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EL SEXO DE LAS BACTERIAS

Elsa Velasco Benito

Estamos a punto de adentrarnos en un mundo fascinante. Un mundo de seres microscopicos,

invisibles a nuestros ojos y sin embargo ubicuos en nuestro entorno. Un mundo donde la Unica
regla es la supervivencia del mas apto, y todo vale para conseguirlo. Un mundo oscuro y a la
vez maravilloso por su complejidad.

Hablamos del mundo de la biologia molecular bacteriana. Un mundo estudiado en detalle en
el Departamento de Microbiologia de la Facultad de Biologia, en el grupo de investigacion
dirigido por los doctores Carlos Balsalobre y Cristina Madrid. Desde hace muchos afios se
dedican a descubrir nuevas piezas del enorme rompecabezas que son las redes de regulacion
de genes bacterianos, en el intento de averiguar cdmo responden las bacterias a los cambios

en el entorno.
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El mundo bacteriano

Probablemente todo el mundo ha oido hablar de las bacterias: unos organismos microscépicos
con cierta mala fama, a menudo inmerecida. Si bien es cierto que en ocasiones algunas de ellas
nos lo hacen pasar mal, la mayoria son totalmente inofensivas. Para hacernos una idea, las
bacterias dominan el mundo. Literalmente. Estan en todas partes: en el suelo, el agua, el aire e
incluso en nuestro interior. Y la mayor parte del tiempo eso no nos causa ningun problema.

Al igual que nosotros, las bacterias estdan formadas por células. De hecho, cada una de ellas es
una sola célula procariota, ligeramente distinta de nuestras células, que son eucariotas. Las
células procariotas son en general menos complejas y mas pequefias que las eucariotas.
Ademas del tamafio, la diferencia principal es que el interior de las células eucariotas se
encuentra altamente compartimentado, y el material genético o DNA (acido
desoxirribonucleico) se halla contenido dentro de un nucleo. En cambio, las células procariotas
carecen de compartimentos y el DNA esta libre en su interior. Pero, a pesar de las apariencias,
el mundo de las bacterias es mucho mds diverso y versatil que el nuestro.
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Figura 1. A: Estructura de una célula procariota. B: Diversas morfologias
bacterianas. B: Comparacion del tamafio de dos células humanas (célula de la piel
y eritrocito o gldbulo rojo) y una célula bacteriana (Escherichia coli).
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El lado oscuro de las bacterias

Dentro de la versatilidad de las bacterias se encuentra, desgraciadamente, la capacidad de
infectar otros organismos y causarles enfermedades. Las bacterias que poseen esta capacidad
se califican como patdgenas, y la capacidad en si se denomina patogenicidad.

Hay otros agentes infecciosos que también provocan enfermedades, como los virus, y algunos
hongos y protistas. Hay que evitar confundirlos, ya que son radicalmente diferentes de las
bacterias, aunque pueden dar lugar a sintomas parecidos. Algunos ejemplos de enfermedades
causadas por infecciones bacterianas son la tuberculosis, la faringitis estreptocdcica, el
tétanos, la peste negra, la salmonelosis, el tifus o la neumonia. Como se puede ver, las
infecciones bacterianas pueden ser desde leves hasta mortales, y han supuesto un grave
problema a la humanidad desde sus inicios. Afortunadamente, hoy en dia practicamente
hemos olvidado la amenaza que suponen gracias al descubrimiento de los antibidticos.

Antibioticos: éel fin de las infecciones bacterianas?

Un antibidtico es una sustancia de origen bioldgico, producida por microorganismos y que
tiene la capacidad de eliminar o inhibir el crecimiento de otros microorganismos. Los
antibidticos, por tanto, no son un invento humano, sino que probablemente han existido
desde hace muchos millones de afios. Sin embargo, en la actualidad también los producimos
nosotros de forma artificial, y es por eso que se utiliza el término antimicrobiano, que incluye
todas las sustancias, sintéticas y bioldgicas, con actividad inhibitoria contra microorganismos.

El primero en describir el efecto de los antibidticos fue el médico escocés Alexander Fleming
(figura 2A), en el afio 1928. Fleming descubrio la existencia de la penicilina practicamente por
casualidad, trabajando con cultivos bacterianos en el laboratorio. Observé que un cultivo se
habia contaminado con un hongo del género Penicillium, y que a su alrededor no crecian
bacterias (figura 2B). A partir de aqui dedujo que el hongo producia una sustancia téxica para
las bacterias, a la cual llamé penicilina.
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Figura 2. A: Fotografia de Alexander Fleming trabajando en su laboratorio. B:
Cultivo en placa de un hongo Penicillium sobre una estria de bacterias. Se observa
un halo de inhibicidn rodeando el hongo, a causa de la penicilina.
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El descubrimiento de los antibidticos marcd un antes y un después en la medicina; gracias a
ellos la esperanza de vida de la poblacion se incrementé de forma abrupta. Su eficacia queda
demostrada por el hecho de que actualmente, al menos en Occidente, la mayoria de la
poblacién no vive con miedo de infectarse con tuberculosis o fiebre tifoidea, por ejemplo.

No obstante, cabe recordar la gran adaptabilidad caracteristica de las bacterias. Otra
diferencia con los eucariotas es que tienen una tasa de mutacion mas elevada: su DNA sufre
cambios bastante a menudo, y eso hace que se puedan adaptar a condiciones desfavorables
con relativa facilidad. Es decir: en un entorno hostil probablemente gran parte de una
poblacién bacteriana morird; pero, si esta poblacion presenta una gran variabilidad genética
(gracias a una tasa de mutacion elevada), es posible que existan algunos individuos que
puedan sobrevivir. Estas bacterias podran reproducirse con ventaja y finalmente sustituiran la
poblacién original. Este mecanismo es un tipo de seleccion natural, que es la base de la
evolucioén.

Retomando el tema inicial, cuando tomamos antibidticos estamos creando unas condiciones
hostiles para las bacterias que se encuentran en nuestro cuerpo. Si, casualmente, algunas de
estas bacterias presentan resistencia al antibidtico administrado, se estara produciendo un
proceso de seleccién: estaremos favoreciendo la reproduccion de las bacterias resistentes
(figura 3).
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Figura 3. Proceso de seleccidon de una bacteria resistente por el tratamiento con
un antibidtico. La poblacién original, de gran diversidad, queda sustituida por
bacterias resistentes.

Inevitablemente, el uso (y en ocasiones abuso) sistematico de antibidticos ha llevado a la
aparicidon y propagacion de bacterias multirresistentes, que pueden sobrevivir sin problemas
en presencia de varios antibidticos a los que antes eran susceptibles. La situacion empieza a
resultar preocupante, ya que el ritmo al cual se desarrollan nuevos agentes antimicrobianos se
estd reduciendo, mientras que el fendmeno de resistencia no deja de crecer.

Ademas, la resistencia a antibidticos es también un fendmeno que se desarrollé en la
naturaleza, mucho antes del uso clinico de estos farmacos, en ambientes donde convivian
especies productoras de antibidticos con otras bacterias. Existen multiples formas de
resistencia, algunas altamente sofisticadas. Y en estos momentos también se encuentran en
bacterias patégenas. ¢ COmo han llegado hasta ahi?
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Promiscuidad bacteriana

Como ya se ha visto, uno de los motivos por los cuales las bacterias tienen una gran capacidad
de adaptacion es que sufren mutaciones con mayor frecuencia que otros organismos. Pero no
es la Unica estrategia de que disponen. De hecho, poseen una mucho mds potente: el sexo.

Las bacterias se reproducen por fision binaria. Eso significa que en el momento de
reproducirse cada célula bacteriana replica su DNA y a continuacién se divide en dos células
idénticas entre si y respecto a la célula progenitora. Se trata, pues, de un tipo de reproduccion
asexual. Sin embargo, eso no significa que no tengan otras formas de sexo, entendiendo como
tal la generacién de individuos genéticamente distintos a partir de la combinacién de material
genético de organismos diferentes.

En nuestro caso, y a pesar de lo que algunos puedan pensar, el objetivo bioldgico de la
sexualidad es la reproduccion: la fecundacion es la fusion de dos células con informacidn
genética proveniente de dos seres diferentes, y da lugar a un individuo Unico. En el mundo
bacteriano, en cambio, el sexo no tiene finalidades reproductivas. Es por eso que a menudo a
la sexualidad bacteriana se la llama parasexualidad.

Existen diversos mecanismos de parasexualidad bacteriana: la transformacion (incorporacion
directa de material genético que se encuentre libre en el entorno), la transduccién (transporte
de DNA de una bacteria a otra a través de un virus) y la conjugacion (transmisién directa de
DNA de una bacteria a otra). En este texto nos centraremos en el ultimo, pero antes hay que
profundizar un poco mas en la genética bacteriana.

DNA de bolsillo

El término cromosoma es bastante conocido. Basicamente, un cromosoma es un fragmento de
DNA. Normalmente cada célula eucariota tiene muchos, pero las bacterias sélo tienen uno, y
con forma circular. Sin embargo, muchas de ellas poseen ademas pequefos fragmentos de
DNA (también circulares) llamados plasmidos, y cada bacteria puede tener varios (figura 4).

Cromosoma bacteriano Plasmidos

Figura 4. Esquema de una célula bacteriana, con su cromosoma y tres plasmidos.

Los plasmidos se denominan elementos genéticos mdviles porque son facilmente
intercambiables entre células. Ademas, son capaces de replicarse, del mismo modo que el
cromosoma. Asi pues, cuando las células bacterianas se dividen los plasmidos se reparten
entre ellas, con lo que suelen tener una herencia estable. Eso provoca que los plasmidos se
diseminen facilmente y se mantengan en las poblaciones.
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Hay otros tipos de elementos genéticos moviles, pero en este texto sélo mencionaremos uno
mas: los transposones. Los transposones son secuencias de DNA que pueden saltar al azar de
un lugar a otro en el DNA, tanto cromosdmico como plasmidico. Se trata de una fuente de
variabilidad genética dinamica y de gran importancia, ya que segun ddénde se insieran
provocaran unos efectos u otros. Por ejemplo, pueden activar o desactivar completamente la
expresion de un gen.

Tanto los plasmidos como los transposones pueden contener genes de resistencia a
antibidticos, y de hecho son los principales vehiculos de su propagacién. Muchos genes de
resistencia surgieron en la naturaleza y han llegado a nivel clinico gracias a estos elementos
genéticos moviles.

Regalando genes: la conjugacion

Algunos plasmidos confieren a las bacterias portadoras una capacidad singular: la de transmitir
dichos plasmidos a otras bacterias que no los tengan. Se trata de los plasmidos conjugativos, y
que el proceso de transmision se denomina conjugacion. En el modelo mas simple de
conjugacién bacteriana se transfiere el plasmido conjugativo de una bacteria donadora
(normalmente llamada fértil) a otra receptora (figura 5).

Figura 5. Representacion esquemadtica del proceso de conjugacidn. El plasmido
conjugativo se representa en color amarillo, y el cromosoma en rojo.

Los plasmidos conjugativos contienen todos los genes necesarios para que tenga lugar la
conjugacion. Las células que los poseen pueden producir unos organulos llamados pili sexuales
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(pilus en singular), que son estructuras proteicas alargadas y retractiles situadas en la
superficie de la célula. En su extremo poseen receptores que se enganchan a otras bacterias, lo
gue permite acercarlas a la célula donadora hasta que establecen un contacto intimo. En este
contacto se forma un canal a través del cual se bombea el pldsmido conjugativo desde la célula
donadora a la receptora.

Si el plasmido conjugativo se transmite integramente, la célula receptora se convertira en fértil
y podrd transferirlo a otras células. Ademads, no es necesario que dos bacterias sean de la
misma especie para que puedan llevar a cabo una conjugacion. Por esas dos razones, la
conjugacién es un mecanismo extraordinariamente eficiente de transmisién de genes dentro
de poblaciones bacterianas.

Un entremés de biologia molecular

Hoy en dia practicamente todo el mundo conoce la palabra gen. Todos tenemos genes, que
heredamos de nuestros padres y transmitimos a nuestros hijos. Los genes determinan una
parte muy importante de lo que somos. Pero écomo lo hacen?

De los genes a las proteinas

Se podria decir que el DNA es el libro de instrucciones que permite que un organismo funcione
correctamente. Como todo libro, contiene letras organizadas en forma de palabras y frases,
con significados concretos. Pero el libro por si sélo no hace que funcionen los organismos;
alguien tiene que leer las instrucciones y construir la maquinaria necesaria.

La lectura se realiza en dos etapas (figura 6). La primera se denomina transcripcion, y es el
proceso por el cual el mensaje escrito en el DNA se transcribe a otro acido nucleico: el RNA
(acido ribonucleico) mensajero (mRNA). A continuacidn, el mRNA es leido por unos organulos
llamados ribosomas en lo que se conoce como traduccion: los ribosomas fabrican proteinas
leyendo las instrucciones del mRNA. Curiosamente, el lenguaje en que estan escritos los libros
de instrucciones de todos los seres vivos es practicamente universal; se llama cédigo genético.

>N &

Transcripcion Traduccién

Figura 6. llustracidn de la trascripcion y la traduccién en bacterias.
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Las proteinas son el principal elemento estructural y funcional de las células: son la maquinaria
que las mantiene vivas. Un tipo particularmente importante son las enzimas. Se trata de
proteinas que catalizan las reacciones quimicas. La vida, en esencia, no deja de ser un enorme
conjunto de reacciones quimicas y fisicas, pero para que se produzcan hacen falta dos cosas:
energia y velocidad. La energia se obtiene de diversas fuentes, y la velocidad la proporcionan
las enzimas. Sin enzimas, las reacciones necesarias para la vida serian tan lentas que
directamente seria como si no se produjeran.

Pero regresemos al libro de instrucciones. La transcripcidn de los genes también se denomina
expresion génica y, evidentemente, no se produce en todos los genes a la vez (seria como una
orquesta en la que todos los musicos tocasen a la vez y sin ningun orden). Al contrario: se halla
estrictamente regulada.

Una orquesta con muchos directores

La transcripcién la realiza una enzima llamada RNA polimerasa, que fabrica el RNA mensajero
a partir de lo que lee en el DNA. Para poder llevar a cabo su labor tiene que unirse al DNA,
pero no puede hacerlo por si sola: necesita la ayuda de otras proteinas que reciben el nombre
de factores de transcripcidon. Concretamente, éstos pueden tanto facilitar como impedir la
unién de la RNA polimerasa al DNA.

Los factores de transcripcion son capaces de unirse a secuencias especificas en el DNA,
situadas justo antes del inicio de los genes. Estas secuencias se llaman promotores, y pueden
tener influencia sobre uno o mas genes. Generalmente, a cada promotor se pueden unir varios
factores de transcripcidn, que regulan la expresidon de los genes bajo el control de dicho
promotor. Son los directores de la orquesta génica.

La situacién concreta en que se halla una célula determina qué factores de trascripcion se
unen a los distintos promotores. De esta forma se puede controlar qué genes se expresan en
cada momento en funcidn de las necesidades que tenga la célula. Esto sucede en todos los
seres vivos, desde las bacterias hasta nosotros. Por ejemplo, si una bacteria se encuentra con
una gran cantidad de lactosa (el azucar de la leche), expresara los genes especificos para
metabolizar dicho azlcar. Pero no lo hard si hay otros azlcares mas facilmente aprovechables,
como la glucosa, ya que estaria malgastando energia innecesariamente; los seres vivos tiednen
a optimizar al maximo sus procesos bioldgicos.

Hay otros mecanismos mas complejos de regulacidén de la expresion génica, que implican
modificaciones en el propio DNA, RNA que no codifica para proteinas, y probablemente otros
que ni siquiera conocemos. El genoma es la orquesta con mas directores del mundo.
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Biologia molecular bacteriana en la Facultad de Biologia

En el Departamento de Microbiologia hallamos un grupo de investigacién sobre biologia
molecular bacteriana, dirigido por los doctores Cristina Madrid y Carlos Balsalobre. En este
grupo se investiga la regulacion de diversos genes implicados en la virulencia de bacterias
entéricas patégenas (bacterias que normalmente causan infecciones del tracto
gastrointestinal). Tradicionalmente han trabajado con lo que se denomina reguladores
globales de la expresién génica, en las bacterias Salmonella enterica y Escherichia coli. Estan
interesados en como responden las bacterias a distintos estimulos ambientales a través de la
regulacién de la expresion de sus genes.

Debido a la crisis econdmica, y con tal de conseguir mejores oportunidades de financiacién, en
los ultimos afos el grupo ha realizado un cambio de orientacidon para trabajar en lineas de
investigacion mas aplicadas. Han desarrollado un importante proyecto sobre conjugacion
bacteriana, del cual hablaremos a fondo mas adelante. Desde mas recientemente estan
investigando la regulacidn de la formaciéon de biofilms por Salmonella enterica, con el objetivo
final de buscar inhibidores para reducir la contaminacion de alimentos por esta bacteria. El
ultimo proyecto que han iniciado consiste en el estudio de diferentes cepas de Campylobacter
para determinar en qué se caracterizan las cepas patogénicas. Sin embargo, quieren mantener
el espiritu de la investigacidn basica, y seguir indagando en la regulacién de la expresion
génica, ambito en el que todavia queda mucho por descubrir, y que es lo que mas les interesa.

Bacterias entéricas patégenas

En este grupo de investigacion se trabaja sobre todo con Salmonella enterica y Escherichia coli,
aunque en el Ultimo afio también se ha iniciado un proyecto sobre Campylobacter.

Escherichia coli (figura 7A) es una bacteria que normalmente se encuentra en nuestro
intestino. Existen infinidad de cepas, y muchas de ellas son patégenas. Pueden causar diversas
afecciones gastrointestinales, desde diarrea leve (como por ejemplo la diarrea del viajero)
hasta colitis hemorragica, potencialmente mortal. Algunas cepas extraintestinales provocan
infecciones en otras partes del cuerpo, como infecciones de orina o meningitis.

En el género Campylobacter (figura 7B) hay algunas especies que provocan enfermedades en
humanos. Las mas relevantes son Campylobacter jejuni y Campylobacter coli. Ambos provocan
gastroenteritis y se contagian ingiriendo alimentos contaminados, ya que su reservorio son las
aves de granja. Tienen una elevada incidencia en Europa, y en algunos casos pueden dar lugar
a complicaciones graves.

Salmonella enterica (figura 7C) es una especie fundamentalmente patégena en humanos. Se
conocen cuatro tipos principales causantes de infecciones: S. enterica serovar Enteritidis y S.
enterica serovar Typhimurium provocan una gastroenteritis llamada salmonelosis, mientras
que S. enterica serovar Typhiy S. enterica serovar Paratyphi causan fiebre tifoidea, mas grave.
En nuestro entorno es mas conocida la salmonelosis, pero la fiebre tifoidea constituye un
problema sanitario en muchos paises en vias de desarrollo. En todos los serovares se estdn
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extendiendo resistencias a multiples antibidticos, lo cual complica el tratamiento de estas
enfermedades. Se ha observado que muchas de estas resistencias estan asociadas a pldsmidos.

Figura 7. Fotografias realizadas con microscopio electrénico de rastreo de: A:

Escherichia coli; B: Campylobacter jejuni; C: Salmonella enterica (en ésta uUltima el
color se ha anadido por ordenador).

El plasmido R27 de Salmonella enterica

Los plasmidos bacterianos son extremadamente diversos, pero segln sus caracteristicas se
pueden clasificar en grupos. En este texto no entraremos a fondo en la clasificacién, pero si
mencionaremos un grupo: los plasmidos IncHI1. Estos plasmidos son conjugativos y se
encuentran principalmente en los serovares de S. enterica causantes de fiebre tifoidea, donde
son en parte responsables de la adquisicidn de resistencias a multiples antibidticos. Sin
embargo, también se pueden transferir a otras enterobacterias, como Escherichia coli.

El plasmido R27 es el que mejor se ha estudiado de este grupo. Se aisld, no obstante, a partir
de una cepa de S. enterica Typhimurium (causante de salmonelosis) resistente al antibidtico
tetraciclina, en el Reino Unido en 1961. En este proyecto se ha investigado cémo se regula la
conjugacién de dicho plasmido.
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Figura 8. Mapa de distribucidon de la fiebre tifoidea con una escala de colores
segln la incidencia en los distintos paises.

El rasgo mas caracteristico de la conjugacién de los plasmidos IncHI1 es que se produce sélo a
temperaturas inferiores a 372C, la temperatura corporal de los mamiferos. Este hecho es
sorprendente porque significa que no pueden ser diseminados mientras las bacterias
portadoras se encuentran en el interior de sus huéspedes. La temperatura éptima de
conjugacién de estos plasmidos se encuentra entre los 22 y los 282C, rango que coincide con la
temperatura ambiente en muchas regiones con clima tropical, donde la fiebre tifoidea es
endémica (figura 8). Asi pues, se cree que los plasmidos IncHI1, incluyendo R27, contribuyen a
la propagacién de resistencias a antibidticos y otras caracteristicas ventajosas mientras
Salmonella enterica se halla fuera de sus huéspedes.

De hecho, se sabe que el hecho de que una bacteria posea este plasmido tiene una gran
influencia en la expresién de los genes del cromosoma, lo que le confiere caracteristicas
singulares, no sélo en el ambito de la patogenicidad. Eso hace pensar que el plasmido R27
evoluciond en el ambiente hasta que en algin momento llegd cepas patdgenas. En este punto
probablemente fue seleccionado por el uso de tetraciclina, aunque es posible que también
aporte otras caracteristicas beneficiosas para la patogenicidad de S. enterica.

La orquesta del plasmido R27

R27 (figura 9) es un pldasmido muy grande: 180 kilobases, o 180.000 pares de bases (las bases
nitrogenadas vendrian a ser las letras del texto escrito en el DNA). Contienen multitud de
genes; la funcidn de la mayoria de ellos (mas del 65%) se desconoce en estos momentos. Los
genes mas estudiados son los que codifican para proteinas que participan en la conjugacion,
asi como algunos reguladores propios. También se sabe que contiene varios transposones, y
concretamente en uno de ellos se encuentran los genes de resistencia a la tetraciclina.

Los genes responsables de la conjugacién se encuentran en dos regiones llamadas Tral y Tra2.
Dentro de ellas, los genes se distribuyen formando en total seis operones, que son
agrupaciones de genes controlados por un mismo promotor. Estos seis operones reciben el
nombre de operones tra, y contienen, por ejemplo, los genes necesarios para que se fabriquen
los pili sexuales y para que el plasmido sea transferido a las células receptoras.

En el propio Departamento de Microbiologia se han descrito diversos reguladores de la
conjugacién de R27, y que por tanto afectan a la expresion de los operones tra. Inicialmente se
caracterizd como se controla la conjugacion en funcién de la temperatura, a través de dos
reguladores (llamados H-NS y Hha), que curiosamente se hallan codificados tanto en el
cromosoma bacteriano como en el pldsmido R27.

Mas tarde se descubrid que cuatro de los seis operones tra estan regulados por un factor
propio del plasmido, que recibe el nombre de HtdA. Se observé que cuando el gen htdA®
presenta una mutacidn que elimina su funcién la frecuencia con que se produce la conjugacion

1 p . . .
En la nomenclatura estandar los nombres de los genes se escriben en minuscula y cursiva, y los de las
proteinas en letra normal.
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de R27 aumenta muchisimo (mds de 1.000 veces). Asi pues, se concluyé que HtdA es un
regulador negativo de la conjugacion. Concretamente, ejerce su funcién reprimiendo la
expresion de cuatro de los seis operones tra: si estos genes no se expresan, la célula no
produce pili sexuales y por lo tanto no puede efectuar la conjugacion.

o
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Figura 9. Esquema del pldasmido R27.

A partir de aqui, el grupo se propuso estudiar mas a fondo el mecanismo de regulacién en que

estd implicado HtdA. La primera parte de los resultados de este trabajo ha sido publicada en su
ultimo articulo en la revista Molecular Biology.

El estudio de los genes mediante ingenieria genética

Una herramienta muy potente en los estudios de biologia molecular es la manipulacién del
DNA para crear construcciones artificiales que permitan entender como funcionan los genes.
Esta es la base de la ingenieria genética. Por ejemplo, se puede provocar una mutacién en un
gen para observar qué efectos causa su ausencia, y a partir de ahi deducir cudl es su funcidn.
También se puede copiar un gen de una bacteria, introducirlo en un plasmido artificial, y

finalmente transferirlo a otra bacteria para generar mds copias del gen. En esto consiste la
clonacién de genes.

12 J
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En el estudio de la regulacion de la conjugaciéon de R27 se han llevado a cabo numerosos y
complejos experimentos de ingenieria genética, de un disefio elegante por su logica. Aqui
presentaremos los resultados de algunos de los que llevaron a la identificacion de una red de
regulacién de la que aun queda mucho por descubrir.

Existe un recurso muy util para estudiar la expresion génica: los genes reporteros. Son genes
naturales el producto de los cuales es facilmente cuantificable por distintos métodos. Su
potencial radica en el hecho de que se pueden fusionar con promotores de otros genes,
poniéndoles bajo su control. De esta forma, detectando el producto del gen reportero se
puede cuantificar la actividad del promotor del gen estudiado, y por lo tanto su expresién.

Uno de los genes reporteros mas usados es el gen lacZ. Este gen codifica para la enzima B-
galactosidasa, que degrada la lactosa. La actividad de esta enzima se puede detectar de
diversos modos: existen varios sustratos parecidos a la lactosa que cambian de color al ser
degradados por la B-galactosidasa. Ademas, en bacteriologia se utiliza un medio de cultivo
solido llamado agar MacConkey que contiene, entre otros componentes, lactosa y un
indicador de pH. Cuando una bacteria metaboliza la lactosa porque estd expresando [-
galactosidasa, se acidifica el pH del medio y éste adquiere un color rojo intenso.

Para estudiar la regulacién ejercida por HtdA sobre los operones tra de R27 se construyd una
cepa modelo de Escherichia coli (mas facil de manipular genéticamente que Salmonella). En
esta cepa el gen lacZ propio no es funcional, de forma que no produce B-galactosidasa. Asi, si
se introduce una fusion de un promotor con el gen lacZ, toda la actividad de la enzima que se
detecte corresponderd al promotor del gen que se esté estudiando. Concretamente, en el
cromosoma de esta cepa se introdujo una fusion del promotor de uno de los operones tra (el
operodn F) con el gen lacZ.

En la cepa modelo también se introdujo el plasmido R27 en dos variantes: la variante natural o
salvaje (R27) y una variante con htdA no funcional, llamada drR27 porque su conjugacién se
halla desreprimida. Se cultivaron la cepa original sin el plasmido, la cepa con la variante salvaje
y la cepa con drR27 en agar MacConkey y se observo el aspecto de sus colonias (figura 10).

F operon-lacZ
no plasmid R27 drR27

MacConkey plates
(lac phenotype)

A+R A

Hypothesis:

Figura 10. Cultivo en agar MacConkey de las cepas mencionadas. Debajo de cada
imagen se muestran las hipdtesis que explicarian los resultados. @: ausencia tanto
de activador como de represor; A + R: presencia de un activador y un represor; A:
presencia de un activador.
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La cepa que contiene el plasmido con la mutacién en el represor htdA genera colonias de color
rojo porque es capaz de fermentar la lactosa. Eso significa que produce B-galactosidasa en
grandes cantidades. En cambio, la cepa si plasmido y la cepa con R27 salvaje tienen un color
blanquecino. Por lo tanto, en ausencia de HtdA el operdn F se expresa mucho, pero no lo hace
si tampoco estd el plasmido R27. De ahi se deduce que la expresion del operdn F necesita
algun factor activador propio de R27.

Con el objetivo de encontrar este presunto activador se clonaron diversos fragmentos del
pldsmido R27 y se introdujeron independientemente (dentro de un plasmido artificial llamado
pBAD) en la cepa modelo que contiene el gen reportero. A continuacion se realizé un ensayo
para detectar qué fragmentos, al estar presentes, provocaban un aumento en la expresién del
operdn F. De este modo se identificé uno que probablemente contenia el supuesto activador
(figura 11). Este fragmento contenia cuatro genes correspondientes a dos operones tra.
Cortandolo en trozos mas pequeios y provocando mutaciones se descubrié que el activador se
encontraba en el operén R.
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Figura 11. A: Esquema del fragmento clonado que contiene el activador del
operdon F. B: Expresidon del operdn F cuantificada segun la actividad de la B-
galactosidasa (unidades de Miller) cuando la cepa modelo del operdn F contiene
el plasmido R27, R27 con la mutacién en htdA (drR27), el plasmido con el
fragmento activador (pBAD#3) o bien no tiene ningln elemento afiadido (n.p.). Se
puede observar como el operdn F se expresa mucho en presencia del activador
cuando no hay represor (HtdA).

No obstante, en el fragmento habia dos genes del operdn R (trhR y trhY); el activador podia ser
cualquiera de los dos o quiza incluso los dos a la vez. Para descubrirlo se clonaron los genes
trhR y trhY por separado y conjuntamente en plasmidos pBAD. Este tipo de pldsmido se utiliza
habitualmente para controlar la expresidn de los genes clonados, ya que contiene un promotor
que responde al azucar arabinosa. Asi pues, los genes de interés se insieren justo a
continuacién de dicho promotor, y se puede inducir su expresion afiadiendo arabinosa al
medio de cultivo. Si no se afiade, su expresién queda reprimida. En la figura 12 se recogen los
resultados de este experimento.
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Figura 12. Expresion del operén F en la cepa modelo con los cuatro plasmidos
especificados: pBAD18 es el pldsmido vacio (sin ningin gen clonado); pBADtrhR
contiene el gen trhR; pBADtrhY contiene trhY y pBADtrhRY contiene ambos genes.
Este experimento demuestra que sélo si se expresan ambos activadores a la vez,
TrhR y TrhY (en presencia de arabinosa), se produce una induccion de la expresion
del operdn R.

Asi pues, se descubrieron dos activadores esenciales para que tenga lugar la conjugacion (las
mutaciones que desactivan el operén R impiden totalmente la conjugacién) que actuan de
forma contraria a HtdA.

A continuaciodn, los investigadores se preguntaron si esta red de regulacion tiene algin papel
en la influencia que ejerce la temperatura ambiente sobre la conjugacién, estudiada
anteriormente en el Departamento. Con experimentos similares a los anteriores se determind
que, efectivamente, la regulacion ejercida por H-NS en respuesta a la temperatura tiene un
efecto en la expresidén del operdn R. Es decir: a una temperatura de 372C, H-NS reprime la
expresion del operdn R; por lo tanto, no se expresan los activadores de la conjugacién y ésta
queda inhibida. En cambio, a temperaturas inferiores (22-282C), H-NS no impide que se
exprese el operdn R, con lo cual se puede activar la conjugacién. HtdA actia como represor en
esta situacion.

Finalmente, para caracterizar mejor la red de regulacion se realizd una serie de experimentos
gue aportan una idea de cdmo interaccionan las proteinas. El fundamento es complejo, pero
los resultados permitieron establecer un modelo de regulacidn hipotético, si bien aln se puede
investigar mas a fondo.

Conclusiones

En la figura 13 se pueden ver dos posibles modelos planteados por el grupo a partir de los
resultados obtenidos. Ya que las proteinas y genes implicados estdan muy conservados (son
muy similares) dentro de los plasmidos IncHI, este trabajo representa un paso muy importante
en la comprensién de la regulacion de la conjugacién de este grupo de plasmidos, del cual R27
es modelo.

15 J
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Figura 13. Esquemas de dos posibles versiones del modelo de regulacion de la

expresion de los operones tra, ejercida por HtdA, TrhR y TrhY, y que en Ultima
instancia regula la conjugacién del plasmido R27. Estudios bioinformaticos indican
qgue TrhR es una proteina que se halla inserida en la membrana celular y que TrhY
se puede unir al DNA (posiblemente como factor de transcripcién). Por otro lado,
los estudios de interacciones revelan que HtdA y TrhY formarian agrupaciones con
si mismos y probablemente también entre si. El modelo sugiere que TrhR actuaria
como algun tipo de sensor que induciria la agrupacién y activacién de Trhy.
Cuando eso sucediera, TrhY se uniria al DNA y promoveria la expresion de los
operones tra. HtdA podria actuar inhibiendo la activacién de TrhY (modelo A) o
bien secuestrandolo para que no se pudiera unir al DNA (modelo B).

Aunque a veces la investigacién bdsica, como la que se ha realizado en este estudio, pueda
parecer abstracta, a la larga es la que permite avanzar a la ciencia y, con el tiempo, acaban
surgiendo aplicaciones clinicas. Puede que ahora mismo las enfermedades infecciosas no nos
preocupen demasiado, pero si la resistencia a antibiéticos se continda propagando al ritmo
actual pronto volveran a suponer un problema. El sexo bacteriano es en parte la causa de esta
diseminacién; por lo tanto, conocer a fondo los mecanismos de regulacion de la conjugacion
de diferentes tipos de plasmidos podria ayudarnos, en un futuro, a frenar la diseminacion de la
multirresistencia a antibidticos en bacterias patégenas.
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Una visita al laboratorio: conociendo a los investigadores

Entrevista con Tania Gaviria Cantin

Tania es una estudiante de doctorado, actualmente en su cuarto afo. Estudid Biologia en
Colombia y vino a realizar el Master en Biotecnologia Molecular en la Universidad de
Barcelona. Estudia el control de la expresion génica por reguladores globales en Salmonella.

Elsa: ¢ Desde cuando te ha interesado la ciencia?

Tania: Bueno, es una pregunta dificil. No puedo dar una fecha exacta, pero yo creo que desde
siempre. Cuando estaba en el colegio, cuando nos daban a escoger las asignaturas, siempre iba
por la parte de biologia, quimica... Y bueno, creo que desde mds o menos ese momento, desde
el colegio.

¢Qué te trajo a Espaiia?

Cuando me preguntan qué me trajo a Espafia, o por qué escogi Espaiia, digo que creo que mas
bien Espafia me escogié a mi. Cuando terminé la carrera estaba buscando dénde hacer un
master, y solicité a varias universidades en Colombia y aqui. Digamos que pensé primero en
Espafia por el idioma, pero al final tuve la oportunidad de escoger entre quedarme en mi pais,
en una muy buena universidad o venir a Barcelona, que es una ciudad de bastante renombre
en Suramérica. Sin embargo, no fue por un interés en particular. Simplemente queria
ocuparme, hacer un master, y en Barcelona se me dio la oportunidad. Fue el sitio donde
primero me contestaron, y donde habia mas facilidades de pago.

¢Y como llegaste a este grupo de investigacion?
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Al grupo de investigacion llegué porque cuando estaba haciendo el master estaba buscando un
grupo donde trabajaran en biotecnologia de alimentos, que era lo que en principio queria
hacer. Entonces me puse a mirar las asignaturas, una de ellas era Biotecnologia Alimentaria, y
encontré que el coordinador era Antonio Judrez, que era también parte de nuestro grupo de
investigacion. Contacté con él y obviamente en paralelo también con otros grupos, porque en
principio yo queria trabajar en la parte industrial. Antonio me contesté muy rapido y me dijo
que si, que habia un proyecto. Entonces vine, hablé con él, y empecé a trabajar en
biotecnologia alimentaria. Y a partir de ahi las cosas cambiaron un poco, pero en un principio
fue eso.

¢Cémo es tu dia a dia como estudiante de doctorado?

El dia a dia es un poco dificil decirlo... Depende del dia, la semana, el afio de doctorado... Pero
bueno, para resumirlo un poco: no me puedo quejar, porque de momento tengo un buen jefe
y el proyecto hasta ahora ha dado buenos resultados. Podria decir que estoy satisfecha,
aunque claramente hay dias mas complicados, en que las cosas no salen. Pero asi en general
puedo decir que los dias son buenos, con todo lo que comporta estar en un laboratorio. O sea,
a veces es muy facil, a veces frustrante... Pero en general bien.

¢Qué es lo que te gusta de este grupo de investigacion?

Lo primero, y como digo a todo el mundo, es mi jefe. Creo que tengo un buen jefe y creo que
es el mejor que he tenido hasta ahora en mi corta carrera profesional. El estar con un jefe
como Carlos lo agradezco de verdad, y lo que mas me gusta del grupo es la dedicacién que él
demuestra hacia los estudiantes; siempre tiene un momento para resolver una duda. Y
ademas las personas del grupo estdan muy unidas, saben trabajar en equipo. Si tienes alguna
duda también estdn dispuestas a ayudarte. Y obviamente la investigacién que hacemos, que
aunque no continde con la linea de biotecnologia alimentaria, es biologia molecular y genética,
que es lo que siempre me ha gustado.

¢Qué te ha aportado la experiencia del doctorado?

Primero de todo, ha sido una experiencia de vida bastante importante. Porque es salir de tu
pais, conocer otra cultura, otros pensamientos, otra gente, otro tipo de metodologia de
trabajo... Pero sobre todo, en cuanto a la parte mas experimental, las técnicas que utilizamos
en el laboratorio. Porque todas las técnicas que he aprendido hasta ahora han sido nuevas
para mi. En la carrera me las ensefiaron de manera muy superficial, tedrica, pero aqui le he
dado aplicacién, lo he hecho por mi misma. Eso para a mi ha sido una aportacién enorme,
porque creo que, si en un futuro me quiero seguir dedicando a esto, tengo una buena base.

¢Y tienes algo pensado para después de la tesis?

Bueno, ésa es la pregunta del millén (rie). Siendo sincera, me gustaria cambiar un poco la linea
de investigacion. No tanto por la metodologia o las técnicas, pero si cambiar un poco el tema.
No quiero hacer un postdoc, de momento. Si mas adelante sale, pues genial, pero me gustaria
mas ir al lado industrial, que es la idea inicial que tenia yo al venir a Barcelona. Me gustaria
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trabajar en una empresa, algo de I+D, o en produccidn. Algo un poco mas aplicado, diria yo,
mas biotecnologia.
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Entrevista con Carlos Balsalobre Parra

Carlos Balsalobre es doctor en Biologia y profesor del Departamento de Microbiologia. Estudio
Biologia en la Universidad de Barcelona, donde también se doctoré en Microbiologia. A
continuacioén realizé una estada postdoctoral en Suecia, y alli se quedd siete afios, los ultimos
cuatro como lider de grupo. Finalmente regresé a Barcelona como Investigador Ramoén y Cajal.
Desde entonces es lider de su propio grupo de investigacion, y actualmente trabaja en
colaboracién con la doctora Cristina Madrid. Su objetivo es pasarselo bien haciendo ciencia.

Elsa: ¢En qué momento empezd a gustarte la ciencia?

Carlos: (rie) Eso es muy curioso. Yo no deberia estar aqui, en principio. Fui muy mal
estudiante... El director de mi instituto recomendd a mis padres que no fuera a la universidad.
Lo Unico que yo aprobaba era biologia. Me gustaba. No sabria decirte cudndo me empezé a
gustar la ciencia; yo creo que me gustd mucho el ambiente universitario, realmente me
gustaba aprender, especialmente dentro de lo que era la biologia. De hecho, me empecé a
sentir atraido por la microbiologia y supe que queria hacer algo mas que estudiar el primer dia
de clase de Microbiologia de tercero. Me dio la clase Anna Maria Solanas, catedratica que
ahora estd retirada, y me quedé patitieso, porque pensé: yo quiero trabajar con eso. Si, me
encanté.

¢Y qué es lo que mas te gusta de la microbiologia?

Yo diria, de hecho, que ahora mismo no es tan importante que sea microbiologia. Para mi
ahora la microbiologia es cdmoda, porque sé, y sé como trabajar. Pero realmente después de
muchos afios, pienso que a mi realmente lo que me gusta es intentar entender mecanismos
tanto de regulacion como de procesos celulares. Y las bacterias tienen aun mucho por
mostrarnos; muchas cosas que tienen aplicabilidad y pueden dar soluciones a problemas

(0]
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reales de la sociedad. Y eso me gusta. Muchas veces pienso que no tendrian por qué ser
bacterias, pero creo que realmente la micro es mucho mas importante de lo que a veces puede
parecer. Estoy de acuerdo en que enfermedades como el céancer, cardiovasculares,
neurodegenerativas... son muy importantes, y quiero que se investigue mucho en eso. Pero las
enfermedades infecciosas aun causan muchos problemas. Aun hay mucha gente que pasa
hambre, y se tira mucho alimento, porque se considera que microbiolégicamente hablando no
es aceptable. Cualquier cosa que se pueda hacer para mejorar eso implicaria que mas gente
podria comer. Y por otro lado, las bacterias fueron el primer modelo para el estudio en
biologia. Todos los procesos bioldgicos basicos (transcripcidn, traduccidn, replicacion...) estdn
descritos en Escherichia coli; han sido un modelo fantastico para entender la vida. Y creo que
aun tienen mucho que dar, porque mucha mecanistica esta conservada en eucariotas.

¢En estos momentos qué es lo que mas te gusta de tu trabajo?

Podria decir que hay diferentes cosas que me gustan mucho. Como profesor universitario
tengo la dualidad de poder hacer docencia e investigacidon. A mi la docencia me gusta mucho, y
creo que estd muy bien cuando eres un investigador y tienes la posibilidad de dar clases
relacionadas con lo que aquello en lo que trabajas, porque puedes enriquecerlas mucho.
Puedes dar clases en que los alumnos se lo pasen bien porque eres capaz de proporcionar
ilusién. Otra cosa relacionada, y de las que mas me gustan a mi, es formar cientificos. Me gusta
gue vengan estudiantes al laboratorio, que aprendan, se lo pasen bien y si puede ser que
hagan una buena investigacién. Me gusta dejar que piensen. Generalmente estoy muy
contento del trabajo que hacen mis estudiantes. Y lo que mas me gusta de la ciencia es coger
las pipetas con las manos y ponerme a trabajar, pero eso lo puedo hacer en muy pocos ratos;
tenemos muy pocas posibilidades de hacerlo. Y es una cosa que no entiendo del sistema.
Porque la gente que hace una buena tesis, es decir, la gente que tiene unas buenas manos y
una buena cabeza, son los que consiguen continuar mas adelante. Y entonces te quitan las
pipetas de las manos. Es muy dificil estar en la poyata. De hecho, si te fijas, Cristina y yo somos
de los pocos profesores que todavia vamos al laboratorio. Nos gusta mucho, pero podemos
estar muy poco.

¢Cudl ha sido el momento mas gratificante en tu carrera cientifica?

¢El momento mas gratificante? Ha habido muchos. Yo creo que la carrera cientifica es una
carrera en la que se sufre, pero a la vez tienes igual o mas satisfaccién. Recuerdo con mucho
carifio el dia de mi tesis, pero también el dia de mis oposiciones o cuando me habilité. Mi tesis
y mi habilitacién, que era un proceso necesario cuando me incorporé para ser profesor titular,
han sido momentos en que yo he explicado mi trayectoria de muchos afios a otras personas.
Es duro, porque todo el mundo pasa nervios, pero es un dia en el que puedes mirar atras,
explicar hasta donde has llegado y tener una discusion. A mi me gusta mucho hablar, el
intercambio de opiniones. También es muy gratificante cuando has publicado un articulo muy
bueno, pero eso cada vez menos. Y las tesis de mis alumnos también me gustan mucho.

¢Cudles piensas que son las cualidades mas importantes en un investigador?

La honestidad. En una frase que escribi en los agradecimientos a mi director de tesis le
agradeci que “me ensefid la importancia de cualidades como la honestidad y la perseverancia
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a la hora de llevar a cabo un trabajo cientifico, conocimientos que no estan en los protocolos
pero que sin duda son mucho mas valiosos”. Y realmente es asi. Este es un mundo de muchos
egos, todo el mundo quiere ser premio Nobel, también a pequefia escala. Es un mundo donde
hay mucha competitividad, sobre todo cuando te mueves en el extranjero. Siempre hay gente
gue tiene los pies muy lejos del suelo. Yo creo que es muy importante ser honesto, intentar
entender las cosas y si no se entienden, pues no se entienden. Seguramente no se entienden
porque no tienes las herramientas suficientes, o quizd porque no eres suficientemente
inteligente, tanto da. No creo que para ser un buen cientifico sea necesario tener un punto
mas de inteligencia respecto a los demas. Pero realmente creo que hay que ser honesto y
hacer las cosas con humildad. Y ser perseverante. No puedes ponerte a llorar cada vez que
tienes un mal resultado, o cuando te dicen que no al pedir una beca. Porque hay muchos nos
en ciencia. También es muy importante el trabajo en equipo, diseiar los experimentos con la
participacion de mas de una persona. Resumiendo, se ha de ser honesto, perseverante y
constante, porque todo lo demas se puede aprender.
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