	  que	  el	  RNA	  adopte	  la	  conformación	  de	  terminador.	  Si	  

no	   hay	  metionina	  no	   se	   da	   la	   terminación	   y	   el	   asRNA	   se	   transcribe	   en	   su	   totalidad	  

controlando	  de	  esta	  manera	  la	  expresión	  del	  operón	  ubiG-‐‑mccBA	  (André	  et	  al.,	  2008;	  

Georg	   et	   al.,	   2009;	   Stazic	   et	   al.,	   2011;	   Georg	   and	  Hess,	   2011).	   El	   último	  mecanismo	  

posible	  de	  interferencia	  transcripcional	  es	  el	  bloqueo	  en	  el	  que	  una	  RNAP	  unida	  a	  una	  

zona	  promotora	  podría	  bloquear	  el	  progreso	  de	  un	  complejo	  de	  elongación	  que	  venga	  

desde	   la	   otra	   zona	   promotora	   (Figura	   22E)	   (Epshtein	   et	   al.,	   2003;	   Shearwin	   et	   al.,	  

2005).	  
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Figura  22.  Mecanismos  de  interferencia  transcripcional  (A)  Competición  de  promotores  (B)  
Mecanismo  de  pato  sentado  (C)  Oclusión  (D)  Colisión  (E)  Bloqueo  (Shearwin  et  al.,  2005).  
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En	  el	  caso	  del	  operon	  menE-‐‑menC-‐‑MW1733-‐‑ytkD-‐‑MW173,	  como	  la	  distancia	  entre	  

los	   promotores	   del	   operón	   tetracistrónico	   y	   el	   gen	   MW1733	   es	   mayor	   de	   200	  

nucleótidos,	  el	  mecanismo	  mas	  sencillo	  para	  provocar	  la	  interferencia	  transcripcional	  

es	  la	  colisión	  entre	  la	  maquinaria	  de	  síntesis	  de	  RNA	  de	  una	  de	  las	  hebras	  de	  DNA	  con	  

la	   maquinaria	   de	   transcripción	   de	   la	   otra	   hebra	   (Prescott	   and	   Proudfoot,	   2002;	  

Crampton	   et	   al.,	   2006).	   El	   mayor	   hallazgo	   que	   apoya	   la	   existencia	   de	   interferencia	  

transcripcional	   es	   que	   cuando	   la	   expresión	   de	   MW1733	   se	   produce	   desde	   una	  

localización	   diferente	   del	   genoma,	   la	   sobreexpresión	   del	   operón	   tetracistrónico	  

realizada	  deja	  de	   tener	   efecto	   en	   los	  niveles	  de	   expresión	  del	  mRNA	  de	  MW733.	  De	  

manera	  similar,	  la	  expresión	  de	  menC	  y	  MW1731	  no	  se	  veía	  afectada	  cuando	  MW1733	  

se	  expresaba	  en	  trans	  desde	  un	  plásmido.	  Este	  resultado	  es	  sorprendente	  porque	  uno	  

esperaría	   que	   el	   apareamiento	   de	   los	   mRNA	   de	   MW1733	   y	   de	   menE-‐‑menC-‐‑ytkD-‐‑

MW1731	  debería	  tener	  lugar	  independientemente	  de	  si	  estos	  transcritos	  se	  expresan	  

en	  cis	  o	  en	  trans.	  Por	  lo	  tanto,	  la	  digestión	  de	  dichos	  transcritos	  mediada	  por	  RNasa	  III	  

y	  otras	  endoribonucleasas	  debería	  tener	  lugar	  cuando	  MW1733	  se	  produce	  en	  cis	  o	  en	  

trans.	  Sin	  embargo,	  la	  sobreexpresión	  de	  MW1733	  en	  trans	  no	  afecta	  a	  la	  expresión	  de	  

menC	  y	  MW1731.	  Una	  posibilidad	  es	  que	  el	  emparejamiento	  y	  el	  procesamiento	  de	  los	  

transcritos	   complementarios	   ocurra	   de	   forma	   menos	   eficiente	   cuando	   ambos	  

transcritos	  se	  producen	  desde	  localizaciones	  genómicas	  diferentes.	  En	  este	  sentido,	  en	  

un	  trabajo	  reciente	  del	  grupo	  de	  Amster-‐‑Choder	  (Kannaiah	  et	  al.,	  2019)	  han	  analizado	  

la	  organización	  espacio	  temporal	  del	  transcritoma	  de	  Escherichia	  coli.	  Para	  ello	  utilizan	  

una	  técnica	  que	  les	  permite	  fraccionar	  el	  RNA	  de	  la	  célula.	  De	  esta	  forma	  detectan	  que	  

hay	   una	   localización	   del	   mRNA	   que	   es	   independiente	   de	   la	   traducción	   y	   que	  

correlaciona	  con	  el	  destino	  final	  de	  las	  proteínas	  que	  codifica	  el	  gen.	  En	  base	  a	  estos	  

resultados,	   no	  podemos	  descartar	  que	   los	   transcritos	  de	  MW1733	   y	   de	  menE-‐‑menC-‐‑

ytkD-‐‑MW1731	  una	  vez	  desplazados	  a	  su	  localización	  final,	  no	  sean	  tan	  eficientemente	  

degradados	  por	  RNAsa	  III.	  

Una	  pregunta	  que	  plantea	  la	  existencia	  de	  los	  operones	  no-‐‑contiguos	  es	  para	  que	  

existen,	  cual	  es	  la	  ventaja	  que	  proporcionan	  con	  respecto	  a	  la	  arquitectura	  clásica	  de	  

transcripción	  de	  los	  operones	  convencionales.	  Las	  funciones	  exactas	  de	  la	  transcripción	  

solapante	   son	   todavía	   objeto	   de	   debate	   y	   de	   echo,	   muchos	   autores	   cuestionan	   su	  

función	  biológica	  y	  consideran	  que	  su	  presencia	  no	  obedece	  a	  ningún	  proceso	  regulado,	  

sino	  que	  se	  genera	  lo	  que	  se	  ha	  venido	  denominando	  ruido	   transcripcional.	  El	   ruido	  

transcripcional	  hace	  referencia	  a	  un	  proceso	  de	  transcripción	  que	  se	  produce	  a	  partir	  

de	   secuencias	   que	   son	   reconocidas	   equivocadamente	   como	   promotoras	   por	   la	   RNA	  
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polimerasa,	  de	  forma	  que	  se	  genera	  un	  transcrito	  en	  una	  región	  del	  genoma	  donde	  no	  

debería	   haber	   transcripción	   (Lloréns-‐‑Rico	   et	   al.,	   2016).	   Es	   cierto	   que	   problemas	  

técnicos	   de	   los	   primeros	   procedimientos	   de	   generación	   de	   librerías	   de	   RNA	   para	  

secuenciación	   masiva	   generaban	   falsos	   transcritos	   antisentido	   que	   procedían	   de	   la	  

actividad	  DNA	  polimerasa	  DNA	  dependiente	  de	  las	  transcriptasas	  reversas	  (Perocchi	  et	  

al.,	   2007).	   La	   existencia	   y	   mantenimiento	   de	   la	   arquitectura	   transcripcional	   de	   los	  

operones	   no-‐‑contiguos	   es	   una	   fuerte	   evidencia	   de	   que	   la	   transcripción	   solapante	  

representa	   una	   estrategia	   específica	   de	   la	   regulación	   de	   genes	   basada	   en	   la	  

transcripción	  solapante,	  porque	  en	  este	  caso	  los	  genes	  están	  situados	  de	  forma	  que	  los	  

transcritos	  van	  a	  ser	  forzosamente	  solapantes.	  Es	  posible	  imaginar	  distintas	  razones	  

por	   las	   que	   los	   operones	   no-‐‑contiguos	   pueden	   conferir	   un	   nivel	   superior	   de	  

organización	   con	   respecto	   a	   los	   operones	   regulares.	   En	   primer	   lugar,	   permiten	   una	  

expresión	  coordinada	  de	  los	  genes	  situados	  aguas	  arriba	  en	  el	  operón	  con	  respecto	  a	  

los	  genes	  situados	  aguas	  abajo	  del	  gen	  superpuesto,	  de	  este	  modo	  se	  disminuye	  el	  ruido	  

de	  la	  expresión	  génica	  y	  se	  asegura	  una	  estequiometria	  más	  precisa.	  En	  segundo	  lugar,	  

permite	  la	  eliminación	  dependiente	  de	  endorribonucleasa	  de	  transcritos	  que	  escapan	  a	  

los	   procesos	   regulares	   de	   represión	  de	   la	   transcripción.	   En	   tercer	   lugar,	   permite	   la	  

regulación	   negativa	   (exclusión)	   de	   la	   expresión	   de	   genes	   solapantes	   mediante	  

interferencia	  transcripcional	  independiente	  de	  la	  transcripción.	  En	  último	  lugar,	  ahorra	  

espacio	  y	  disminuye	  la	  carga	  genética	  asociada	  con	  la	  selección	  de	  un	  motivo	  regulador	  

determinado.	  Todos	  estos	  beneficios	  teóricos	  necesitan	  ser	  estudiados	  en	  profundidad	  

para	   confirmar	   que	   esta	   organización	   transcripcional	   proporciona	   ventajas	   a	   las	  

bacterias.	  

La	  disposición	  genética	  de	  menE-‐‑menC-‐‑MW1733-‐‑ytkD-‐‑MW1731	   se	  conserva	  en	  

todo	  el	  género	  Staphylococcus	  lo	  que	  sugiere	  que	  tiene	  una	  elevada	  relevancia	  funcional	  

(Figura	  23).	  	  
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Figura  23.  Conservación  de  la  región  menE-menC-MW1733-ytkD-MW1731  en  los  genomas  
depositados  en  la  base  de  datos  PATRIC  (https://www.patricbrc.org/).  El  gen  menE  se  utilizó  
como   referencia   para   buscar   genomas   anotados   en   la   base   de   datos.   Los   números   se  
corresponden  con  los  genes:  1,  menE;;  2,  menC;;  3,  MW1733;;  4,  ytkD  y  6,  MW1731.  
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La	  disposición	  conservada	  de	  los	  genes	  sugiere	  fuertemente	  que	  obedece	  a	  una	  

función	  biológica	  que	  esta	  fuertemente	  conservada	  en	  este	  género	  bacteriano.	  Lo	  único	  

que	   conocemos	  de	   los	   genes	  del	   operon	  menE-‐‑menC-‐‑MW1733-‐‑ytkD-‐‑MW1731	   es	   que	  

MenE	  y	  MenC	  participan	  la	  síntesis	  de	  la	  menaquinona	  la	  cual	  resulta	  tremendamente	  

importante	   como	   aceptor	   de	   electrones	   en	   la	   cadena	   respiratoria.	   Los	   otros	   genes	  

codifican	  para	  proteínas	  cuya	  función	  se	  desconoce.	  YtkD	  codifica	  para,	  una	  nucleósido	  

trifosfatasa,	   MW1731	   codifica	   para	   una	   dipeptidilaminopeptidasa	   implicada	   en	   el	  

metabolismo	  y	  transporte	  de	  aminoácidos	  y	  MW1733	  codifica	  para	  un	  supuesto	  factor	  

de	   inserción	   de	   proteínas	   integrales	   de	   membrana	   a	   la	   misma.	   Hemos	   realizado	  

distintos	  experimentos	  para	  averiguar	  si	  la	  modificación	  de	  la	  arquitectura	  del	  operon	  

menE-‐‑menC-‐‑MW1733-‐‑ytkD-‐‑MW1731	   tenia	   algún	  efecto	  biológico	   sobre	   la	  bacteria	   al	  

estudiar	  características	  asociadas	  al	  fenotipo	  SCV.	  Hemos	  observado	  que	  la	  cepa	  DPmen	  

PblaZ-‐‑MW1733	   presentaba	   un	   tamaño	   de	   colonia	   significativamente	   menor	   al	  

observado	  en	  la	  cepa	  salvaje	  y	  DPmen,	  además	  de	  un	  ritmo	  de	  crecimiento	  más	  lento.	  

Esta	  ralentización	  del	  crecimiento	  se	  debía	  a	  un	  déficit	  en	  la	  síntesis	  de	  menaquinona	  

ya	   que	   al	   añadir	   menadiona,	   precursor	   de	   la	   menaquinona,	   la	   cepa	   DPmen	   PblaZ-‐‑

MW1733	  recuperaba	  su	  ritmo	  de	  crecimiento.	  La	  cepa	  DPmen	  PblaZ-‐‑MW1733	  también	  

presentaba	  características	  de	  fenotipo	  SCV	  como	  son	  la	  reducción	  de	  la	  producción	  de	  

pigmento	   staphyloxantina,	   un	   incremento	   en	   la	   resistencia	   a	   aminoglucósidos,	   una	  

disminución	   en	   la	   capacidad	   de	   reducción	   de	   determinados	   compuestos	   y	   una	  

activación	  de	  los	  procesos	  fermentativos.	  Por	  último,	  con	  respecto	  a	  los	  experimentos	  

realizados	   in	   vivo,	   hemos	   confirmado	   que	   las	   bacterias	   con	   fenotipo	   SCV	   presentan	  

mayor	  capacidad	  de	  persistencia	  intracelular	  y	  una	  mayor	  capacidad	  de	  supervivencia	  

en	   el	   huésped	  al	   igual	   que	  ocurre	   con	   las	   SCV	  aisladas	  de	  pacientes	   con	   infecciones	  

crónicas	  producidas	  por	  S.	  aureus.	  	  

Los	  resultados	  de	  estos	  experimentos	  no	  nos	  han	  permitido	  obtener	  conclusiones	  

relevantes	   de	   cual	   es	   el	   impacto	   que	   esta	   arquitectura	   de	   transcripción	   tiene	   en	   la	  

bacteria.	  Sin	  embargo,	  hemos	  observado	  que	  la	  inhibición	  en	  la	  expresión	  del	  operón	  

menE-‐‑menC-‐‑ytkD-‐‑MW1731	   que	   provoca	   la	   sobrexpresión	   de	   MW1733	   supone	   un	  

ejemplo	  de	  las	  posibilidades	  de	  regulación	  de	  esta	  disposición	  transcripcional	  con	  la	  

aparición	  de	  un	  fenotipo	  SCVs	  asociado	  a	  la	  deficiencia	  en	  la	  síntesis	  de	  menaquinona	  

en	   S.	   aureus	   (Proctor,	   2018).	   Se	   han	   invertido	   muchos	   esfuerzos	   para	   identificar	  

mutaciones	  auxotróficas	  derivadas	  de	  la	  formación	  de	  SCVs	  (Proctor	  et	  al.,	  2006;	  (Johns	  

et	   al.,	   2015).	   Sin	   embargo,	   al	   examinar	  S.	   aureus	   aislados	  de	  pacientes	  o	   cultivos	  de	  
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tejidos	  infectados	  con	  SCVs	  solo	  a	  el	  20%	  se	  le	  atribuye	  una	  auxotrofía,	  lo	  que	  implica	  

que	  probablemente	  existan	  otras	  vías	  de	  formación	  de	  SCVs	  (Proctor,	  2018).	  En	  esta	  

tesis,	   hemos	   observado	   que	   un	   incremento	   en	   la	   transcripción	   de	  MW1733	   y	   bajos	  

niveles	  de	  transcripción	  del	  operón	  tetracistrónico	  inducen	  la	  formación	  de	  SCVs	  sin	  

necesidad	  de	  generar	  una	  mutación.	  La	  generación	  de	  SCVs	  a	  través	  de	  este	  mecanismo	  

proporciona	   la	   ventaja	   de	   producir	   variantes	   capaces	   de	   cambiar	   rápidamente	   y	  

revertir	  el	  fenotipo	  salvaje	  de	  rápido	  crecimiento	  en	  el	  mismo	  momento	  en	  el	  que	  el	  

microorganismo	  produce	  la	  infección,	  sin	  coste	  en	  el	  fitness	  de	  la	  bacteria	  relacionados	  

con	   la	   generación	   de	   mutaciones	   que	   se	   tengan	   que	   revertir.	   De	   esta	   manera,	   la	  

formación	   y	   estabilidad	   de	   las	   SCVs	   se	   regularían	  por	   condiciones	   ambientales	   que	  

afectarían	  a	  los	  niveles	  transcripcionales	  del	  operón	  menE-‐‑menC-‐‑MW1731-‐‑ytkD	  y	  al	  gen	  

MW1733	  y	  también	  por	  factores	  que	  afectaran	  a	  la	  unión	  entre	  transcritos	  solapantes	  y	  

el	   posterior	   procesamiento	   mediado	   por	   RNasa	   III.	   Se	   necesita	   más	   trabajo	   para	  

identificar	   los	   estímulos	   ambientales	   que	   podrían	   producir	   SCVs	   a	   través	   de	   esta	  

arquitectura	  de	  transcripción.	  

Los	   resultados	   recogidos	   en	   esta	   tesis	   añaden	  mayor	   grado	  de	   complejidad	  al	  

modelo	  inicial	  de	  regulación	  de	  los	  genes	  dentro	  de	  un	  operón	  descrito	  por	  F.	  Jacob	  y	  J.	  

Monod	  incluyendo	  la	  transcripción	  solapante	  como	  una	  estrategia	  adicional	  que	  facilita	  

la	  coordinación	  de	  los	  niveles	  de	  expresión	  de	  genes	  vecinos	  en	  bacterias.	  
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CONCLUSIONES  

  

1.	  El	  análisis	  del	  transcriptoma	  y	  los	  resultados	  experimentales	  con	  mutantes	  en	  

los	  que	  se	  deleciona	  o	  sustituye	  el	  promotor	  situado	  aguas	  arriba	  del	  gen	  menE	  indica	  

que	   los	   genes	   menE-‐‑menC-‐‑ytkD-‐‑MW1731	   constituyen	   una	   única	   unidad	  

transcripcional.	  

2.	   El	   gen	   MW1733,	   situado	   entre	   los	   genes	   menC	   e	   ytkD,	   se	   transcribe	   en	  

dirección	   contraria	   a	   la	   unidad	   transcripcional	   menE-‐‑menC-‐‑ytkD-‐‑MW1731.	   La	  

arquitectura	   de	   transcripción	   menE-‐‑menC-‐‑MW1733-‐‑ytkD-‐‑MW1731	   en	   la	   que	   un	  

operon	  contiene	  en	  su	  interior	  un	  gen	  que	  se	  transcribe	  en	  dirección	  contraria	  ha	  sido	  

denominada	  “operón	  no-‐‑contiguo”.	  

3.	   En	   el	   operón	   no-‐‑contiguo,	   la	   expresión	   de	   menE-‐‑menC-‐‑ytkD-‐‑MW1731	   y	  

MW1733	  se	   regula	  de	   forma	   reciproca.	  El	   aumento	   en	   la	   expresión	  de	  menE-‐‑menC-‐‑

ytkD-‐‑MW1731	  produce	  una	  disminución	  en	  la	  expresión	  MW1733	  y	  el	  aumento	  en	  la	  

expresión	  de	  MW1733	  produce	  una	  disminución	  en	  la	  expresión	  de	  menE-‐‑menC	  y	  un	  

incremento	  de	  ytkD-‐‑MW1731.	  

4.	   El	   mRNA	   de	   los	   operones	   menE-‐‑menC-‐‑ytkD-‐‑MW1731	   y	   MW1733	   es	   por	  

definición	  antisentido	  y	  la	  endorribonucleasa	  RNasa	  III	  realiza	  la	  digestión	  de	  los	  RNA	  

solapantes,	  afectando	  al	  procesamiento	  y	  la	  estabilidad	  de	  los	  transcritos.	  	  

5.	   La	   coordinación	   en	   la	   regulación	   de	   los	   transcritos	   de	   menE-‐‑menC-‐‑ytkD-‐‑

MW1731	   y	   de	   MW1733	   ocurre	   cuando	   la	   transcripción	   tiene	   lugar	   en	   cis,	   pero	  

desaparece	  cuando	  la	  transcripción	  tiene	  lugar	  en	  trans,	  sugiriendo	  que	  la	  interferencia	  

transcripcional	   juega	   un	   papel	   muy	   importante	   en	   el	   proceso	   de	   regulación	   de	   la	  

expresión	  de	  un	  operon	  no-‐‑contiguo.	  

6.	   La	   arquitectura	   de	   operon	   no-‐‑contiguo	   permite	  modificar	   la	   expresión	   del	  

operon	   menE-‐‑menC-‐‑ytkD-‐‑MW1731	   de	   forma	   transitoria	   y	   facilitar	   la	   formación	   de	  

colonias	  con	  fenotipo	  SCVs.	  
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1.	  Transcriptome	  analysis	  and	  experimental	  data	  obtained	  with	  mutant	  strains	  in	  

which	  the	  promoter	  upstream	  of	  the	  menE	  gene	  is	  either	  deleted	  or	  replaced	  indicates	  

that	   the	   set	   of	   genes	   menE-‐‑menC-‐‑MW1733-‐‑ytkD-‐‑MW1731	   constitute	   a	   single	  

transcriptional	  unit.	  

2.	  The	  MW1733	  gene,	  located	  between	  the	  menC	  and	  ytkD	  genes,	  is	  transcribed	  in	  

the	  opposite	  direction	  to	  the	  menE-‐‑menC-‐‑ytkD-‐‑MW1731	  transcriptional	  unit.	  The	  menE-‐‑

menC-‐‑MW1733-‐‑ytkD-‐‑MW1731	  transcription	  architecture	  in	  which	  an	  operon	  contains	  

a	   gene	   transcribed	   in	   the	   opposite	   direction	   has	   been	   named	   as	   “non-‐‑contiguous	  

operon”.	  

3.	  In	  the	  non-‐‑contiguous	  operon	  transcriptional	  organization,	  the	  expression	  of	  

menE-‐‑menC-‐‑ytkD-‐‑MW1731	  and	  MW1733	  is	  reciprocally	  regulated.	  An	  increase	  in	  menE-‐‑

menC-‐‑ytkD-‐‑MW1731	  levels	  caused	  a	  reduction	  in	  MW1733	  expression	  levels	  whereas	  

overexpression	  of	  the	  MW1733	  gene	  caused	  a	  decrease	  in	  menE-‐‑menC	  and	  an	  increase	  

in	  ytkD-‐‑MW1731	  expression	  levels.	  

4.	  The	  mRNA	  of	  menE-‐‑menC-‐‑ytkD-‐‑MW1731	  and	  MW1733	  are	  antisense	  to	  each	  

other	   and	   the	   double	   stranded	   endoribonuclease,	   RNase	   III,	   digest	   the	   overlapping	  

RNAs	  affecting	  the	  processing	  and	  stability	  of	  the	  transcripts.	  

5.	   Reciprocal	   regulation	   between	   menE-‐‑menC-‐‑ytkD-‐‑MW1731	   and	   MW1733	  

transcripts	  occurs	  when	  both	  transcrips	  are	  expressed	  in	  cis	  and	  disappears	  when	  they	  

are	   expressed	   in	   trans,	   strongly	   suggesting	   that	   transcription	   interference	   plays	   an	  

important	  role	  in	  the	  regulation	  of	  non-‐‑contiguous	  operon	  expression.	  

6.	  The	  non-‐‑contiguous	  operon	  architecture	  allows	  the	  transient	  modification	  of	  

the	  menE-‐‑menC-‐‑ytkD-‐‑MW1731	  expression	  and	  thus	  facilitate	  the	  formation	  of	  colonies	  

showing	  small	  colony	  variant	  (SCV)	  phenotype.	  
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