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RESUMO

O fator o associado & RNA polimerase de E. coli (Ec®) é responsavel pela
transcricdo da maioria dos genes relacionados a sobrevivéncia durante a fase
estacionaria e em periodos de estresse. Quando a célula entra em caréncia de
fosfato inorganico, um conjunto de genes € operons conhecidos como o regulon
PHO é ativado. Os genes do regulon PHO s&o transcritos preferencialmente pela
RNA polimerase associada ao fator oP. A inativagéo do gene rpoS, que codifica para
o fator o° , causou um aumento significativo na expressdo da maioria dos genes de
PHO. O efeito repressor de o foi atribuido & competicéo entre este fator sigma e o
fator o° pelo cerne da RNA polimerase. Diferentemente dos demais genes de PHO,
a expressao de pstS, o primeiro gene do operon pst, foi moderadamente estimulada
na presenga do fator oS. A regido promotora de pstS contém uma citosina na
posicdo -13 e um sitio de ligagao para a proteina IHF. Estes elementos, encontrados
em genes dependentes do fator oS, podem estar contribuindo para a transcrigéo de
pstS pela holoenzima Ea®.

Um estudo do polimorfismo do gene moS em diversas cepas de E. coli K-12
detectou a presenga de uma mutagao ambar no codon 33 deste gene. Bactérias
supressoras da mutagdo ambar produzem uma proteina de tamanho normal (38
KDa), ao passo que bactérias ndo-supressoras produzem um fator o® truncado, que
apesar de possuir 55 aminoacidos a menos, foi capaz de transcrever seus genes
dependentes ainda que com menor eficiéncia. Cepas que carregam O codon 33
ambar apresentaram um fenétipo diferenciado em relagdo a expresséo dos genes de
PHO.

Palavras chave: RNA polimerase, fator sigma, regulon PHO, fosfatase alcalina,

operon pst.



ABSTRACT

In E. coli, the RNA polymerase associated with o® (Ec®) is responsible for the
transcription of the majority of the genes related to survival during stress periods or
during the stationary phase of growth. When cells enter a phase of phosphate
starvation, the transcription of several genes and operons, known as the PHO
regulon, is activated. Knock-out of rpoS, which encodes o°, increases the expression
of most PHO genes. The negative effect of o® on PHO expression is probably due to
the competition between o® and o® for the core RNA polymerase. Unlike all other
PHO genes, pstS, the first gene of the pst operon, was mildly stimulated by o°. The
promoter region of pstS contains a cytosine residue at position -13, and an IHF
binding site. These elements are known to be important for the transcription of o°-
dependent genes, and may contribute for the transcription of pstS by Eo®.

The polymorphism of rpoS in several E.coli K-12 strains was evaluated. An amber
mutation in codon 33 of this gene was found in 2 out of 7 strains. These strains were
found to suppress the amber mutation and to produce a normal 38 KDa o® protein.
Non-suppressor strains carrying this amber mutation produced a o variant, lacking
55 amino acids. The truncated o protein was still able to drive the transcription of its
dependent genes, albeit in a smaller proportion. Strains carrying the rpoS amber
mutation presented a distinct phenotype regarding the expression of the PHO

regulon genes.

Key words: RNA polymerase, sigma factor, PHO regulon, alkaline phosphatase, pst

operon.
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1 INTRODUGAO

Escherichia coli € um bacilo gram-negativo, que habita o intestino de mamiferos e
aves e ambientes aquaticos, tais como rios, mares & lagos. Durante seu ciclo de
vida, E. coli enfrenta diferentes condi¢gbes ambientais que podem variar subitamente;
variagoes de pH, osmolaridade, temperatura e disponibilidade de nutrientes sdo uma
constante. Condigbes adversas ao crescimento caracterizam situagdes de estresse.
A maioria das bactérias, incluindo E. coli, possui mecanismos de resposta ao
estresse que permitem a sobrevivéncia em condi¢des desfavoraveis (Farrel e Finkel,
2003).

Entretanto, a resposta ao estresse tem um custo alto para o organismo, sendo objeto
de uma regulagéo complexa, e demanda uma boa quantidade de recursos (Ferenci,
2005). A resposta ao estresse nao se limita somente as alteragdes fisiologicas e ao
padrdo de expressdo de genes, mas também em longo prazo a selegao de
mutagdes que conferirdo melhor adaptabilidade as condi¢gdes do ambiente em que a

bactéria se encontra (Farrel e Finkel, 2003).

A caréncia de fosfato & uma condi¢do bastante comum em ambientes aquaticos
frequentemente habitados por E. coli (Barik et al, 2001, Sundareshwar, 2003). Neste
trabalho, investigamos a relagdo entre a resposta bacteriana a caréncia de fosfato e

a regulagao geral de resposta ao estresse em E. coli.

1.1 RNA polimerase e seus fatores sigma

A RNA polimerase é a enzima responsavel pela transcricdo dos genes. O cerne da
enzima & composto por 5 subunidades: 2 subunidades o, B, B’ e @ (Ishihama, 2000).
O sitio ativo da enzima é formado pelas subunidades p (Browning e Busby, 2004). A
porgdo amino-terminal da subunidade o é responsavel pela montagem do sitio ativo,
enquanto a porgao carboxi-terminal funciona como um modulo de ligagdo a regiao

promotora do gene (Browning & Busby, 2004). O papel da subunidade ® &

1



controverso, foi primeiramente descrita como um fator n&o essencial para o processo
de transcrigdo (Gentry et al, 1991), mas relacionado ao processo de dobramento da
subunidade B (Ghosh et al, 2001). Mais recentemente foi proposto que a subunidade
o se liga a guanosina tetrafosfato (ppGpp), exercendo um papel importante na
resposta ao estresse (Vrentas et al, 2005). Para iniciar a transcrigéo, € necessaria
uma sexta subunidade conhecida como fator sigma (o), que se associa ao cerne de
maneira reversivel, formando a holoenzima (Eg). O fator sigma facilita o
reconhecimento do promotor pela RNA polimerase, além de auxiliar no
desenrolamento da dupla fita de DNA.

Uma vez iniciado o processo de transcri¢do, o fator sigma é geralmente liberado,
sendo o cerne da enzima suficiente para transcrever o gene até o ponto de
terminacdo (Burgess e Anthony, 2001). Entretanto, estudos recentes contestam a
necessidade do fator sigma em abandonar a holoenzima apés o inicio da
transcricdo. (Mukhopadhyay et al., 2001, Mukhopadhyay et al., 2003, Nickels et al.,
2004, Kapanidis et al, 2005). |

Em eubactérias existem duas familias principais de fatores sigma, a familia o%ea
familia o> (Paget e Helmann, 2003). A maior parte dos fatores sigma pertence a
familia ¢’®. Ja a familia ¢* compreende proteinas de fungdo analoga, mas
estruturalmente diferentes da familia 0. Os membros da familia 0’ reconhecem
elementos de aproximadamente 6 pares de bases, localizados nas regides =10 e —
35 acima do inicio de transcrigdo (Paget e Helmann, 2003). Diversos membros da
familia o7 foram descobertos em diferentes bactérias; em Streptomyces coelicolor,
por exemplo, foram encontrados 63 ORFs correspondentes a fatores da familia ¢°
(Paget e Helmann, 2003).

Em E. coli, até o0 momento foram identificados 7 fatores o, sendo que cada um deles
reconhece uma classe distinta de genes (Jishage e Ishihama, 1897, Ishihama,
2000). Apenas um pertence & familia 6>, os demais pertencem a familia o (Paget
e Helmann, 2003). O fator o”° ou ¢®, codificado pelo gene rpoD, é o principal, sendo
responsavel pela transcrigdo da maior parte dos genes da bactéria. Ele esta ativo
principalmente durante a fase logaritmica de crescimento. Os demais fatores sigma

desta familia sdo: o™ (0%, o° (0%), o" (6%), o (0%°), oF (0**) e 0™ (Maeda et al,
2



2000). O fator 0°, conhecido também como ¢, é considerado o segundo em
importancia (Nguyen et al, 1993, Tanaka et al, 1993), sendo necessario para a
transcricdo de genes relacionados & protegéo e sobrevivéncia da bactéria durante a
fase estacionaria, ou em situagdes de estresse, tais como choque térmico, mudanga
brusca de pH e caréncia de nutrientes (Hengge-Aronis, 1996). A holoenzima Eo"
transcreve genes regulados pela disponibilidade de nitrogénio, Ec' transcreve genes
envolvidos em choque térmico, Ecf & necessaria para a expressdo de genes
envolvidos na sintese de flagelos e quimiotaxia, Eof transcreve genes envolvidos em
fungdes extra-citoplasmaticas e choque térmico, e finalmente, Ec™® & um membro
da sub-familia de fatores sigma relacionados a fungdes extra-citoplasmaticas (ECF)
(Maeda et al, 2000, Ishihama, 2000). Trataremos detathadamente neste trabalho do

fator o°.

1.1.1 O fator ¢°

o & conhecido como o regulador mestre da resposta geral ao estresse em E. coli
(Becker e Hengge-Aronis, 2001). Foi descoberto de maneira independente por 7
grupos diferentes, que estudavam aspectos diversos do metabolismo bacteriano
(Hengge-Aronis, 2000). o® é codificado pelo gene rpoS, que também & conhecido
como nuv, katF, attP, appR, xthA e csi-2. Estas denominagdes foram sugeridas, de
acordo com a fungdo estudada para o produto do gene. Neste contexto, rpoS foi
identificado como um gene envolvido na resisténcia a radiagao UV (Tuveson e
Jonas, 1979), regulador do gene katE, que codifica para a enzima catalase (Loewen
e Triggs, 1984), regulador da fosfatase acida (Touati et al, 1986), regulador da
exonuclease Il (Sak et al, 1989), e finalmente, como regulador de genes de fase
estacionaria (Lange e Hengge-Aronis, 1991). Em um determinado momento ficou
claro que todos estes estudos abordavam aspectos distintos do mesmo gene, que
codifica um fator sigma, explicando o motivo de fungdes tao variadas. Por ser um
fator sigma relacionado ao estresse, o nome moS prevaleceu sobre as demais

denominagdes (Hengge-Aronis, 2000).



O gene rpoS estéa localizado no minuto 61,76 do cromossomo de E. coli, no sentido
anti-horario. Forma um operon juntamente com o gene nipD, que localizado acima
de oS, codifica para uma lipoproteina de fungéo ainda nao esclarecida (Lange e
Hengge-Aronis, 1994). rpoS é transcrito a partir de 3 promotores: 0os promotores
nipDp1 e nipDp2 localizam-se acima de nipD e um terceiro promotor, rpoSp, situa-
se dentro de nipD, sendo este o principal responsavel pela transcrigdo de rpoS
durante a fase estacionaria de crescimento (Lange et al, 1995, Hengge-Aronis,
2002). A proteina NIpD ndo é induzida em fase estacionaria, indicando que os 2
promotores nipDp1 e nipDp2 n&o s&o regulados pela fase de crescimento (Hengge-
Aronis, 2002).

Conforme veremos detalhadamente mais adiante, ¢ é uma proteina bastante
polimérfica (Zambrano et al, 1993, Jishage e Ishihama, 1997, King et al, 2004). A
forma mais comum de ¢° em cepas de laboratorio apresenta uma massa molecular
de 37,8 kDa, caracterisitica esta que deu origem a designacao c°® para este fator

sigma (Hengge-Aronis, 2000).

c° ndo é considerado um mero fator sigma alternativo, mas um segundo fator sigma
principal (Hengge-Aronis, 2000). E estruturalmente muito semelhante a o’ e

reconhece seqiiéncias promotoras similares.

A resposta a estresses especificos é caracterizada pela eliminagéo do agente
causador do estresse ou reparagdo do dano causado. A fungdo de c°, no entanto, &
predominantemente geral e preventiva, preparando a célula para lidar com eventuais
estresses. Genes que codificam proteinas com fungéo reparadora séo raros entre

aqueles controlados por o° (Hengge-Aronis, 2000, 2002).

Os mais de 70 genes dependentes de & conferem resisténcia a estresse oxidativo,
radiagao ultravioleta, hiperosmolaridade, pH acido, etanol, choques térmicos, alta
densidade celular e possivelmente outros estresses ainda ndo identificados
(Hengge-Aronis, 2002). Além disso, genes controlados por ¢° também estdo
relacionados com a morfologia da célula, morte celular programada e viruléncia em

alguns patoégenos entericos. o também se acumula em situagdes de caréncia de
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carbono, nitrogénio, fosfato ou aminoacidos, e durante a entrada da célula na fase

estacionaria de crescimento (Hengge-Aronis, 2002).

1.1.2 Regulagio da expressio de ¢°

Durante a fase logaritmica de crescimento, c°> ndo é sequer detectavel, no entanto, a
proteina acumula-se rapidamente no inicio da fase estacionaria, ou em resposta aos
diferentes tipos de estresse descritos acima. A regulagdo da expressédo de o> em E.
coli ocorre em varios niveis (Figura 1), desde a transcrigdo, passando pela tradugédo
e por controles pos-traducionais (disponibilidade e protedlise da proteina) (Lange e
Hengge-Aronis, 1994). Os diferentes niveis de regulagcdo sugerem que n&o ha um
sinal celular comum a todos os tipos de estresse. Em geral, condicées de estresse
potenciaimente letais requerem uma resposta rapida, e atuam sobre a estabilidade
de ¢°. Um estresse mais gradual ou condi¢des ambientais menos severas tendem a

estimular a transcrig&o ou tradugéo de o> (Hengge-Aronis, 2000).

Os niveis de mRNA de rpoS sdo relativamente altos mesmo durante a fase de
crescimento exponencial (Lange e Hengge-Aronis, 1994). Ja os niveis da proteina
sdo alterados significativamente em resposta aos diferentes tipos de estresse.
Portanto, a maioria dos estudos sobre a regulagéo de oS enfoca aspectos da
regulagdo em nivel traducional e pos-traducional. Ainda assim, ha certo aumento no
nivel de transcricdo de rpoS quando o ritmo de crescimento diminui e durante a
entrada em fase estacionaria em bactérias crescendo em meio complexo (Lange e
Hengge-Aronis, 1991, 1994). Varios fatores estdo envolvidos no controle
transcricional de rpoS, entre eles guanosina tetrafosfato (ppGpp), polifosfatos e
cAMP (Hengge-Aronis, 2000, 2002).

A tradugdo do mRNA de rpoS & controlada pela proteina ligante de RNA Hfq,
pequenos RNAs (DsrA, RprA e OxyS), DksA, H-NS e UDP-glicose. A tradugdo de
moS é estimulada de 5 a 10 vezes em situacdes de aumento de osmolaridade
(Muffler et al, 1996), baixas temperaturas (20°C) (Lange e Hengge-Aronis, 1994),
assim como entrada em fase estacionaria tardia e em resposta a diminuigdo do pH
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de 7 para 5 em meio rico (Hengge-Aronis, 2002). Durante a fase de caréncia de
carbono, a tradugao de rpoS é reduzida, indicando que o aumento nos niveis de foid

nestas condigdes deve-se somente & inibigao da degradacgdo da proteina (Lange e

Hengge Aronis, 1994).

Na fase exponencial de crescimento, a meia-vida de o® gira em torno de um minuto.
Situagdes potencialmente letais, como caréncia repentina de carbono, choque
superormético e mudanga para pH acido resultam na estabilizagéo de o® (Hengge-
Aronis, 2002). Fora destas condigdes, observa-se constante protedlise de o®, que é
dependente das proteinas ClpXP (protease) e RssB (proteina ligante). RssB, em sua
forma fosforilada, liga-se a o®° e expde o sitio de ligagé&o a ClpXP, entregando o a
ClpXP para protedlise e sendo entéo liberado do complexo (Becker et al, 1999, Zhou
et al, 2001, Mika e Hengge, 2003).

Baixo pH
Caréncia nutricional
Altas temperaturas
Taxa de crescimento reduzida

rpoS ——> rPOS MRNA ——= 05 ——> protedlise

Alta densidade celuiar
Baixas temperaturas
Alta osmolaridade
Baixo pH

Figura 1 — Varios niveis da regulacao de o°, em resposta a diferentes estimulos. As setas verdes
indicam indugao da transcrigdo e tradugéo, a seta vermelha indica inibicdo da protedlise (adaptado de

Hengge-Aronis, 2002).



1.1.3 Competicio entre os fatores ¢°e c°

Em bactérias crescendo em meio rico, a concentragéo do cerne da RNA polimerase
é de aproximadamente 2000 moléculas por equivalente gendmico de DNA, dos
quais um tergo (600-700) encontra-se livre, ndo associado ao DNA. A quantidade
total de moléculas de todos os sete fatores sigma presentes em E. coli é de
aproximadamente 1200/célula, ou seja, o dobro da concentragéo de moléculas de
cerne livres (Ishihama, 2000). Devido & limitagdo na quantidade de cernes de RNA
polimerase na célula, os fatores sigma devem competir entre si para ligar-se ao

cerne e promover a transcrigéo de seus genes dependentes.

A competicdo entre os diversos fatores sigma pelo cerne da RNA polimerase
determina o padrdo geral de transcrigdo da bactéria (Zhou et al, 1992, Jishage e
Ishihama, 1999, Maeda et al, 2000). Desta maneira, a substituicdo de uma
holoenzima por outra determina uma alteragéo no padréo de transcrigdo de genes,
como ocorre na entrada em fase estacionaria ou sob diversos tipos de estresse, e
esta alteragdo é sempre precedida de aumento nos niveis de um determinado fator

sigma.

A concentragdo de cada holoenzima depende, portanto, da quantidade disponivel
dos respectivos fatores sigma, e de sua afinidade pelo cerne da RNA polimerase. Os
fatores sigma exibem diferentes afinidades pelo cerne da RNA polimerase, sendo
que a maior afinidade é encontrada para o fator o®, que chega a ser 16 vezes maior
que a do fator o>, que apresenta a menor afinidade (Maeda et al, 2000). Além disso,
em sua concentragdo maxima, o° corresponde a apenas 30% da co_ncentragéo de o°
(Jishage e Ishihama, 1995, Ishihama, 2000).

Ha varios exemplos na literatura de genes que tem seu nivel de transcri¢gdo afetado
pela competicdo entre os fatores o® e ¢° pelo cerne da RNA polimerase. Farewell et
al (1998) demonstraram este efeito para os genes uspA e uspB, transcritos por cCe
o>, respectivamente. Através da super expressao de o°, observaram aumento no
nivel de transcrigdo de uspA ao mesmo tempo em que a transcrigéo do gene uspB
era inibida e vice-versa. Este efeito foi atribuido & competigéo entre os fatores sigma
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pela quantidade limitada de RNA polimerase produzida pela célula, como descrito

acima.

E surpreendente que o® consiga transcrever seus genes dependentes de maneira
eficaz, uma vez que sua concentragdo na célula e afinidade pelo cerne s&o muito
menores que as de o°. Acredita-se que alguns elementos possam contribuir para
aumentar a afinidade de ¢® e também para diminuir a afinidade de o° pelo cerne da

RNA polimerase em determinadas condigdes.

A molécula ppGpp, sintetizada em resposta a todos os tipos de estresse estudados,
parece reduzir a afinidade de o° pelo cerne (Hernandez e Cashel, 1995), além de ser
necessaria para a expressao e atividade de o> (Gentry et al, 1993, Lange et al,
1995, Kvint et al, 2000). A concentragdo de c° livre também diminui na fase

O inativando-o

estacionaria gragas a ligagdo do fator anti-sigma Rsd a o
reversivelmente (Jishage e Ishihama, 1998). Além disso, moléculas como CRP
(receptor de cAMP), Lrp (proteina reguladora de leucina) e IHF (fator de integragao
ao hospedeiro), inibem parcialmente a ligagdo de EcP ao sitio promotor (Colland et
al, 2000). Concentragdes elevadas de glutamato de potassio e uma diminuigao no
grau de super-enrolamento do DNA também contribuem positivamente para a

seletividade dos promotores dependentes de o> (Colland et al, 2000).

1.1.4 Caracterizacdo da seqliéncia promotora de genes

dependentes de ¢°

Ec® e Ec® reconhecem sequéncias promotoras similares (Wise et al, 1996,
Espinosa-Urgel et al, 1996, Gaal et al, 2001 e Lee e Gralla, 2001). Estudos in vitro
demonstraram que muitos genes s&o transcritos com igual eficiéncia por ambos os
fatores sigma (Nguyen et al, 1993, Tanaka et al, 1993, Kusano et al, 1996, Coiland
et al, 2000 e Bordes et al, 2000). Além disso, a selegdo in vitro de uma sequéncia
promotora 6tima dependente de c° revelou um consenso compativel com aquele

obtido para ¢, em ambas as regides —10 e —35 (Gaal et al, 2001).



No entanto, in vivo, os promotores s&o geralmente reconhecidos por somente um
dos fatores sigma (Hengge-Aronis, 1999 e Ishihama, 1999). Varios elementos
parecem contribuir, de maneira integrada, para a seletividade de o°. Alguns estudos
sugeriram a falta de uma segiiéncia consenso para a regiao -35 em genes
transcritos por ¢° in vivo (Gaal et al, 2001), sugerindo uma interagéo fraca entre Ec®
e a regido -35. Portanto, promotores contendo uma regido -35 significativamente
distinta da sequiéncia consenso seriam preferencialmente reconhecidos por oS, Além
disso, promotores dependentes de o> toleram um maior espagamento entre as
regides -35 e -10 (Typas e Hengge, 2006). J& em relagéo a regido -10, foram
propostas seqiiéncias consenso para promotores dependentes de as.

S in vivo, foi sugerida a

Através da compilagdo de 41 genes dependentes de o
sequéncia CTACACT, da posicdo —13 até a posigdo —7 como consenso para
promotores dependentes de o° (Lee e Gralla, 2001). Outra compilagéo, de 56
promotores, chegou ac consenso CYATACT (Lacour et al, 2003). Atribui-se um
papel especial a posigdo —13, ocupada por uma citosina em genes transcritos
preferencialmente por Ec® (Lee e Gralla, 2001 e Lacour et al, 2003); Lee e Gralla
(2001) ressaltam que a fungdo da citosina na posigao -13 é impedir o
reconhecimento do sitio promotor por o°. Similarmente, Becker e Hengge-Aronis
(2001) sustentam a importancia da regido —10 e particularmente de -13C no
reconhecimento por ¢°. Hengge-Aronis (2002) alega que uma citosina na posi¢ao —
13 é claramente especifica para promotores dependentes de c°, ocorrendo em 80%
dos promotores naturaimente transcritos por Ec®, enquanto que os promotores

dependentes de ¢° exibem uma selegéo contra —13C.

A substituigdo de uma citosina por uma timina na posig&o -13 do promotor de osmE
afetou negativamente a transcrigéo in vivo deste gene por Ec® (Bordes et al, 2000).
Experimentos de supresséo especifica de alelos demonstraram que -13C interage
com uma lisina na regido 2.5 de c°, enquanto o” possui um residuo de glutamato
nesta mesma regido que interage preferencialmente com uma guanina na posi¢ao -
13 (Becker e Hengge-Aronis, 2001).



De uma forma geral, os promotores dependentes de o° sdo mais tolerantes em
relacdo a alteragdes e variagbes nos espagamentos entre as seqiéncias -10 e -35,
diferentemente de promotores dependentes de o®. Mas esta estratégia impde um
preco: estes promotores operam de forma sub-6tima (Typas e Hengge, 2006). Como
os genes dependentes de o° sdo ativados em situagdes de estresse, quando o
crescimento se encontra estacionado, a atividade promotora sub-6tima destes genes

geralmente no representa um problema.

Promotores dependentes de o° também podem aumentar sua atividade através da
presenca de elementos UP (Typas e Hengge, 2005), que s&o regides localizadas
acima da sequéncia -35, e que auxiliam na ligagéo da RNA polimerase ao promotor,
aumentando a eficiéncia da transcrigdo (Gourse et al, 2000). Os elementos UP sdo
formados por dois sitios independentes, chamados de proximal e distal, sendo que a
RNA polimerase pode ligar-se a apenas um ou a ambos os sitios (Estrem et al,
1998, 1999). Foi demonstrado que, na auséncia de uma seqléncia -35, promotores
dependentes de o° exibem uma preferéncia por elementos UP distais, e rejeitam
elementos UP proximais ou completos (ambos os sitios presentes), enquanto
promotores dependentes de a® preferem interagir com elementos UP proximais ou
completos (Typas e Hengge, 2005). Além disso, proteinas acessoérias, tais como
CRP, Lrp e IHF podem contribuir para a indugéo de seletividade (Germer et al,
2001). Estas proteinas podem funcionar como ativadores diretos da ligagéo de Ec®
ao promotor ou como repressores que inibem preferencialmente o®, favorecendo ¢°

na competi¢do, (Colland et al, 2000).

Resumidamente, podemos dizer que Ec® explora seqﬁénciés promotoras menos
convencionais, que ndo sdo reconhecidas por Ec® por este tolerar menos variagdes
em relagdo as seqiéncias consenso da regido promotora (Typas e Hengge, 2006).
Entretanto, sequéncias consenso para a regido -10 foram descritas (Lee e Gralla,
2001, Lacour et al, 2003) e em especial a presenga de uma citosina na posigédo -13
foi considerada fundamental para a ligagéo de Ec® ao promotor (Bordes et al, 2000,
Becker e Hengge-Aronis, 2001, Lee e Gralla, 2001).
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1.2 Polimorfismo de rpoS

lvanova et al (1992) encontraram uma grande variagdo nas sequéncias do gene
rpoS em cepas derivadas de E. coli K-12. Zambrano et al (1993) demonstraram que
cepas selvagens acumulam mutagdes em oS sempre que cultivadas por longos
periodos de tempo e que estes mutantes apresentam vantagem adaptativa em
relagdo a culturas jovens, dando origem a um fenétipo que ficou conhecido como
GASP (Growth Advantage in Stationary Phase ) (Zambrano et al, 1993, 1996, Finkel,
2006).

Fatores sigma da familia o® tiveram suas sequéncias de proteinas divididas em 4
regides conservadas e numeradas de 1 a 4 (Gowrishankar et al, 2003). As regides 2
e 4 sd0 as mais conservadas e sdo estas as regides responsaveis pela ligagdo as
regides promoatoras -10 e -35, respectivamente. A regido 1 foi subdividida em 2
subregides, 1.1 e 1.2, das quais a primeira é altamente conservada (Gowrishankar et
al, 2003). Foi sugerido que a regido 1.1 protege as regides 2 e 4 enquanto aP

encontra-se livre, expondo estas regiées somente quando o fator sigma estiver
associado ao cermne da RNA polimerase (Rajkumari e Gowrishankar, 2002) . Outras
fungdes sugeridas para a regido 1.1 incluem intermediar a ligagéo inicial do fator
sigma ao cerne, aumento da eficiéncia do inicio da transcricdo pela holoenzima e
sua estabilizagdo (Wilson e Dombroski, 1997). A delegdo da regido 1.1 de a®

mostrou-se letal para a bactéria (Dombroski et al, 1993, Sharp et al, 1999). O fator
o° também apresenta a regido 1.1. No entanto, um alinhamento da regido 1.1 de c°
com os demais fatores da familia o° mostrou que apenas metade desta regido é

conservada (Wilson e Dombroski, 1997).

Mutagdes sdo comuns na regido 1.1 de oS e incluem uma transigao C—T na
posigdo 99, que resulta em um codon de parada TAG (ambar) no cédon 33. Esta
mutacdo foi descrita por diversos autores (Atlung et al, 2002, Rajkumari e
Gowrishankar, 2002, Subbarayan e Sarkar, 2003 e 2004) e causa 0 término precoce
da sintese de o°. Esperar-se-ia, portanto, que cepas com esta mutagao

apresentassem fenétipos semelhantes a de um mutante nulo de o°.
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No entanto, foi detectada nestes mutantes a sintese de uma proteina a® menor,
porém funcional. Foi sugerida a presenga de um segundo sitio de inicio de tradugéo
na posigdo 157, e um possivel sitio Shine-Dalgarno na posigdo 143 (Figura 2)
(Rajkumari e Gowrishankar, 2002, Subbarayan e Sarkar, 2003 e 2004). Esta
proteina truncada seria composta por 277 aminoacidos, 53 a menos do que a a®
selvagem. Foi demonstrado que a forma truncada de o° retém parciaimente sua
fungéo, ou seja, é capaz de transcrever genes dependentes de o®, ainda que em

menor proporgéo (Subbarayan e Sarkar, 2003).

91 101 111 121
GTAGAATAGG AACCCAGTGA TAACGATTTG GCCGAAGAGG

Cédon de parada

131 141 151 161
AACTGTTATA GCAGGGAGCC ACACAGCGTG TGTTGGACGC

Shine-Dalgarno Inicio de tradugéo alternativo

Figura 2 — Seqiiéncia de regido 1.1 de um alelo rpoS ambar. Em destaque O codon de parada

TAG, os provaveis sitios Shine-Dalgarno (SD), e de inicio de tradugdo GTG.

Um estudo comparativo das seqiiéncias de rpoS na cepa W3110 proveniente de
diferentes laboratorios demonstrou que 4 de 5 amostras seqiienciadas
apresentavam uma timina na posicao 97, em vez da citosina reportada como
fendtipo selvagem; estas cepas foram denominadas rpoSAm (mutante ambar de
rpoS) (Subbarayan € Sarkar, 2004). Entretanto, quando estes autores sequenciaram
a cepa ancestral de W3110, W3350, e uma derivada da mesma, a cepa W1485,
constataram que estas também apresentaram um residuo de timina na posigao 97.
Assim, foi sugerido que a proteina o truncada, corresponde a versao ancestral ou
selvagem do gene rpoS em cepas aparentadas a W3110, ja que a maioria das

cepas possui um codon de parada na posi¢ao 97-99.

Atlung et al (2002) tambem encontraram mutantes ambar em aproximadamente 50%
das cepas K-12 examinadas. J& em todas as cepas de E. coli ambientais e
patogénicas (nao derivadas de K-12), encontraram uma guanina na posi¢ao 97.

Estes autores ainda sugeriram que 0 ancestral comum de E.coli possuia um coédon
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GAG na posicao 33 de rpoS, que transformou-se em TAG na linhagem K-12, dando
origem aos mutantes conhecidos atualmente como ambar. Mutagoes adicionais
teriam ocorrido com o passar do tempo em cepas de laboratério, reconstituindo o
alelo longo de o° através da reversdo da mutagdo ambar, ou por supressdo da
mesma (Atlung et al, 2002).

1.3 A proteina IHF (Integration Host Factor)

Bactérias ndo apresentam histonas, mas possuem diversas proteinas que auxiliam
na compactagdo do DNA. As mais bem caracterizadas s&o as proteinas HU, H-NS,
FIS e IHF, todas relativamente abundantes na célula (Goosen e van de Putte, 1995).
IHF liga-se a sitios especificos no cromossomo da bactéria, ocasionando um
dobramento de 160 graus na molécula de DNA (Rice et al, 1996). E composta por
duas subunidades IhfA e IhfB, codificadas por genes homénimos, conhecidos
também como himA e himD ou hip (Weisberg et al, 1996).

IHF foi caracterizada pela primeira vez como uma proteina acessoria no processo de
integragdo do fago A no cromossomo de E. coli (Miller e Friedman, 1980). Aiém
disso, IHF é essencial ao processo de replicagdo do DNA bacteriano (Friedman,
1988) e esta envolvida na modulag&o da express&o génica (Goosen e van de Putte,
1995). Um experimento de microarranjo demonstrou que IHF afeta a expresséo de
mais de 120 genes de E. coli (Arfin et al, 2000). IHF pode agir tanto como inibidor ou
ativador de transcrigdo. Quando o sitio de ligagdo de IHF coincide com a regiao
promotora -10 ou -35 de um gene, ocorre geralmente repressao da transcrigéo deste
gene (Goosen e van de Putte 1995). Um exemplo deste tipo de interagdo € a

ligagdo de IHF & regido promotora de ompB (Tsui et al, 1991) (Figura 3B).
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RNAP(c*)

A XyIR .o TOL operon
-170
IHF {HF IHF
B . . . ompB
-35 -10
RNAP(cP)
e —
C " iiVGMEDA operon

Figura 3 — Representagao esquematica dos modos de atuagdo da proteina IHF. A- IHF como um
ativador transcricional, facilitando a ligagdo da RNA polimerase (RNAP) a proteina ativadora no
operon TOL de Pseudomonas putida. B- IHF como um inibidor de transcrigdo do gene ompB,
impedindo a ligag8o da RNAP a regido promotora. C- IHF como um ativador direto do operon
IiVGMEDA de E. coli, facilitando a interacdo de regides especificas da RNAP com seqiléncias
localizadas acima, e favorecendo a formagao do complexo fechado. A figura foi adaptada de Goosen
e van de Putte (1995).

[HF é um estimulador geral de transcricio para genes dependentes de o, Sitios de
ligagado a IHF foram encontrados nas regides regulatorias destes genes, localizados
entre a sequéncia promotora € sitios de ligagdo de uma proteina ativadora
especifica localizados acima. Acredita-se que a fungéo de IHF, nestes casos, seja
estrutural, facilitando a formagéo de uma alga, que por sua vez é necessdria para
aproximar a proteina ativadora de Ec>. Um exemplo deste tipo de estimulagéo de
transcrigdo ocorre nos genes dependentes de o5 presentes no plasmidio TOL de
Pseudomonas putida;, IHF dobra o DNA, permitindo a interacédo entre a proteina
reguladora XylR e a holoenzima Ec®* (Figura 3A). Neste caso, a presencga de IHF &
essencial para a transcrigéo (Hoover et al. 1990, Claverie-Martin e Magasanik 1991,
Seong et al. 2002).
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Foi demonstrado também que IHF pode agir diretamente como um estimulador de
transcricdo para alguns genes, ligando-se a um sitio imediatamente acima do
promotor, e favorecendo a formagdo do complexo binario fechado (Figura 3C)
(Goosen e van de Putte, 1995), provavelmente através da interagdo com a
subunidade alfa da RNA polimerase (Giladi et al, 1992). Exemplos de genes assim
regulados sdo o promotor Pe do fago Mu (Krause e Higgins 1986, Goosen e van de
Putte 1995), o promotor pL1 do fago A (Giladi et al, 1990), e o promotor pG2 do
operon ilvGMEDA de E. coli (Pagel e Hatfield 1991).

Sitios IHF foram encontrados em alguns promotores dependentes de ¢° e ja foi
sugerido que a presenga de um sitio de ligagdo IHF na regido promotora geralmente
favorece a transcricdo por o® em caso de competigdo, pois reprime fortemente a
transcrigdo por o° (Hengge-Aronis 2000 e 2002, Colland et al, 2000). Exemplos de
alguns genes dependentes de o° regulados por IHF sdo ihfA, dps, osmY e sra (Arfin
et al. 2000; Lange et al. 1993; lzutsu et al. 2001). dps e sra sdo regulados
positivamente, enquanto osmY e ihfA sao inibidos por IHF. (Aviv et al. 1994; Colland
et al. 2000). Para o promotor de dps, por exemplo, IHF atua como um ativador em
fase estacionaria, facilitando a ligagdo do fator o (Altuvia et al, 19945. No caso de
osmY, que pode ser transcrito in vivo tanto por Ea” como por Eo®, IHF reprime mais
fortemente a transcrigao por EaP do que por Eo®, contribuindo para a seletividade de
a® (Colland et al, 2000).

1.4 O regulon PHO

O regulon PHO consiste de mais de 40 genes e operons (Figura 4) envolvidos na
captacgdo e transporte de compostos fosforilados (Rao et al, 1993). Sua transcrigdo é
ativada durante a caréncia de fosfato inorganico (Pi), quando a concentragdo
externa deste nutriente cai para niveis abaixo de 4 pyM (Makino et al, 1993). Os
genes mais bem caracterizados do regulon sdo phoA, phoE, o operon pst, o operon
ugp e o operon phoB/phoR que codificam respectivamente a enzima Fosfatase
Alcalina (FA), a porina seletiva para anions PhoE, o transportador de alta-afinidade
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de Pi Pst, o transportador de alta afinidade de glicerol-3-fosfato Ugp e o sistema de
dois componentes PhoB/PhoR, responsavel pela ativagdo da transcrigdo dos genes
de PHO. O operon pst funciona também como um regulador negativo de PHO, ja
que mutagdes neste operon acarretam a sintese constitutiva de todos os genes de

PHO (Wanner, 1996). O exato mecanismo desta regulagéo ainda ndo é conhecido.

phnJ

phnk

phnL

phnM

phnN ‘

phno S phoE

hnP L

pstS zhno/‘-\ 100.0 5 a\ phoA
pstC 93.2 : .. phoB
pstA 8.7 X phoR
pstB 43 0
phol )
ugp8
ugpA Cromossomo
"gpﬁ.ﬂ ’ de E. coli K-12

ugpC
ugp@
A

Figura 4 — Localizagéo dos principais genes e operons do regulon PHO no cromossomo de E.coli

Os genes de PHO possuem, no lugar da seqiiéncia promotora -35, um ou mais
PHO-box, que € uma seqiéncia de 18 pares de bases cujo consenso é
CTGTCATWAWCTGTCAY. Experimentos envolvendo a delecio desta regido
confirmaram que sua presenga é indispensavel para a expresséo dos genes de PHO
(Makino et al, 1993). A sequéncia -10 é conservada e similar ao —10 dos demais

genes de E. coli (Figura 5).
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PHO-boxes -10

AGﬁHCATAAAGTTGTCﬂGGCCGAGACTTATAGTCGCT phoA

GCITTTCATAAATCTGTCAT TCTGACGCATAATGACG phoB

AT'_EGTAATATATCTTTAAC%AATCTCAGGTTAAAAACTTT phoE

CAE GTCATCACTCTGTCAIPTTTCCAGTAGAAACTAATG phoH

A CTGTTAGTCACTTTAA! TAACCAAATCGTCACAATAATC phnC

Ad@TGAACAAAACATACAqAAAAATATAGATCTCCGTCAC}\Tm'rGCGTTATACAGGAA psiE

CT]CTGTCATAAAACTGTCELATI‘C*ZTTACATATAACTGTCAQCTGTTTGTCCTATTITGCTT pstS

TA{:TATCTTACAAATGTAAqAAAAﬁGTI'AI 1T ICTGTAA'[‘TCGAGCATGTCATGTTACCC ugpB

Figura 5 — Promotores dos genes de PHO. A regido do PHO-box esta representada por retangulos;

a regido -10 esta sublinhada e em negrito a posi¢do -13.

A ativagdo da transcrigdo dos genes de PHO é regulada por duas proteinas do tipo
“sistema de dois componentes”, PhoB e PhoR (Figura 6). PhoR € uma histidina
quinase que possui um dominio citoplasmatico e outro embebido na membrana
(Torriani, 1990). De maneira ainda n&o esclarecida, PhoR “sente” a baixa
concentracdo externa de Pie se auto-fosforila. Em seguida, PhoR-P transfere seu
grupo fosfato para PhoB (Torriani, 1990). PhoB & uma proteina reguladora, que uma
vez fosforilada (PhoB-P), liga-se ao PHO-box presente na regiéo promotora de todos

os genes do regulon PHO, ativando suas transcrigdes (Makino et al, 1989).
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Figura 6 - Esquema representativo da ativagao da transcrigdo dos genes de PHO pelo sistema

de dois componentes PhoB/PhoR.

1.5 A transcrigdo dos genes de PHO

A transcricdo in vivo dos genes de PHO requer o fator .o da RNA polimerase
(Makino et al 1988, 1989). Apesar de o° interagir com a ‘sequéncia -10 dos
promotores de PHO, a formagdo de um complexo estavel com o promotor s6 €
possivel com o auxilio de PhoB-P (Makino et al, 1993, Hiratsu et al, 1995). PhoB-P

liga-se ao PHO-box e forma um complexo que interage diretamente com a

subunidade c® da RNA polimerase (Figura 7).
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b)

pho box -10

b)

Figura 7 — Esquema da interagao da proteina PhoB com o fator o” da RNA polimerase,
modificado de Makino et al (1993): A. a) sequéncias —35 e -10 de um gene regular, b) RNA
polimerase interage com as seqiiéncias promotoras. B. a) sequéncia promotora de um gene de PHO,
explicitando o PHO-box, b) ligagao da proteina PhoB-P ao PHO-box e c) ligagao da subunidade o® &
PhoB-P e a regido -10.
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1.6 A relagdo entre o regulon PHO, o fator o’ e IHF

Resultados preliminares obtidos no laboratorio demonstraram que o° reprime a
atividade de FA em cepas de E. coli K-12. Uma vez que 0S genes de PHO sao
transcritos preferencialmente por Eg® (Makino et al, 1993), foi levantada a hipétese
de que a competicdo entre os fatores a® e ¢° pela ligagdo ao ceme da RNA
polimerase afetaria a transcrigdo dos genes do regulion PHO. Apesar disso, €
possivel notar que o operon pst possui uma sequéncia -10 tipica de promotores
dependentes de ¢® (Figura 3) (Lee e Gralla, 2001, Becker e Hengge-Aronis, 2001,
Hengge-Aronis, 2002, Lacour et al, 2003, Lacour e Landini, 2004). Foi tambem
demonstrado que a regido promotora de pst apresenta um sitio de ligagéo para IHF,
que também caracteriza genes dependentes de o°, localizado entre a sequéncia -10
e o Shine-Dalgarno (Spira e Yagil, 1999) e que IHF estimula diretamente a

transcrigdo do operon pst.
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2 OBJETIVOS

Pretendemos através deste trabalho investigar a relagéo entre o regulon PHO e o
fator o° da RNA polimerase de Escherichia coli. Tanto o regulon PHO como o fator
o° sdo ativados em reposta a a caréncia de Pi no meio externo (Gentry et al, 1993,
Hengge-Aronis, 2002). Este trabalho visa caracterizar a forma pela qual a bactéria

concilia estas duas respostas, e propor um modelo evolutivo para sua ocorréncia.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Meios de Cultura

Meio A (Levinthal et al, 1962): 0,12M Tris, 80 mM NaCl, 20 mM KCl, 20 mM NH4CI, 3
mM Na,SOs 1 mM MgCl, , 0,2 mM CaCl, , 2 pM ZnCl,, 0,5% Glicose, 0,5% Bacto-
peptona em pH 7,5.

Meio A é um meio de cultura semi-rico contendo baixa concentragdo de Pi. Quando
acrescido de 1 mM de KH,PQO,4 é denominado meio A +Pi. Na auséncia de qualquer
acréscimo de KH;PQj , € denominado meio A -Pi

Meio LB (Miller,1992): Bacto-Tripona (10g/l), Extrato de levedura (5g/l), NaCl (10a/h),
empH74.

Meio SOC (Sambrook e Russel, 2001): 20g/l triptona, 5g/l extrato de levedura, 0,5g/l
NaCl, 2,5 mM KCI, 0,35% glicose.

Meio T-salts (Torriani, 1960): NaCl (4,68 g/l), KCI (1,5g/) ,NH4CI (1,08g/l), Tris-base
(14,52g/1), MgCl.6H20 (0,2g/1), Na,SO4 (0,35g/l), CaCl2 (0,01M), FeCls (0,01M), ZnCl;
(0,01M), em PH 7,5 (ajustado com HCI concentrado).

Ao meio T-salts foi acrescentado 0,2% de Glicose e concentra¢des variadas de
KH2POs4. '
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3.2 Cepas, plasmidios e oligonucleotidios

Tabela 1 - Cepas e plasmidios:

Cepa Genétipo  fonte

BL21 (DE3) F ompT hsdSg(rs mg’) gal | Colec¢do do laboratério
dcm (DE3)

BS7 MG1655 Colecéao do laboratorio
ApstSCABU::KmR

BS16 MG1655 rpoS::Tn10 Colegao do laboratério

C600 F- hsdR supE44 thr-1 Colegédo do laboratorio
leuB6 thi-1 lacY1 fhuA21
e14- mcrB lambda-

CSH109 F-, ara A(gpt-lac)5 rpsL Colecéao do laboratdrio

JY16 MPh45phoA Rao et al (1993)

K10 HFr tonA22 ompF626 Colegao do laboratério
relA1 pit-10 spoT1 T2(R)

MC4100 E. coli K-12 selvagem Colecao do laboratério

MG1655 E. coli K-12 selvagem Colecéo do laboratério

NP1 K10 rpoS::Tn10 Este estudo

NP2 CSH109 moS::Tn10 Este estudo

NP3 C600 rpoS::Tn10 Este estudo

NP8 BL21(DE3) rpoS::Tn10 Este estudo

NP23 JY16 rpoS::Tn10 Este estudo

NP34 MG1655 rpoS::Tn10 Este estudo
ApstSCABU::KmR

NP36 MG1655 lacZ::TnS Este estudo

NP38 W3110 rpoS::Tn10 Este estudo

NP69A RW1370 rpoS::Tn10 Este estudo

NP107 MC4100 rpoS::Tn10 Este estudo

NP108 RW1369 poS::Tn10 Este estudo

NP136 MG1655 rpoSAm zfi.:Tn10 | Este estudo

RW1369 F™ thyA strA R. Weisberg

RW1370 F~ thyA strA hip157 R. Weisberg

W3110 W3110 Alac Colegdo do laboratério

Plasmidios Caracteristica fonte

pACT3 Vetor de clonagem CmR, |Thomas Linn
promotor tac, lacl

pBS11 Regiso promotora de pstS | Coleg&o do laboratdrio
clonada em pKK232-8
acima do gene reporter
cat

pGB2 Vetor de clonagem de Churchward et al, 1984
poucas copias

pKK232-8 Vetor de clonagem Amersham Biosciences

pMRG7 rpoD clonado sob Ptac colecéo do laboratério




pNP5

rpoS clonado em pACT3
sob Ptac

Este estudo

pNP6 pBS11 no qual -13C de Este estudo
pstS foi substituida por -
13T

pNP8 phoA clonado em pGB2 | Este estudo

pNP9 pNP8 no qual -13T de Este estudo
phoA foi substituida por -
13C

pNP10 rpoS™ de C600 clonado Este estudo
em pACT3 sob Ptac

pNP11 rpoS™ de K10 clonado em | Este estudo
pACT3 sob Ptac

pNP12 moS* de CSH109 clonado | Este estudo
em pACT3 sob Ptac

pNP13 rpoS* de BL21 clonado Este estudo
em pACT3 sob Ptac

pNP14 poS™ de W3110 clonado | Este estudo
em pACT3 sob Ptac

pNP16 moS* de MC4100 clonado | Este estudo
em pACT3 sob Ptac

pNP19 moS” de MG1655 clonado | Este estudo
em pPROEX htc

pNP26 moS* de C600 clonado Este estudo
em pPROEX htc

pNP27 rpoS™ de K10 clonado em | Este estudo
pPROEX htc

pPROEX htc Vetor de clonagem para Invitrogen
purificacdo de proteinas
com His-tag

pRPOD rmpoD" clonado em K. Makino
pBR322

Tabela 2 - Oligonucleotidios

Nome Sequencia Utilizagao

pBS11 mut(-)

GTTTGTTGGCTACGAGAAGCAAAA | mutagdo pontual no

TAAGACAAACAGGTGACAG

promotor de pstS

pBS11 mut(+)

CTGTCACCTGTTTGTCTTATTITG mutagdo pontual no

CTTCTCGTAGCCAACAAAC

promotor de pstS

phoA 110

GACCATTCCTGCAGACGATAC

amplificagao de
phoA para
clonagem em
pGB2, negrito
indica sitio de
restricdo da enzima
Hindlll

24



phoA Bam

ATTTTCATAGCAGGATCCCTCTTCA

amplificagéo de
phoA para
clonagem em
pGB2, negrito
indica sitio de
restricdo da enzima
BamHI

phoA mut(+) CTGTCATAAAGTTGTCACGGCCGA | mutagao pontual no
GACCTATAGTCGCTTTG promotor de phoA
phoA mut(-) CAAAGCGACTATAGGTCTCGGCCG | mutagdo pontual no
TGACAACTTTATGACAG promotor de phoA
phoB 4821 TCAAACACCTCAAGCGCGAG amplificacdo de
phoB para sonda
radioativa
phoB 5240 GCTCCAGTGCTTTACGCA amplificagao de
phoB para sonda
radioativa
phoE 1118 TTGGTGCGATCTGAGTTGGTAT amplificagao de
phoE para sonda
radioativa
phoE 818 ACCTGGGGGCGTTGTATGAC amplificagao de
phoE para sonda
radioativa
pstS (-) TCAGCGGAGATCAGTTTGGTGTT amplificagéo de
pstS para sonda
radioativa
pstS (+) CTTCCCTGCGCCGGTGTATGC amplificagéo de
pstS para sonda
radioativa
rpoS (1+) TGTTCCGTCAAGGGAATCACGGGT | sequenciamento do
A gene rpoS
rpoS (2+) CATACGCAACCTGGTGGATT sequenciamento do
gene rpoS
rpoS (3+) GAAGATACCACGCAAGATGAC sequenciamento do
gene rpoS
rpoS (4-) GTGTTAACGACCATTCTCGG sequenciamento do
gene rpoS
rpoS (5-) GTCATCTTGCGTGGTATCTTCC sequenciamento do
gene rpoS
rpoS (6-) CAGACCACGATTGCCATAAC sequenciamento do
gene rpoS
rpoS(-) ATACTGCAGGCAGCAAAGGACAGG | amplificagéo de
rpoS para clonagem
em pACT3, negrito
indica sitio de
restricdo da enzima
Hindlil
rpoS(+) CGTCGCGGCTGAAGCTTACAA amplificagdo de
CAC rpoS para clonagem
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em pACT3, negrito
indica sitio de
restricao da enzima
Pstl

rpoS(Bam)

TCACGGGTAGGATCCACCTT

amplificacdo de
rpoS para clonagem
em pPROEX htc,
negrito indica sitio
de restricdo da
enzima BamH|

ugpB 1012

GACGCGGTGCTGGAGTTCAATA

ampilificagéo de
ugpB para sonda
radioativa

ugpB 1462

CCGCCCCTGGGTTTTTCTCATA

amplificacdo de
ugpB para sonda
radioativa

26



3.3 Manipulagoes de DNA

3.3.1 Digestdo com enzimas de restri¢do, ligagao, extragao de

plasmidios, reagoes de PCR e eletroforese

Enzimas de restricdo foram adquiridas da empresa Fermentas e as digestdes foram
feitas conforme especificado pelo fabricante. As ligagdes foram feitas em
temperatura ambiente, por 4 horas com T4 DNA Ligase (Fermentas ou Invitrogen) e
tampéo fornecido pelo fabricante. Extragdes de plasmidios foram feitas pelo método
de lise alcalina (Sambrook e Russel, 2001). As amplificagbes de DNA foram feitas no
termociclador Master Cycler Personnal da Eppendorf. O nimero de ciclos variou de
35 a 40. A temperatura de anelamento foi calculada subtraindo-se 2-3 graus da
temperatura de meiting (Tm). O tempo de extensao foi de 1 min/Kb de produto de
PCR. Para amplificagdo do gene rpoS e para insercéo de mutagbes pontuais nos
promotores de pstS e phoA foi utilizada a enzima Pfx (Invitrogen). Para as demais
amplificagdes, utilizou-se a enzima Taq Platinum (Invitrogen). As eletroforeses de
DNA foram feitas em gel de agarose em tampéo TAE (Tris-acetato EDTA) x 1. Apbs

a corrida, os géis foram corados com brometo de etideo e visualizados sob luz UV.

3.3.2 Transformacgao

As transformagdes com plasmidios foram feitas através de eletroporagdo no
aparelho Bio-Rad Micro Pulser em bactérias competentes. Imediatamente apos o
choque elétrico, as bactérias transformadas foram transferidas a tubos contendo
meio SOC e incubadas por 1 hora a 37°C para expressar 0s genes de resisténcia a
antibioticos. Em seguida, as bactérias foram semeadas em placas de meio LB,

contendo o antibiético apropriado para selegéo dos transformantes.

Para a obtengdo de células competentes, as cepas de interesse foram cultivadas
durante a noite em meio LB, diluidas 100x no dia seguinte no mesmo meio, e
cultivadas até atingir uma DO de aproximadamente 0,5-0,6 medida em 540 nm.

Neste ponto, as culturas foram mantidas no gelo, lavadas duas vezes com glicerol
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10%, e ressuspendidas em 80 ul de GYT (10% glicerol, 0,125% extrato de levedura,
0,25% triptona). As bactérias competentes foram entdo instantaneamente
congeladas em uma mistura de etanol com gelo seco, e armazenadas na

temperatura de -80°C até serem utlizadas.

3.3.3 Sequenciamento de rpoS e das mutagdes pontuais

As seqiiéncias codificadoras (ORFs) de rpoS das diversas cepas K-12 estudadas
foram amplificadas e seqiienciadas (ambas as fitas de DNA) com os iniciadores
indicados na Tabela 2 utilizando-se o kit BigDye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing
kit em sequenciador automatico modelo ABI Prism 3100 Genetic Analyser (Applied
Biosystems/Hitachi). Os plasmidios pNP6 e pNP8 foram seqiienciados no mesmo
aparelho com os iniciadores pstS(+) e phoA110 , respectivamente, para confirmar a

presenga das mutagdes pontuais.

3.4 Transdugao com o fago P1

3.4.1 Preparacdo do lisado de P1

A bactéria doadora foi cultivada durante a noite em meio LB. No dia seguinte, a
cultura foi diluida 100 vezes no mesmo meio contendo 5 mM CaCl; e 0,2% glicose e
cultivada até atingir a DO de aproximadamente 0,5, medida em 540 nm. Neste
momento foi adicionado 1/50 do volume da cultura de um lisado de fagos P1
contendo aproximadamente 10° fagos/ml. As bactérias foram ent&o cultivadas por
mais 2-3 horas a 37 °C até que fosse observada a lise das células; Neste momento,
cloroférmio foi adicionado ao lisado (1/20 do volume), que foi em seguida

centrifugado para descartar os restos de bactérias. O lisado foi armazenado a 4°C.
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3.4.2 Transdugao

As cepas a serem transduzidas foram cultivadas durante a noite em meio LB,
centrifugadas na manha seguinte e ressuspendidas em tampao MC (0,1M MgSO4,
5mM CaCl2). 200 ul de células foram misturados com 200 pl do lisado de P1 e
incubados por 20 min a 37°C. Em seguida, 200 pl de citrato de sédio 0,1 M foram
adicionados para quelar os ions de Ca'? e assim evitar a lise das bactérias. As
bactérias foram incubadas por mais 30 min a 37°C para expressar o gene de
resisténcia ao antibiético. O produto da transdugéo foi semeado em meio LB com o
antibiético apropriado para selecionar as bactérias transductantes.

3.5 Obtencgdo de mutantes através de transducgao

3.5.1 Obtengao dos mutantes rpoS::Tn10

Foi obtido um lisado de fago P1 a partir da cepa BS16 (MG1655 rpoS::Tn10),
conforme descrito acima. Este lisado foi utilizado para infectar separadamente as
cepas K10, C600, CSH109, BL21, W3110, MC4100, JY16, BS7, RW1369, RW1370,
NP113, NP114, NP115, NP116, NP117, NP118 e NP122. Os transductantes foram
selecionados em meio LB acrescido de tetraciclina, e tiveram suas atividades de

catalase testadas qualitativamente, como descrito mais adiante.

3.5.2 Obtencéo do alelo rpoS ambar em MG1655 |

Foi obtido um lisado de fago P1 a partir da cepa BS110 (MG1655 zfi.:Tn10),
conforme descrito acima. A freqiéncia de co-transdugdo de zfi::Tn10 com o gene
moS é de 70 %. Este lisado foi utilizado para infectar a cepa C600, e transductantes
foram selecionados em meio LB acrescido de tetraciclina. Os transductantes tiveram
suas atividades de FA testadas, e aquele que demonstrou uma atividade mais

elevada, similar 4 da cepa C600 selvagem, foi entdo selecionado. A idéia era
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selecionar um mutante que houvesse recebido da cepa doadora apenas o marcador
zfi:Tn10, mas mantivesse o alelo rpoS da cepa receptora (C600). A partir desta
nova cepa, foi obtido um novo lisado de P1, que foi utilizado para infectar a cepa
selvagem MG1655. Desta vez, procuramos selecionar um transductante que
houvesse recebido o alelo rpoS de C600 junto com o marcador de resisténcia a
tetraciclina (co-transdugéo de 70%). Foi selecionado um transductante resistente a
tetraciclina que apresentou atividlade de FA alta, compativel com a atividade
observada para a cepa C600. Ensaios qualitativos de catalase comprovaram o
fenétipo do novo mutante, que apresentou atividade reduzida de catalase em
relagdo & cepa MG1655. A nova cepa é, portanto, uma cepa isogénica de MG1655,
portando um alelo dmbar de rpoS, proveniente da cepa C600, e foi designada
MG1655 rpoSAm (NP136).

3.6 Clonagens

3.6.1 Clonagem de rpoS proveniente de MG1655, BL21, K10, C600,
W3110, MC4100 e CSH109 em plasmidios de expressao

Os fragmentos de DNA contendo a regiéo codificadora de rpoS de cada cepa foram
amplificados a partir do DNA gendmico, utilizando-se os iniciadores rpoS+ e rposS-.
Os produtos de PCR foram ent&o digeridos com as enzimas Pstl e Hindlll e ligados
aos mesmos sitios de restricdo nos vetores pKK223-3 ou pACT3. A Figura 8 ilustra
a clonagem do rpoS de MG1655 nos vetores pKK223-3 e PACT3, que deu origem
aos plasmidios pNP1 e pNP5, respectivamente (Figura 8). Ja os fragmentos de PCR
de rpoS das cepas C600, K10, CSH109, BL21, W3110 e MC4100 foram clonados
somente no vetor pACT3 utilizando o mesmo procedimento descrito acima,
originando respectivamente os plasmidios pNP10, pNP11, pNP12, pNP13, pNP14,
e pNP16 (Figura 9).
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Figura 8 - Representagdo da clonagem do rpoS de MG1655 nos vetares pKK223-3 e pACT3
dando origem aos plasmidios pNP1e pNP5, respectivamente. H, sitio de restrigdo da enzima
Hindlll; P, sitio de restrigdo de Pstl.
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Figura 9 — Clonagem dos produtos de amplificagao de rpo$ provenientes de C600, K10, CSH1089,
BL21, W3110 e MC4100 em pACT3 dando origem aos plasmidios pNP10, pNP11, pNP12, pNP13,
pNP14 e pNP16, respectivamente. H, sitio de restricdo da enzima Hindiil: P, sitio de restrigdo de Pstl.
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3.6.2 Clonagem de phoA em plasmidio de expressao

O fragmento obtido através da amplificag@o do gene phoA com os iniciadores
phoA110 e phoABam (Tabela 2), a partir do DNA gendmico da cepa MG1655, foi

digerido com as enzimas Hindlll e BamHl e ligado aos mesmos sitios no vetor pGB2

(Figura 10).
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Figura 10 - Clonagem de phoA em pGB2. H, sitio de restrigdo da enzima Hindlll; B, sitio de
restrigdo de BamHl.

3.6.3 Clonagem de rpoS de MG1655, C600 e K10 em plasmidios
para expresséo de o° com cauda de histidina

Os fragmentos obtidos através da amplificacéo de rpoS a partir do DNA gendmico
das cepas MG1655, C600 e K10, utilizando-se os iniciadores rpoS Bam e rpoS —

foram digeridos com as enzimas de restrigao BamH! e Hindlll e ligados aos mesmos
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sitios do plasmidio pPROEX htc, de maneira a obter o gene rpoS clonado em fase

com a cauda de histidina do plasmidio (Figura 11).
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Figura 11 — Clonagem de rpoS das cepas MG1655, C600 e K10 em fase com cauda de histidina
no plasmidio de expresséo de proteinas pPROEX htc. B, sitio de restricao de enzima BamHl; H,

sitio de restricdo da enzima Hindlll.

3.7 Ensaios quantitativos de Fosfatase Alcalina (FA)

3.7.1 Ensaio de bactérias cultivadas durante a noite

As bactérias foram cultivadas em meio A, utilizando-se dois tubos de ensaio para

cada cepa, sendo que um deles foi suplementado com 1 mM de KH,PO4 e no outro
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nada foi acrescentado a fim de se induzir caréncia de fosfato. No dia seguinte, as
amostras foram centrifugadas e ressuspendidas em uma solug&o de Tris 0,1 M pH8.
A concentragdo de bactérias representada pela turbidez da cultura foi medida em
espectrofotdmetro, utilizando-se o comprimento de onda de 540 nm. 100 pl de
células foram adicionados a uma solugio de p-NPP (p-nitrofenilfosfato) dissolvido
em 1M Tris pH8, na concentragdo de 1mg/ml, e incubados a 37°C até a obtengéo de
coloragdo amarela. A reagdo foi entdo interrompida pela adigdo de 250 pl de 1M
Na,HPO, A absorbancia foi medida em espectrofotdmetro, no comprimento de onda
de 410 nm e a atividade enzimatica da amostra foi obtida pela equagdo A*'°.
Fd/min.DO®?, onde Fd representa o fator de diluigdo das células, min € o tempo do

ensaio em minutos e DO** representa a concentragéo celular.

3.7.2 Ensaio de atividade de FA durante a entrada na fase de

caréncia de Pi

As bactérias foram cultivadas em meio T-salts ou Meio A, suplementado com 1 mM
de KH,PO, até atingrem DO*°=0,3-0,4. Foram ent&o centrifugadas e
ressuspendidas em meio T-salts suplementado com apenas 100 uM KH2PO4 ou
meio A sem suplementacdo. O crescimento foi acompanhado e amostras foram
retiradas a cada 30 minutos para leitura da turbidez da cultura (DO*¥) e ensaio de

FA, conforme descrito no item anterior.

3.8 Ensaios qualitativos de catalase

Para testar a atividade de catalase de forma qualitativa, 10 pl de peroxido de
Hidrogénio 3 % foram aplicados diretamente sobre a coldnia de bactérias,

observando-se a produgdo de efervescéncia. Alternativamente, 50 ul de perédxido de

Hidrogénio 3 % foram misturados com 50 pl de uma cultura de bactérias liquida.
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3.9 Ensaio de B-galactosidase

Bactérias foram cultivadas durante a noite em meio LB. As células foram
permeabilizadas adicionando-se 50 pl de 1% SDS e 100 pl de cloroférmio para cada
100 pl de células, aos quais foram entdo adicionados 900 plL de tamp&o Z (16.1g/L
Na,HPO,.7H,0, 5.5g/L NaH,P04.H,0, 0.75g/L KCI, 0.25g/L MgS0,.7H;0, 2.7 mL B-
mercaptoetanol em pH 7), 200 ul de ONPG (4mg/mi dissolvido em agua) e 500 pl de
Na,CO3 1M para terminar a reagdo. A reagdo foi quantificada através de leitura em
espectrofotdmetro, no comprimento de onda 420 nm e a atividade enzimatica da
amostra foi obtida pela equacdo A*?.Fd/min.DO®®, onde Fd representa o fator de
diluigdo das células, min é o tempo do ensaio em minutos e DO*® representa a

concentragao celular.

3.10 Extragao de RNA

RNA foi extraido pelo “método de passo unico” conforme descrito (Chomczynski e
Sacchi, 1987). 20 ml de culturas de células foram cultivadas exponencialmente em
meio A +Pi ou meio A -Pi por uma hora apés indugdo de caréncia de Pi. As células
foram centrifugadas e homogeneizadas em 2 mi de uma solugéo de RNAzol (50%
fenol pH 4, 1,86 M guanidina tiocianato, 12 mM citrato de sodio, 87 mM acetato de
soédio pH 4.0, 0,37% sarcosil e 42 mM B-mercaptoetanol). Ao homogenado foram
entdo adicionados 400 ul de cloroférmio e em seguida o extrato foi centrifugado por
15 minutos a 12.000 RPM. A fase aquosa contendo o RNA foi adicionado um volume
de isopropanol e o precipitado foi centrifugado por 10 minutos a 12.000 RPM. O
pellet obtido foi lavado com etanol 70% e ressuspendido em 40 pl de formamida. A
concentragdo e a pureza do RNA foi medida pela absorbéncia- da amostra nos

comprimentos de onda 260 nm e 280 nm.

3.11 Preparagdo de sondas de DNA

Fragmentos de DNA correspondentes aos genes phoA, phoE, ugpB, pstS, phoB e
rpoS foram obtidos por amplificagao a partir do cromossomo de MG1655, utilizando-
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se, respectivamente, os seguintes pares de inciadores: phoA110/phoABam,
phoE818/phoE1118, ugpB1012/ugpB1462, pstS(+)/pstS(-), phoB4821/phoB5240 e
rpoS(+)/rpoS(-). A sonda para rpoD foi preparada a partir de um fragmento de DNA
obtido através da digestdo do plasmidio pRPOD com as enzimas BamH! e Sacl.
Para a sintese das sondas radioativas, 100 ng dos fragmentos de DNA foram
incubados com o*?P-dATP (Amersham Biosciences), 500 ng de hexameros
aleatérios (Promega), 10 mM de uma mistura de dCTP, dGTP e dTTP, e o fragmento
Klenow da DNA polimerase (Fermentas), por 4 horas, em temperatura ambiente. A
reagdo foi terminada com 10 mM EDTA, e o produto da reagédo foi purificado
utilizando-se o kit GFX (Amersham Biosciences).

3.12 Northern-blot

RNA foi extraido de bactérias jovens (de crescimento exponencial) cultivadas em
meio abundante ou carente em Pi, conforme descrito acima. 20 ug de RNA de cada
amostra foram resolvidos em gel desnaturante de agarose 1%, acrescido de 1X
MOPS (MOPS 20mM, NaAc 5mM, EDTA 1mM), que é também o tamp&o de corrida,
e 2,2 M formaldeido. Apos a eletroforese, o gel foi transferido a uma membrana de
nylon (Hybond-N, Amersham Biosciences) por capilaridade, utilizando-se uma
solugdo de 10xSSC (NaCl 1,5M, Na-citrato 0,15M pH7,5). Apds a transferéncia, o
RNA foi fixado @ membrana através de aquecimento a 80°C por 2 horas. As bandas
de RNA ribossdmico foram visualizadas com luz UV e suas posigbes marcadas na
membrana. As sondas radioativas foram desnaturadas por 10 minutos a 100°C e
hibridizadas com as membranas mergulhadas em solugéo de hibridizagdo (HS-114F,
Molecular Research Cloning) a 42°C por 15-20 horas. As membranas foram
expostas a filmes de raios-X, em temperatura ambiente ou a -80°C com
intensificadores, dependendo da intensidade da radiagdo medida na membrana. O
tempo de exposi¢do também variou de acordo com a intensidade de radiag@o. Os
filmes foram revelados e fotografados.
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3.13 Ensaios de Cloranfenicol Acetil Transferase (CAT)

Os ensaios de CAT foram realizados conforme descrito em Shaw (1975). A
acetilaggo de cloranfenicol foi quantificada indiretamente medindo-se a acetilagdo do
substrato 5,5 ditiobis-2 acido nitrobenzoico (DTNB) com Acetil CoA. A redugéo de
DTNB por Acetil-CoA libera 5-tio-2-nitrobenzoato na mesma proporgdo em que

cloranfenicol é acetilado.

As cepas contendo fusdes pst-cat foram cultivadas durante a noite em meio A,
suplementado ou ndo com 1 mM Pi. No dia seguinte, as culturas foram lavadas e
concentradas 2X em Tris 0,1M pH 7,5 e em seguida sonicadas. Os sonicados foram
centrifugados e seus sobrenadantes coletados. A quantidade de proteina foi
determinada pelo método de Bradford (1976), utilizando BSA como padréo. 50 ul do
extrato celular foram adicionados a 0,4 mg DTNB e 0,5 mM Acetil CoA em um
volume final de 0,5 ml. A reac&o foi iniciada através da adigéo de Cloranfenicol (Cm)
em concentragéo final de 0,2 mM. A atividade foi determinada através da medigéo
em espectrofotdmetro da taxa de aumento na absorbancia em 412 nm como
resultado da liberagdo de 5-tio-1-nitrobenzoato, em temperatura’ ambiente. A
atividade foi calculada pela seguinte formula: taxa de aumento de A*'? x 1000/ 13,6

x mg Proteina.
3.14 Mutagoes sitio-dirigidas de pBS11 e PNP8

As mutagdes sitio-dirigidas foram realizadas conforme descrito por Sambrook e
Russel (2001). Para a substituigdo da citosina por uma timina na posicdo -13 de
pstS, o plasmidio pBS11 foi utilizado como moide para a reacdo de PCR com o par
de oligonucleotidios PBS11mut(+) e PBS11mut(-). Para a substituicdo da timina na
posi¢do -13 de phoA por uma citosina, o plasmidio pNP8 foi utilizado como molde

para a reagdo de PCR com o par de oligonucleotidios phoAmut(+) e phoAmut(-).

Apo6s a reagdo de PCR, os plasmidios amplificados foram digeridos com Dpnl, que
cliva seqiiéncias GATC metiladas, de modo que apenas O DNA plasmidial

sintetizado pela bactéria, que fora utilizado como molde para a reacdo de PCR foi
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clivado. O produto da digestdo foi entao precipitado e eletroporado nas cepas
MG1655 e BS16, no caso de pBS11, e JY16 e NP23, no caso de pNP8.

3.15 Purificagdo da proteina o°

As sequéncias codificadoras de rpoS foram amplificadas a partir do DNA gendmico
das cepas MG1655, C600 e K10 e clonadas no plasmidio de expressdgo pPROEX
htc (Invitrogen). Os plasmidios resultantes pNP19, pNP26 e pNP27 (ver Tabela 2 e
Figura 11) foram eletroporados nas cepas BS16, NP3 e NP1, respectivamente, e
cultivados durante a noite a 37°C. No dia seguinte, as culturas foram diluidas 100
vezes, e cultivadas até atingir a DO5%°=0 5. Neste momento, 1 mM IPTG foi
acrescentado as culturas, e apds 4 horas de indugao, 50 ml de cultura foram
centrifugados e submetidos & purificagao utlizando-se o kit Pro-Bond (Invitrogen),

conforme recomendado pelo fabricante.
3.16 Western-blot

As cepas de interesse foram cultivadas durante a noite em meio LB. Nb dia seguinte,
as culturas foram diluidas 100 vezes no mesmo meio, e cultivadas até o inicio da
fase estacionaria. Amostras de 1 mi de cultura foram coletadas uma hora apés a
entrada em fase estacionaria. As bactérias foram centrifugadas e ressuspendidas
em tampéo de corrida (0,5 M Tris-HCI, 2% SDS, 5% 2-mercaptoetanol, 10% glicerol
e 0,01% bromophenol blue) e fervidas por 10 minutos. O lisado de células foi entéo
resolvido em gel de 12,5 % de acrilamida. Apos a eletroforese, as proteinas foram
transferidas a uma membrana de nitrocelulose (Protran, Perkin-Elmer Life Sciences)
por capilaridade. A membrana foi submetida a ensaio de imuno-detecgdo com 0 SOro
anti-c> (Neoclone) diluido 1000 vezes e soro anti-lgG de camundongo conjugado
com peroxidase (Pierce) diluido 5000 vezes. Para detecgdo do complexo, foi
utilizado o kit de detecgdo Super Signal West Pico (Pierce) conforme recomendado
pelo fabricante. A membrana foi exposta a filmes de raios-X por diversos periodos de

tempo.
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3.17 Southern-blot

10 pg de DNA gendmico das cepas MG1655, C600 e K10 foram digeridos com as
enzimas Nsil e Hindlll, e separadamente com Kpnl. As digestdes foram resolvidas
em gel de agarose 1%. Apos a eletroforese, o gel foi incubado em 0,125M HCI por
20 min para depurinagdo. Em seguida o gel foi incubado em tampéo de
desnaturagéo (87,669 NaCl; 20g NaOH em 1 litro de H.O) por 30 minutos. Apds a
desnaturagdo, seguiu-se nova incubagéo por 30 min em tamp&o de neutralizagdo
(87.66g NaCl ,60.5g Tris em 1 litro de H,O) e o DNA foi transferido para uma
membrana de nylon (Hybond-N, Amersham Biosciences) por capilaridade. As
membranas foram hibridizadas com uma sonda radioativa correspondente a rpoS
por 18 h em tamp&o de hibridizagdo (HS-114F, Molecular Research Company),

lavadas e expostas a filmes de raios-X.

3.18 Ensaios de competicao

Para os ensaios de competicdo foram utilizadas as cepas NP36 (MG1655 Alac-
169::Tn5) e NP136 (MG1655 rpoSAm zfi::Tn10). As cepas foram culti\}adas em meio
A, acrescido ou ndo de 1 mM KH,PO4, por 10 dias. Amostras das culturas foram
retiradas diariamente, submetidas a diluigbes seriadas e semeadas em placas de
meio LB acrescido de tetraciclina (15 mg/ml) ou canamicina (50 mg/mi). A cada dia,
as unidades formadoras de coldnia foram contadas e foram realizados ensaios

qualitativos de catalase para confirmar o fenétipo das cepas originais.
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4 RESULTADOS

4.1 Efeito de o° sobre o regulon PHO

4.1.1 Efeito de o®° sobre FA

Experimentos preliminares em nosso laboratério haviam demonstrado uma possivel
correlagdo entre a atividade da FA e a presenga do fator o°. Com o intuito de
investigar mais a fundo a relagéo entre oS e a expressdo dos genes do regulon PHO,
foram realizados inicialmente ensaios de FA em culturas de bactérias da cepa
selvagem MG1655, seu mutante isogénico rpoS:Tn10 (BS16) e respectivos
transformantes contendo os plasmidios pNP1 (rpoS* sob controle de Ptac) e pMRG7
(rpoD* sob controle de Ptac). As bactérias foram cultivadas durante a noite em meio
A acrescido de 1 mM KH2PO4 (+Pi) e meio A sem suplementagéo (-Pi), para induzir
a caréncia de Pi. Conforme esperado, as células cultivadas em meio A com baixa
concentragdo de Pi expressaram altos niveis de FA (Figura 12), enquanto as células
cultivadas em excesso de Pi apresentaram apenas atividade basal da enzima com

valores maximos de apenas 0,015 unidades enzimaticas.

A mutagéo rpoS::Tn10 (barra b) causou um aumento de 3 vezes na atividade de FA
quando comparada com a cepa selvagem (barra a), indicando que a presenga de
uma Unica copia do gene rpoS afeta negativamente a expressdo de FA. Quando
rpoS é super-expresso através do plasmidio pNP1 , tanto na cepa selvagem (barra
c), como na mutante mpoS::Tn10 (barra d), a atividade de FA diminui para um nivel
situado abaixo da atividade observada para a cepa selvagem, indicando que o
excesso de a® inibiu a atividade de FA. A introducdo do plasmidio pMRG7, que
super expressa o gene rpoD, aumenta a atividade de FA em 3,7 vezes quando
comparado com a cepa selvagem (compare barras e € a) e em 1,5 vez quando

comparado com a cepa mutante rpoS (compare barras feb).
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Figura 12 - Efeito de o° sobre FA em células cultivadas em meio A -Pi. a- MG1655, b- BS16
(MG1655 rpoS::tn10), ¢- pNP1(prpoS") transformado em MG1655, d- pNP1 transformado em BS16,
e- pPMRG7 (prpoD’) transformado em MG1655, f- pMRG7 transformado em BS16. As barras
representam média e desvio padréo de 3 ensaios. As cepas contendo plasmidios foram cultivadas na

presenca de 0,1 mM IPTG e dos respectivos antibidticos.

A expressdo elevada de FA na presenga de pMRG?7 confirma que os genes de PHO
sdo transcritos por Ec® (Makino et al, 1988). A repressdo da atividade de FA
causada pelo excesso de o° e a atividade elevada de FA observada na auséncia
deste fator sigma sugerem que ha uma competi¢do entre os fatores o° e o pela
ligagdo ao cerne da RNA polimerase, com prejuizo para phoA, que na presenca de
o° estaria sendo transcrito de forma sub-6tima. Este tipo de regulagéo via
competicéo entre fatores sigma foi proposto anteriormente para outros genes (Zhou
et al, 1992, Jishage e Ishihama, 1999, Maeda et al, 2000).

A concentragéo de o° aumenta progressivamente durante a ‘entrada em fase
estacionaria ou de caréncia de nutrientes (Gentry et al, 1993, Hengge-Aronis, 1993,
Lange e Hengge-Aronis, 1994). Para testar em que momento da fase de caréncia de
Pi, o° comega a exercer seu papel repressor, foram realizados ensaios de FA
durante o inicio da fase de caréncia de Pi. Culturas em fase exponencial das cepas
MG1655 e seu mutante rpoS::Tn10 (BS16), transformado ou n&o com o plasmidio
pNP5 (rpoS* clonado no vetor de poucas copias pACT3, sob Ptac e controle do alelo
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Jacl, que super-expressa o repressor Lacl, mantendo assim um forte controle sobre
a atividade de Ptac na auséncia do indutor IPTG) foram ressuspendidas em meio A -

Pi, e tiveram sua atividade de FA monitorada durante 6 haras.

Todas as cepas entraram na fase de caréncia de Pi entre 30 e 60 minutos (Figura
13). A atividade de FA da cepa selvagem atingiu seu pico maximo aos 90 minutos
(Figura 13, ¢). No caso do mutante rpoS::Tn10 (Figura 13, m), a atividade de FA
continuou aumentando no decorrer do experimento, atingindo seu valor mais alto
aos 240 minutos, chegando a ser 3 vezes maior do que a atividade da cepa
selvagem. Estes resultados indicam que na cepa selvagem, aos 90 minutos a

concentragéo de o° na célula ja era suficiente para reprimir FA.

7

‘ g 1 lﬁ’H = P —
© 6 0.1? ‘ a /
b= 5 0 60 120 180 240 7
8 Tempo (min} ) i
<4 R
Q
g3 e
S D T -
H‘;; 2 \‘{_,,,-F — ——&—
1

0 60 120 180 240

Tempo (min)

Figura 13 — Efeito repressor de o° sobre FA durante a fase inicial de caréncia de Pi. MG1655
(¢), BS16 (MG1655 rpoS::Tn10) (m), pNP5 (rpoS* em BS16 sem adigdo de IPTG) (4), pNP5 em

BS16 com 0,1 mM IPTG (e).Culturas de fase exponencial foram ressuspendidas em meio A - Pi e

monitoradas em relagéo ao crescimento (inserto) e atividade de FA.

O transformante contendo pNP5 demonstra uma atividade de FA similar a da cepa
selvagem na auséncia de IPTG (Figura 13, A), indicando que mesmo a presenca de
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lacl® nao impediu a expressdo de rpoS a partir do promotor fac, e seu efeito
repressor sobre FA. A adigdo de IPTG, contudo, causou um aumento no nivel de
expressao de rpoS, que inibiu fortemente a atividade de FA desde o inicio da fase de

caréncia de Pi aos 60 min.

4.1.2 Efeito de o° sobre FA em células ndo carentes de Pi

O préximo passo foi testar o efeito repressor de o° em células cultivadas em meio
complexo, abundante em Pi. Esperavamos assim observar o efeito de a° sobre FA
em condigdes nao estressantes, sem a influéncia da caréncia de Pi. Para isso, a
mutagdo rpoS:Tn10 foi introduzida na cepa BS7 (MG1655 ApstSCABU), dando
origem a cepa NP34. E importante lembrar que a delegdo do operon pst causa a
sintese constitutiva de todos os genes do regulon PHO, independentemente da

concentracio de Pi no meio de cultivo (Wanner, 1996).

As cepas BS7 e NP34 foram cultivadas em meio LB, e monitoradas em relagéo ao
crescimento (Figura 14a, inserto), atividade de FA (Figura 14a) e catalase (Figura
14b). A sintese de catalase (enzima codificada pelo gene katE) é dependente
exclusivamente de o° (Schellhorn et al, 1998), e serve como indicador indireto da

atividade de o°.
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Figura 14 — Efeito de o® sobre cepas constitutivas para PHO em meio rico. Culturas exponenciais
das cepas BS17 (Apst, ¢) e NP34 (Apst rpoS::Tn10, m) foram cultivadas em meio LB e monitoradas

em relagdo ao crescimento (inserto), atividade de FA (a) e atividade de catalase (b), observada pela

presenca de efervescéncia.

O inserto da Figura 14a mostra que o ritmo de crescimento das células diminuiu
consideravelmente ap6s 120 minutos, indicando a entrada na fase estacionaria. A
Figura 14b mostra a efervescéncia da cepa selvagem a parﬁr da terceira hora,
indicando a atividade de catalase e o acimulo de o® na célula. Durante as 2 horas
iniciais, enquanto as bactérias ainda cresciam exponencialmente, o nivel de FA das
duas cepas era similar. A partir da terceira hora, no entanto, a atividade de FA da
cepa BS17 (Apst) foi gradualmente reprimida, enquanto a atividade de FA de NP34
(Apst rpoS::Tn10) continuou aumentando (Figura 14a). Observa-se um leve declinio
da atividade de FA de ambas as cepas no final do experimento, que se deve

principalmente ao aumento da densidade ética das células (mas né&o
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necessariamente a um aumento da concentragdo de céluas viaveis) em fase

estaciondria avangada.

Assim como com células carentes de Pi, na auséncia do fator ¢° ha mais cerne de
RNA polimerase disponivel para a ligagao com o. A partir do momento em que a
célula entra na fase estacionaria, o° se acumula e a atividade de FA é reduzida
Estes resultados demonstram que o efeito repressor de o® ocorre sempre que o nivel
deste fator sigma na célula aumenta significativamente, independente da
concentragéo externa de Pi e sugerem novamente que a competicao entre o°e o°

pelo cerne é responsavel por este efeito.

4.1.3 Efeito de o®° sobre a transcrigido dos genes de PHO

Para testar se o efeito de o° sobre FA ocorre ao nivel de trasncricdo de phoA, e se
outros genes de PHO s&o igualmente afetados, realizamos ensaios de northern-blot.
Sondas de DNA especificas para os genes phoA, phoE, ugpB, pstS e phoB foram
hibridizadas com RNA extraido das cepas MG1655, BS16 (MG1655 rpoS::Tn10) e
do transformante pNP1 (prpoS®) introduzido em BS16 cultivados em caréncia e

excesso de Pi. . Os resultados estéo expostos na Figura 15.
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Figura 15 — Efeito de o° sobre o nivel de mRNA de phoA, phoE, ugpB, pstS e phoB. Células das
cepas MG1655, BS16 (MG1655 rpoS::Tn10) e pNP1 (prpoS” sob Ptac) transformado em BS16,
cultivadas exponencialmente em meio A +Pi foram ressuspendidas em meio A -Pi e cultivadas até a
entrada da fase de caréncia de Pi. O RNA total de bactérias carentes e n3o carentes de Pi foi extraido
e hibridizado com sondas radioativas de DNA especificas para cada um dos genes acima citados.
Posteriormente, as sondas radioativas foram removidas das membranas e estas foram hibridizadas
com uma sonda de DNA referente ao gene de expresséo constitutiva rpoD para certificar de que

quantidades iguais de mMRNA total foram aplicadas nas canaletas do gel (dados né@o apresentados).

O sinal radioativo de bactérias cultivadas em excesso de Pi foi muito baixo ou
indetectavel, conforme esperado, j& que nestas condi¢des o regulon PHO nao se
encontra induzido. J& nas células carentes de Pi, observa-se um sinal de
hibridizag&o muito mais forte no mutante rpos (BS16), e uma redugéo do sinal para
um nivel ainda menor do que a cepa selvagem no transformante que super-expressa
oS (pNP1). Este efeito pode ser observado para todos os genes com excegéo de
pstS. Diferente dos demais, pstS n&o foi reprimido por o, mas ao contréario, o sinal
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de hibridizacdo da sonda pstS com o RNA do mutante rpoS:Tn10 (BS16) foi mais
fraco do que com o da cepa selvagem, enquanto que a hibridizagdo com o RNA do
transformante pNP1 foi ligeiramente mais forte. Estes resultados indicam que a®
inibe a transcrigdo de phoA, phoE, ugpB e phoB, e estimula moderadamente a
transcrigao de pstS.

4.2 Transcrigio de pstS via ¢°

4.2.1 O papel da citosina na posig¢do -13 de pstS

As seqiiéncias -10 de todos os promotores de genes de PHO conhecidos estéo
representadas na Figura 3 (Introdugéo). As seqliéncias promotoras de phoA, phoE,
phnC, psiE e ugpB possuem uma timina na posigéo -13, phoH possUi uma adenina e
phoB, uma guanina. Apenas pstS possui uma citosina na posicao -13.

A presenca de uma citosina na posig&o -13 foi descrita por diversos autores como
um elemento importante para o reconhecimento do sitio promotor pelo fator o°
(Espinosa-Urgel et al, 1996, Bordes et al, 2000, Gaal et al, 2001, Becker e Hengge-
Aronis, 2001, Lee e Gralla, 2001). E possivel, portanto, que a citosina -13 de pstS
esteja permitindo seu reconhecimento por o° . Isto explicaria porque o nivel de
mRNA de pstS é reduzido no mutante rpoS::Tn10 (BS16), e porque sua transcrigao
parece ser estimulada pela super-expresséo de rpoS (pNP1), ao contrario dos
demais genes de PHO. Desta forma, pstS seria transcrito principalmente por Ea?,

mas também em menor proporgéo por EoS.

Para testar esta hipétese, o promotor de pstS, que coordena a transcrigao de todo o
operon pst (Aguena et al, 2002), foi clonado no plasmidio pKK232-8, gerando uma
fusdo com o gene reporter cat, que resultou no plasmidio pBS11 (Tabela 1). Em
seguida, a citosina -13 no promotor de pstS foi substituida por uma timina através de
mutagdo sitio-dirigida, dando origem ao plasmidio pNP6 (Tabela 1). Ambos os
plasmidios foram transformados na cepa selvagem MG1655 e seu mutante
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isogénico rpoS::Tn10 (BS16). Os transformantes foram cultivados em meio A -Pie
monitorados em relagdo as atividades de FA e CAT (Figura 16). Para enfatizar o
efeito da transicdo C—T sobre a atividade do promotor de pstS, os resultados estao
representados como a razdo entre a atividade enzimatica do mutante rpoS::Tn10

dividida pela atividade enzimatica da cepa selvagem.
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Figura 16 — Efeito de o° sobre atividade de FA e CAT em cepas carregando plasmidios
contendo um residuo de citosina ou de timina na posi¢do -13 do promotor de pstS. Os
transformantes foram cultivados durante a noite em Meio A -Pi. As barras representam a razéo entre
a atividade da enzima no mutante rpoS::Tn10 (BS16) e na cepa selvagem (MG1655) .

A atividade de FA do mutante rpoS::Tn10 foi 2 a 2,5 vezes maior do que aquela
observada para a cepa selvagem (barras a e b), confirmando o efeito positivo do
nocauteamento de rpoS sobre a expressao de FA. Ja a atividade de CAT a partir de
pBS11 (promotor de pstS selvagem) foi 25% menor no mutante rpoS::Tn10 quando
comparado com a cepa selvagem, corroborando o resultado do énsaio de northern-
blot, no qual foi observado um menor nivel de mRNA de pstS no mutante
mpoS::Tn10 (Figura 15). Por outro lado, a atividade de CAT produzida a partir do
plasmidio pNP6, no qual a citosina -13 foi substituida por uma timina, foi mais de 2
vezes maior no mutante rpoS::Tn10 do que na cepa selvagem (barra d).
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Portanto, a transigdo C—T inserida na posigéo -13 do promotor de pstS resultou em
um promotor que passou a comportar-se de forma similar aos promotores de phoA,
phoE, ugpB e phoB, que s&o reprimidos por o° . Este resultado também indica que

-13C é fundamental para o reconhecimento do promotor de pstS por a°.

4.2.2 O efeito da transicdo T— C na posigao -13 de phoA

O passo seguinte foi testar se o inverso também & valido, ou seja, se a troca da
timina na posi¢do -13 de um promotor de PHO por uma citosina resultaria em sua
transcrigdo pela holoenzima Eo®. Para testar esta possibilidade, o gene phoA foi
clonado juntamente com sua regido regulatoria no vetor de poucas copias pGB2,
dando origem ao plasmidio pNP8 (Tabela 1). A timina presente na posicédo -13 da
regifio promotora de phoA foi substituida por uma citosina, através de mutagéo sitio
dirigida, resultando no plasmidio pNP9 (Tabela 1). Os plasmidios foram
transformados nas cepas JY16 (phoA’) e NP23 (phoA™ rpoS:Tn10), e ensaios de

atividade de FA foram realizados.
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Figura 17 — Efeito de o° sobre a atividade de FA produzida a partir de plasmidios carregando a
mutagdo -13T—C no promotor de phoA. As cepas foram cultivadas durante a noite em meio A -Pi.

a-JY16 (phoA’), b- NP23 (phoA™ rpoS::Tn10), c- pNP8 (phoA* -13T) transformado em JY16, d- pNP8
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transformado em NP23, e- pNP9 (phoA’ -13C) transformado em JY18, f- pNP9 transformado em

NP23. As barras representam as médias e desvios padréo de 3 ensaios.

A Figura 17 mostra que o plasmidio pNP8 (barras c e d), que carrega o gene phoA
selvagem, complementou totalmente a mutagdo das cepas parentais JY16 e NP23
(barras a e b) , restituindo a atividade de FA. Assim como observado com phoA
cromossémico (Figura 12), o mutante rpoS::Tn10 transformado com pNP8
apresentou uma atividade de FA 2 vezes maior que a do transformante selvagem.
Esta relacdo entre a cepa selvagem e o mutante rpoS::Tn10 nao mudou mesmo
quando estas foram transformadas com pNP8 (C na posigéo -13 de phoA), ou seja,
na auséncia de rpoS, a atividade de FA continuou elevada em relagéo a cepa

selvagem (compare as barras e e f).

Entretanto, o nivel de atividlade de ambas as cepas foi bastante reduzido,
provavelmente porque a presenga de uma citosina na posigéo -13, além de néo ser
suficiente para promover a transcrigéo pelo fator o°, acabou repelindo a holoenzima
Ea®, diminuindo o nivel de transcrigdo de phoA (Lee e Gralla, 2001, Hengge-Aronis,
2002). Este resultado sugere que deve haver algum outro elemento necessario para
o reconhecimento do promotor de pstS pelo fator o°. Este elemento poderia ser a
presenga de um sitio de ligagéo para a proteina IHF, presente na regido promotora
de pstS, mas n&o nos demais genes de PHO (Spira e Yagil 1999).

4.2.3 O papel da proteina IHF

Para testar o possivel envolvimento de IHF na transcricdo de pstS mediada por a’,
um mutante ihfB (RW1370), sua cepa parental ihf (RW1369), e os mutantes
moS::Tn10 isogénicos NP108 (RW1370 rpoS:Tn10) e NP69A (RW1369
p0S::Tn10), foram transformados com o plasmidio pBS11 (promotor de pstS
selvagem em fus&o com o gene repérter cat), e ensaiados para a atividade de CAT.
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atividade de CAT

IHF+ rpoS+ IHF+ rpoS- IHF- rpoS+ IHF- rpoS-

Figura 18 — Efeito de IHF e o® sobre a expressio de pstS. As cepas foram cultivadas durante a
noite em Meio A -Pi. a- pBS11 (promotor selvagem de pstS (-13C) em fuséao com o gene reporter caf)
transformado na cepa RW1369 (ihf) b- pBS11 em NP108 (RW1369 rpoS::Tn10), c- pBS11 em
RW1370 (ihfB), d- pBS11 em NP69A (RW1370 rpoS:Tn10). As barras representam as médias e
desvios padrdo de 3 ensaios.

Nas cepas IHF*, a mutagdo rpoS::Tn10 (barra b) inibiu moderadamente a atividade
de pstS (barra a), confirmando resultados anteriores (Figuras 15 e 16). Nas cepas
IHF", no entanto, a mutagdo rpoS::Tn10 causou um aumento significativo da
expressdo de pstS, indicando que, assim como ocorreu com a transigéo -13C—T no
promotor de pstS (Figura 16), pstS passou a ser reprimido por o®, conforme
observado para os demais genes de PHO. Além disso, a auséncia de IHF causou
uma diminuigdo no nivel de expressdo de pstS somente na cepa moS" (compare as
barras a e c¢), sugerindo que IHF contribui para o reconhecimento do promotor de
pstS por ¢°.

Podemos concluir, portanto, que para que o promotor de pstS possa ser reconhecido
por EG®, sdo necessarios uma citosina na posigdo -13 e também um sitio de ligagao
a IHF.
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4.3 Polimorfismo de rpoS

Um outro aspecto abordado neste trabalho foi o polimorfismo de rpoS entre cepas de
E. coli K-12 e sua possivel relagdo com a expressao de PHO. rpoS é descrito como
um gene altamente polimorfico, e que acumula mutagdes facilmente (lvanova et al,
2002, Zambrano et al, 2003).

Ensaios preliminares realizados em nosso laboratério determinaram que o nivel de
atividade de FA varia entre diferentes cepas de E. coli K-12. Uma vez que o° afeta a
expressdo de FA, seria, portanto, possivel que as variagées encontradas nos niveis
de FA estivessem relacionadas ao tipo de alelo de rpoS presente. Para determinar a
viabilidade desta hipétese, foi realizada a caracterizagéo de rpoS de diversas cepas
de E. coli K-12, entre elas, a cepa padrdao deste trabalho, MG1655, além de
MC4100, C600, K10, CSH109, W3110 e BL21, uma E.coli B, amplamente utilizada.
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4.3.1 Efeito dos diferentes alelos rpoS sobre a atividade de FA

Foram obtidos, através de transdugdo, mutantes rpoS::Tn10 para cada uma das
cepas, e realizados ensaios de FA para cada uma das cepas selvagens e seus

mutantes rpoS::Tn10.

il llilils

MG1655 MG1655 CSH109 CSH108 W3110 W3110 C600 C600 K10 Ki10rpoS BL21 BL21 MC4100 MC4100
posS peS poS rpoS rpoS

Fosfatase Alcalina

Figura 19 — Atividade de FA nas cepas MG1655, CSH109, W3110, C600, K10, BL21 e MC4100 e
em seus respectivos mutantes rpoS::Tn10. Bactérias foram cultivadas durante a noite em Meio A -

Pi. As barras representam a média e desvio padréo de 3 ensaios.

Com excegdo da cepa C600, a atividade de FA de todas as cepas testadas
(MG1655, CSH109, W3110, BL21, MC4100 e K10) foi significativamente aumentada
na auséncia de o°. Outro aspecto que chama a atengéo ¢ o alto nivel de atividade
de FA apresentado pela cepa K10 (barra i), que aumenta ainda mais na auséncia de

rpoS (barra j), sobressaindo sobre as demais cepas.

Para testar se o alelo rpoS™ de uma cepa é capaz de complementar a mutagao
roS::Tn10 de outra cepa, os alelos oS de cada uma das cepas foram clonados
sob o promotor tac do plasmidio de poucas copias pACT3 (Figura 9, Material e
Métodos), dando origem aos plasmidios pNP10 (rpoS* de C600), pNP11 (rooS" de

K10), pNP12 (rpoS* de CSH109), pNP13 (1p0S" de BL21), pNP14 (rpoS” de W3110)
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e pNP16 (rpoS* de MC4100). As construgdes, juntamente com o plasmidio pNP3
(rpoS* de MG1655, Figura 8), foram individualmente transformadas em cada uma
das cepas selvagens e em seus respectivos mutantes rpoS:Tn10. A Figura 20
mostra o resultado de ensaios de atividade de FA da cepa MG1655, seu mutante
moS::Tn10 (BS16) e seus respectivos transformantes cantendo cada uma das

construgdes plasmidiais dos diversos alelos de 7poS, cultivadas durante a noite, com

0,1 mM IPTG.
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Figura 20 - Efeito dos diferentes alelos de rpoS sobre a atividade de FA da cepa MG1655 e seu
mutante isogénico rpoS::Tn10 (BS16). pNP5 -rpoS” de MG 1655, pNP10 - oS’ de C600, pNP11-
rpoS™ de K10, pNP12- rpoS’ de CSH109, pNP13- rpoS’ de BL21, pNP14- rpoS" de W3110, pNP16-
oS’ de MC4100. Bactérias foram cultivadas durante a noite em Meio A —Pi. 0,1 mM IPTG foi
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acrescentado as cepas transformadas com plasmidios. As barras representam as médias e desvios

padrao de 3 ensaios.

Todos os plasmidios, com excegdo de pNP10 (rpoS" de C600) e pNP11 (rpoS™ de
K10), foram capazes de complementar a mutacao rpoS::Tn10 da cepa BS16,
restaurando o nivel normal de atividade de FA da cepa selvagem MG 1655 (compare
as barras c,f,g,h e i com a barra a). Estes resultados confirmam o efeito repressor
de rpoS das cepas CSH109, W3110, BL21, MC4100 e MG1655 sobre FA. Os alelos

rpoS de C600 e K10, no entanto, ndo complementaram a mutag&o rpoS::Tn10, pois
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a atividade de FA dos transformantes pNP10 e pNP11 em BS16 permaneceu alta
(compare as barras d e e, em destaque, com a e b). Para testar o efeito que teria a
super expressdo de rpoS* na cepa MG1655 sobre a atividade de FA, cada um dos
plasmidios foi transformado em MG1655 e a atividade de FA foi medida. Novamente,
com excegdo de C600 e K10, todos os alelos rpoS* reprimiram parcialmente a
atividade de FA (compare as barras j, m, n, o e g com a barra a). A super expressao
dos alelos rpoS de C600 e K10 causou um aumento no nivel de atividade de FA da
cepa MG1655 (compare as barras k e | , em destaque, com a barra a).

Além dos ensaios de FA, foram realizados ensaios qualitativos de catalase, para
testar a funcionalidade dos diferentes alelos rpoS* (Tabela 3). O gene katE, que
codifica a enzima catalase, € dependente de o® (Schellhomn et al, 1998), e serve
como indicador de sua atividade. Assim, a presenga de efervescéncia no ensaio de
catalase indica a presenga de um alelo funcional de rpoS. Neste ensaio, foram
comparados os niveis de catalase produzidos pelos diversos alelos moS*
transformados em BS16 (MG1655 rpoS::Tn10), NP1 (K10 rpoS::Tn10) e NP3 (C600
moS::Tn10). Observou-se a produgdo de efervescéncia para todos os alelos moS*
introduzidos em BS16, se bem que os transformantes contendo-os plasmidios
pNP10 e pNP11 (alelos de C600 e K10, respectivamente), apresentaram uma
efervescéncia discreta, indicando apenas uma complementagdo parcial da mutagao
moS::Tn10. No caso das cepas NP1 e NP3, todos os alelos moS”® introduzidos
apresentaram efervescéncia abundante, indicanco complementagao total da
mutagdo rpoS::Tn10 (Tabela 3). Todas as cepas selvagens, inclusive C600 e K10,

apresentam atividade de catalase qualitativamente similares.
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Tabela 3 - Atividade de catalase de MG1655, K10, C600 e seus mutantes rpoS::Tn10 BS16, NP1
e NP3, transformados com os diversos alelos rpoS’. pNP5 -rpoS” de MG1655, pNP10 - rpoS” de
C600, pNP11- rpoS* de K10, pNP12- rpoS” de CSH109, pNP13- rpoS” de BL21, pNP14- oS’ de
W3110, pNP16- rpoS” de MC4100. Bactérias foram cultivadas durante a noite em Meio A —Pi. 0,1 mM
IPTG foi acrescentado as cepas transformadas com plasmidios.

Cepas Efervescéncia Cepas Efervescéncia Cepas Efervescéncia
observada observada observada
MG1655 r—— K10 e 600 IR
BS16 - NP1 - NP3 -

ONP5-BS16 | ***** | pNP5-NP1 | ***** | pNP5-NP3 | *TFTF
pNP10-BS16 i oNP10-NP1| ***** |pNP1O-NP3| ****"
pNP11-BS16 * oNP11-NP1| ***** |pNP11-NP3| *"***
ONP12-BS16| ***** |pNP12NP1| ***** |pNP12-NP3| "77 *
oNP13-BS16| ***** |pNP13-NP1| *™™** |pNP13-NP3| *"° *
ONP14-BS16| ***** |pNP14NP1| *™*** |pNP14-NP3| ~ i
pNP16-BS16| ***** |pNP16NP1| *"7°77 pNP16-NP3| *****

Os resultados dos ensaios de FA e catalase sugerem que C600 e K10 carregam
alelos distintos de rpoS quando comparados as demais cepas. Quando introduzidos
in trans no mutante rpoS::Tn10 de MG1655, estes alelos n&o inibem a expressao de
FA e apresentam atividade parcial de catalase. Quando transformados em MG1655
causaram um aumento significativo no nivel de FA. E possivel, portanto, que o fator
o° produzido por C600 e K10 seja capaz de participar da transcrigdo de phoA.

O préximo passo foi testar a atividade de FA da cepa C600 e seus derivados. A
Figura 21 mostra que a cepa C600 e seu mutante rpoS::Tn10 (NP3) apresentam um
nivel de atividade muito similar (compare as barras a e b), confirmando os dados
apresentados na Figura 19. Quando os alelos rpoS das diversas cepas foram
introduzidos in trans em NP3, houve diminuigdo no nivel de atividade de FA (barras
c-i). Entretanto, os alelos oS de C600 e K10 inibiram menos que os demais (barras

¢ e e). Diferentemente do observado para os transformantes da cepa MG1655, os
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ensaios qualitativos de catalase demonstraram efervescéncia abundante em todos
os transformantes de NP3, indicando que houve complementacéo total da mutagéo
rpoS::Tn10, até mesmo pelos plasmidios pNP10 e pNP11 (Tabela 3). Quando
inseridos in trans na cepa C600 selvagem, todos os alelos, com excegéo de C600 e
K10, reprimiram parcialmente a atividade de FA (compare as barras k, m, n, o, p

com a barra a).
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Figura 21 - Efeito dos diferentes alelos de rpoS sobre a atividade de FA da cepa C600 e de seu
mutante isogénico rpoS::Tn10 (NP3). pNP5 -rpoS’ de MG1655, pNP10 - rpoS” de C600, pNP11-
mpoS* de K10, pNP12- rpoS* de CSH109, pNP13- rpoS™ de BL21, pNP14- rpoS” de W3110, pNP16-
rpoS’ de MC4100. Bactérias foram cuitivadas durante a noite em Meio A —Pi. 0,1 mM IPTG foi
acrescentado as cepas transformadas com plasmidios. As barras representam as médias e desvios

padrédo de 3 ensaios.

Os plasmidios contendo os diversos alelos de rpoS foram também introduzidos na
cepa K10. A Figura 22 mostra que todos os alelos rpoS complementam a mutagdo
rpoS::Tn10 da cepa NP1, diminuindo a atividade de FA desta cepa para um nivel
similar ou abaixo do observado para a cepa selvagem (compare as barras
c,d,e,f,g,h,i com as barras a e b). Ensaios qualitativos de catalase demonstraram
efervescéncia abundante para todos os transformantes de NP1, indicando que

houve em todos os casos complementagdo da mutagdo rpoS (Tabela 3). Quando
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inseridos na cepa K10 selvagem, todos os alelos causaram diminui¢ao moderada no

nivel de atividade de FA (compare as barras j,k,I,m,n,0,p com a barra a).
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Figura 22 - Efeito dos diferentes alelos de rpoS sobre a atividade de FA d_a cepa K10 e seu
isogénico rpoS::Tn10 (NP1). pNP5 -rpoS” de MG 1655, pNP10 - rpoS" de C600, pNP11- rpoS’ de
K10, pNP12- rpoS* de CSH109, pNP13- moS* de BL21, pNP14- rpoS™ de W3110, pNP16- oS’ de
MC4100. Bactérias foram cultivadas durante a noite em Meio A —Pi. 0,1 mM IPTG foi acrescentado as

cepas transformadas com plasmidios. As barras representam as médias e desvios padrdo de 3

ensaios.

As demais cepas estudadas, CSH109, MC4100, W3110 e BL21 apresentaram
resultados semelhantes aos da cepa MG1655, e por esta razdo, os graficos de

ensaios de FA realizados para estas cepas e seus derivados n&o estao sendo

apresentados.

Em resumo, os resultados das Figuras 20, 21 e 22 e Tabela 3 sugerem que C600 e
K10 portam alelos rpoS diferentes do alelo de MG1655 e das demais cepas. Os
alelos rpoS de C600 e K10 sdo incapazes de complementar a mutagado rpoS::Tn10
de MG1655 . Esta falta de complementagdo refere-se tanto a incapacidade em
diminuir o nivel de atividade de FA, como & incapacidade de restaurar totalmente a

atividade de catalase do mutante rpoS::Tn10. Além disso, quando multiplas copias
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dos alelos rpoS de C600 e K10 foram introduzidos em MG1655 observou-se um
aumento na atividade de FA, enquanto que a introdugdo do plasmidio contendo o
alelo rpoS de MG1655 inibiu parcialmente a atividade da enzima. Apesar dos alelos
oS de K10 e C600 apresentarem alguns fenétipos similares, as duas cepas
diferem em alguns pontos. O nocaute de rpoS néo afetou o nivel de FA de C600. Ja
em K10, o nivel de FA, que ja era alto na cepa selvagem, triplicou quando a mutagao
rpoS::Tn10 foi introduzida. Os alelos transformados em C600 ndo afetaram
significativamente a atividade de FA; ja em K10, os plasmidios contendo os alelos
oS de C600 e K10 inibiram a atividade da enzima, exatamente como os demais
alelos de rpoS. Esta claro, portanto, que as cepas C600 e K10 diferem das demais

cepas K-12, mas também diferem entre si.

4.3.2 Sequenciamento dos diversos alelos de rpoS

No capitulo anterior constatamos que as cepas C600 e K10 apresentam distintos
niveis de atividade de FA e catalase quando comparadas as demais cepas
(MG1655, CSH109, W3110, MC4100 e BL21). Uma explicag&o plausivel para estas
diferengas seria a presenga de variantes de rpoS distintas nestas cepas. O préximo
passo foi, portanto, sequenciar as regides codificadoras (ORFs) de oS de cada
uma das cepas estudadas. As seqiiéncias de rpoS das cepas MG1655, CSH109,
W3110, MC4100, BL21, C600 e K10 foram amplificadas a partir do DNA gendmico
de cada cepa, com os iniciadores rpoS(+) e rpoS(-) (Tabela 2). Os fragmentos de
PCR foram sequenciados em seqiienciador automatico, utilizando os 3 pares de
iniciadores descritos na Tabela 2 de forma a englobar as duas fitas do ORF
completo de rpoS. Os resultados do sequenciamento mostraram que todos os alelos
apresentaram seqiiéncias de DNA idénticas, a nao ser por dois nucleotidios nas
posicdes 98 e 99, cujas identidades variaram entre as cepas, conforme explicitado

na Tabela 4.
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Tabela 4 - Sequenciamento dos alelos rpoS. Seqléncias de DNA e proteinas dos alelos rpoS das
cepas MG1655, BL21, CSH109, W3110, MC4100, C600 e K10, ressaltando os nucleotideos
diferentes nas posigdes 98 e 99, e o codon de parada encontrada em C6Q0 e K10 (elipse).

Cepas Sequéncia (posicdo 91 a 108)

MG1655 GTA GAA CAG GAA CCC AGT
val Glu GIn Glu Pra Ser

BL21 GTA GAA TTG GAA CCC AGT
Val Glu Leu Glu Pro Ser

CSH109 GTA GAA TTG GAA CCC AGT
Val Gilu Leu Glu Pro Ser

W3110 GTA GAA CAG GAA CCC AGT
Val Glu GIn Glu Pro Ser

MC4100 GTA GAA CAG GAA CCC AGT
Val Glu Gin Glu Pro Ser

C600 GTA GAAAG GAA CCC AGT
Val Glu Stop Glu Pro Ser
K10 GTA GAA fAG GAA CCC AGT

val Glu Stop Glu Pro Ser

As cepas MG1655, W3110 e MC4100 apresentam uma glutamina na posigéo 33 de
o°. BL21 e CSH109 possuem uma leucina nesta mesma posigéo. E importante
relembrar que as cepas acima apresentaram fenotipos de FA e catalase
semelhantes (Figura 19) e seus alelos de rpoS foram capazes de se auto
complementar (Figuré 20 e Tabela 3). Por outro lado, C600 e K10 apresentam um
codon de parada ambar (TAG) nesta mesma posigao. Mljtagé‘)_es ambar na posigéo
99 do gene rpoS sdo surpreendentemente comuns (Atlung et al, 2002, Rajkumari e
Gowrishankar, 2002, Subbarayan e Sarkar, 2003 e 2004), e acarretam a sintese de
uma proteina o° menor, menos eficiente na transcrigho de seus genes
dependentes, conforme descrito na Introdugio. Esta proteina truncada estaria sendo
sintetizada a partir de um inicio de tradugéo alternativo, um cédon GTG localizado na

posicdo 157, e um possivel sitio Shine-Dalgarmo na posicdo 143 (Figura 7), e teria
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um peso molecular de 30 KDa apenas, enquanto gue a massa molecular da proteina

longa seria de 38 KDa.

A caracterizagdo de C600 e K10 como mutantes &mbar explica porque estes alelos
ndo foram capazes de complementar a mutagao rpoS::Tn10 das demais cepas em
relacdo as atividades de FA e catalase, mas nao explica por que C600 e K10
apresentaram niveis normais de catalase, ou por que C600, diferentemente de K10,
que possui a mesma mutagcdo ambar, ndo apresenta o efeito repressor de rpoS

observado para as demais cepas.

4.3.3 Caracterizagdo das proteinas o° dos diversos alelos

Para verificar se a mutagdo rpoS ambar das cepas C600 e K10 produz realmente
proteinas a° truncadas, foram realizados ensaios de western-blot, com um anticorpo
monoclonal anti-o® (Figura 23). Para estes ensaios, extratos de proteina total foram
obtidos a partir das cepas MG1655, C600 e K10, e dos transformantes de BS16
(MG1655 rpoS::Tn10) carregando os plasmidios pNP10 (rpoS” de C600) e pNP11
(roS* de K10) . A cepa BS16 foi utilizada como controle negativo. O motivo pelo
qual foram também testados os transformantes contendo pNP10 e pNP11 foi porque
ja havia sido relatada a dificuldade em se observar a proteina o® truncada
proveniente de mutantes ambar, sendo que sua visualizagdo sé foi possivel quando
os alelos dmbar foram clonados sob um promotor forte em plasmidios de multiplas
copias (Subbarayan e Sarkar, 2003). Esperavamos, portanto, visualizar uma banda
de 30 KDa, referente ao fator o® truncado, apenas na cepa BS16 transformada com
os plasmidios pNP10 e pNP11, que super-expressam os alelos oS de C600 e K10,
respectivamente. Nas canaletas correspondentes as proteinas extraidas de K10 de

C600, ndo esperavamos visualizar nenhuma banda.
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Figura 23 — Ensaio de western-blot com anti-o°. 1- MG1655, 2- C600, 3- pNP10 (prS+ de C600)
transformado em BS16 (MG1655 rpoS:Tn10), 4- BS16, 5- K10, 6- pNP11 (rpoS’ de K10)
transformado em BS16. Extratos de proteina total foram obtidos a partir de bactérias cultivadas em
Meio A —Pi por 1 hora apés a entrada na fase de caréncia de Pi. 0,1 mM IPTG foi adicionado ao meio

de cultura das bactérias transformantes.

A cepa MG1655 (Figura 23, canaleta 1) apresentou uma proteina o° de 38 KDa. O
controle negativo BS16 (canaleta 4) n&o apresentou nenhuma proteina
correspéndente a ¢, longa ou truncada, conforme esperado. Surpreendentemente,
C600 e K10 (canaletas 2 e 5) também apresentaram uma banda de 38 KDa, mas o0s
plasmidios pNP10 e pNP11, transformados na cepa BS16 (canaletas 3 e 6)

apresentaram apenas a verséo truncada de 30 kDa da proteina o®.

Uma explicagdo plausivel para esta discrepancia seria a presengca de mutagoes
supressoras da mutagdo ambar nas cepas C600 e K10, capazes de suprimir
parcialmente o codon de parada na posi¢ao 33 de rpoSAm. Isto explicaria porque
pNP10 e pNP11 transformados em MG1655 (que néo possUi fenotipo supressor)
apresentaram apenas proteinas truncadas. Outra explicagdo possivel seria a
presenga de mais de uma copia do gene rpoS em C600 e K10, sendo que uma
delas conteria a mutagdo &mbar e a outra copia codificaria para a proteina o® longa.
Neste caso, os alelos de rpoS clonados nos plasmidios pNP10 e pNP11 carregariam

o cddon de parada ambar, enquanto que uma segunda copia do gene, presente em
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outra regifio do cromossomo apresentaria outro cédon na posigéo 33 e estaria

produzindo a proteina o° longa.

Se C600 e K10 sdo supressoras da muta(;éd ambar, a introdugédo dos plasmidios
pNP10 e pNP11 nos mutantes NP3 (C600 rpoS:Tn10) e NP1 (K10 rpoS::Tn10)
deveria resultar na producdo de proteinas o° de 38 KDa, diferentemente do que
havia sido observado quando estes plasmidios foram introduzidos em BS16
(MG1655 rpoS::Tn10). Para determinar a validade desta predi¢do, foram realizados
novos ensaios de western-blot. A Figura 24 mostra os resultados de testes de
western-blot nos quais proteinas totais extraidas das cepas NP1, NP3 e BS16
transformadas com os plasmidios pNP10 e pNP11 foram ensaiadas com anticorpos

anti-o°.

38 kDa

30 kDa

Figura 24 — Ensaio de Western-blot com anti-c°. 1- MG1655, 2- C600, 3- pNP10 transformado em

BS16 (MG1655 rpoS::Tn10), 4- pNP10 transformado em NP3 (C600 rpoS:Tn10), 5 pNP10
transformado em NP1 (K10 rpoS:Tn10) 6- K10, 7- pNP11 transformado em BS16 (MG1655
rpoS::Tn10), 8- pNP11 transformado em NP3 (C600 rpoS:Tn10), 9- pNP11 transformado em NP1

(K10 rpoS::Tn10).

Confirmando os resultados apresentados na Figura 23, as cepas MG1655, C600 e
K10 apresentaram uma banda forte correspondendo a uma proteina de 38 kDa
(Figura 24, canaletas 1, 2 e 6). Entretanto, & possivel observar também uma banda
mais fraca de 30 kDa, que corresponde a o® truncada. A detecgdo desta banda foi
possivel gragas a uma exposigdo mais prolongada do filme de raios-X junto a
membrana do ensaio de western-blot. Este resultado indica que as cepas que
produzem majoritariamente proteinas o® longas, sintetizam pequenas quantidades

de proteinas o° truncadas. Os plasmidios pNP10 e pNP11 transformados em BS16,
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apresentam apenas a versdo truncada de o° (canaletas 3 e 7), confirmando a
incapacidade de BS16 em suprimir a mutagdo &ambar. Entretanto, quando
introduzidos nas cepas NP1 e NP3, apresentaram o mesmo padrao observado para
as cepas parentais C600 e K10, ou seja, uma banda mais forte de 38 kDa e outra
mais fraca de 30 kDa ( canaletas 4, 5, 8 e 9). E provavel, portanto, que C600 e K10
suprimam o codon de parada dmbar de rpoSAm. Isto explicaria porque os alelos
ambar de rpoS produzem proteinas longas quando presentes nestas cepas.
Entretanto, a hipétese de que os cromossomos de C600 e K10 carregam 2 cdpias
de oS, conforme sugerido acima, ndo pode ser ainda descartada.

4.3.4 Determinagdo do numero de coépias de rpoS nos

cromossomos de C600 e K10

Conforme exposto acima, uma outra explicagdo possivel para a presenca de ambas
as proteinas, o° longa e truncada nas cepas C600 e K10, seria a presenca de mais
de uma copia de rpoS nos cromossomos destas cepas. Uma destas copias, clonada
nos plasmidios pNP10 e pNP11 conteria o cédon de parada na posi¢gdo 33 e uma
segunda copia, presente em outro local do cromossomo, possuiria outro codon nesta
posigdo. Para testar esta hipétese, foram realizados ensaios de hibridizagao
southern. O DNA gendmico das cepas MG1655, C600 e K10 foi digerido com as
enzimas de restricdo Nsil e Hindlll, que digerem nas regides adjacentes ao gene
moS, de maneira a gerar um fragmento de aproximadamente 5300 bp. Outra
digestéo foi feita com a enzima Kpnl apenas, que possui dois sitios de restricao,
flanqueando o gene rpoS, de maneira a gerar um fragmento de aproximadamente
2500 bp. O DNA gendmico digerido foi hibridizado com uma sonda radioativa

correspondente a rpoS (Figura 25).
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Figura 25 — Checagem do numero de copias de alelos rpoS presentes nos cromossomos de
MG1655, C600 e K10. 1, 2 e 3- MG1655, C600 e K10 digeridas com as enzimas Nsil e Hindlll ; 4, S e
6- MG1655, C600 e K10 digeridas com a enzima Kpnl.

Se houvesse mais de uma copia de rpoS nos cromossomos de C600 e K10, seria
esperado que a sonda hibridizasse com mais de uma banda. No entanto, os
resultados mostram a presenga de apenas uma banda detectada para cada
digestdo. Os tamanhos observados foram de 5,3 kb péra a digestdo com Hindlil e
Nsi e 2,5 kb para digestdo com Kpnl, exatamente como esperado para a presenga
de uma L’Jnica'cépia de rpoS no genoma, e de forma idéntica ao bbservado para a
cepa MG1655. Portanto, a hipétese de que ha mais de uma cépia de rpoS no

cromossomo das cepas C600 e K10 ndo procede.

Os resultados apresentados nas Figuras 23 e 24 indicam que C600 e K10 séo
realmente cepas supressoras € que apesar da sequéncia de rpoS destas cepas
conter um codon de parada na posigdo 33, este é fortemente suprimido originando
proteinas o° longas. Nestas cepas, o tRNA de anticbdon ATC vazio seria
substituido por outro carregado com um aminoacido. Uma vez que os niveis de FA
de C600 e K10 nao se assemelham (vide Figuras 21 e 22), é provavel que estas
cepas ndo possuam a mesma mutagéo supressora. A melhor forma para descobrir o
tipo de supresséo e a natureza do aminoacido inserido na posig&o 33 é através do
sequenciamento das proteinas o® oriundas destas cepas. Com esta finalidade, os
alelos rpoS de C600 e K10 foram clonados no plasmidio pPROEX htc, para

expressdo e purificagdo de proteinas com cauda de histidina (Figura 11, Material e
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Métodos). As proteinas foram expressas, purificadas e encaminhadas para

sequenciamento.

4.3.5 Efeito dos diferentes alelos rpoS sobre lacZ

Apé6s caracterizar os alelos rpoS, e concluir que C600 e K10 apresentam, na
auséncia de supressdo, um alelo truncado, que resulta em diferentes fenétipos de
FA e catalase, resolvemos investigar como os diferentes alelos de rpoS atuam
sobre outros genes, que assim como phoA, s&o dependentes de a®. O gene
escolhido foi lacZ , transcrito por Ea® (Collado-Vides et al, 1991), e cuja expressao

pode ser faciimente quantificada através de ensaios de B-galactosidase (B-gal).

Escolhemos trabalhar apenas com as cepas MG1655, C600 e K10, ja que os alelos
de CSH109, MC4100, W3110 e BL21 apresentaram resultados similares a MG1655
nos testes de anteriores de FA e catalase. As cepas foram cultivadas durante a noite
em meio LB acrescido de 1 mM IPTG e no dia seguinte foram submetidas a ensaios

de B-gal.

A inativagdo de o° acarretou uma maior atividade de B-gal; pois assim como ocorre
com phoA, a transcricéo de /acZ é beneficiada pela auséncia de competigdo entre o
e o° pelo cerne da RNA polimerase (Figura 26). Quando a mutagdo rpoS::Tn10 foi
complementada por plasmidios que super-expressam o°, a atividade de B-gal
diminui para um nivel 4 vezes menor que o da cepa selvagem. Todos os 3 alelos de
rpoS (MG1655, C600 ou K10) complementaram in trans de forma similar a mutagao
poS::Tn10, independentemente da cepa na qual foram transformados. Estes
resultados sugerem que até mesmo o alelo ambar de rpoS é capaz de inibir a
expressdo de /acZ. Ou seja, ambas as formas de o®, longa ou truncada, estariam
competindo com oP pelo ceme da RNA polimerase, e reprimindo indiretamente a
transcricdo dos genes dependentes de a®, entre eles /acZ, ao contrario do que foi
observado para phoA, onde o alelo truncado, além de n&o inibir, contribuiu para
aumentar o nivel de atividade de FA. Para explicar esta diferenca, levantamos a
hipétese de que phoA, além de ser transcrito por EoP, estaria sendo transcrito
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também pela RNA polimerase associada a o® truncada. Por outro lado, o promotor

de lacZ e provavelmente dos demais genes dependentes de o que ndo pertencem

ao regulon PHO néo poderiam ser reconhecidos por .
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Figura 26 — Efeito dos alelos rpoS de MG1655 (pNPS5), C600 (pNP10) e K10 (pNP11) sobre a
expressdo de /acZ. A- MG1655 e seus derivados, B- C600 e seus derivados e C- K10 e seus
derivados. Bactérias foram cultivadas durante a noite em meio LB, acrescido de 1 mM IPTG. As

barras representam média e desvio padréo de 3 ensaios.

4.3.6 Competicdo entre bactérias contendo as formas longa e

truncada de o°

E sabido que a perda parcial de o® resulta em um fendtipo donhecido como GASP
(Growth Advantage in Stationary Phase) (Zambrano e Kolter, 1996). Cepas que
apresentam a mutagdo ambar no gene rpoS retém apenas parciaimente a fungdo de
genes dependentes de o°, conforme evidenciado pelos testes de catalase (Tabela 4
e Subbarayan e Sarkar, 2004). Subbarayan e Sarkar (2004) atestaram a ocorréncia
do fenétipo GASP em mutantes ambar de rpoS, que quando cultivados em co-
cultura em meio LB com uma cepa que expressa o® selvagem, passaram a dominar

a cultura em 3 dias.
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Resolvemos, portanto, testar a capacidade de uma cepa contendo somente a versao
truncada de o° em competir com outra cepa contendo a versdo longa de o° em
condicdes de caréncia de Pi. Para tanto, foi necessario construir um mutante
MG1655 rpoSAm isogénico. Este mutante foi obtido através de duas transdugdes
sequenciais com o fago P1 conforme detathado em Métodos, e resultou em uma
cepa MG1655 portando o alelo rpoSAm e com uma marca de resisténcia a
tetraciclina inserida no gene zfi. A cepa MG1655 contendo o alelo normal de rpoS e
tendo o transposon Tn5 inserido no gene jacZ, conferindo resistencia a canamicina
foi utilizada na competicdo. As cepas foram cultivadas em meio A, acrescido ou nao
de 1 mM K,HPOy4, por 10 dias. Amostras foram retiradas diariamente e o niumero de
unidades formadoras de colénia foi determinado através de semeadura em placas
de meio LB com os antibidticos apropriados. Os resultados de um tipico experimento

de competicdo estéo expostos na Figura 27.
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Figura 27 — Competicdo entre as cepas MG1655 lacZ::Tn5 e MG1655 rpoSAm zfi::Tn10
cultivadas em meio A +Pi (A) ou meio A —Pi (B). As curvas de crescimento representam os

resultados de um ensaio tipico de um total de dois ensaios idénticos realizados.

E possivel observar que mesmo iniciando o competicdo com uma concentragéo de
células bem inferior, a cepa rpoSAm dominou a cultura a partir do sétimo dia, em
meio carente de Pi e a partir do oitavo dia, em meio abundante em Pi. Fendtipos
relacionados a rpoS foram testados no decorrer do experimento através de testes
qualitativos de catalase em amostras das culturas.Estes testes demonstraram que
até o dltimo dia, ambas as cepas mantiveram seus fendtipos originais em relagéo a
o°, ou seja, a cepa selvagem apresentou efervescéncia vigorosa, enguanio o
mutante ambar apresentou efervescéncia moderada na presenga de H20x..
Concluimos, portanto, que o alelo truncado de oS confere o fendtipo GASP

também em condi¢des de caréncia de Pi.
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5 DISCUSSAO

5.1 O efeito negativo de o® sobre o regulon PHO

5.1.1 Competigdo entre fatores sigma

O efeito repressor de o° sobre o regulon PHO foi demonstrado para os genes phoA,
phoE, phoB e ugpB. Uma vez que 0s genes de PHO s&o transcritos pela holoenzima
Ea® (Makino et al, 1988, 1989), a competigéo entre os fatores o° e a® pelo cerne da
RNA polimerase deve ser o provavel mecanismo pelo qual c® reprime a expresséo

dos genes de PHO.

A repressao por o° como resultado da competicdo com o® ja foi observada para
outros genes, tais como mal e mg/ (Notley-McRobb et al, 2002), fimA e fimB (Dove et
al, 1997), ompF (Pratt et al, 1996) e uspA (Farewell et al, 1998). A competic&o entre
fatores sigma esta também provavelmente relacionada ao aumento na expressao de
diversos genes em mutantes rpoS (Xu e Johnson, 1995, Farewell et al, 1998). Ha
evidéncias de competicdo entre o fator o2 e o fator a°, afetando a expresséo relativa
de diversos genes (Farewell et al, 1998). Portanto, & possivel afirmar que a
competi¢do entre fatores sigma € um mecanismo que modula o padréo geral de
transcrigdo da bactéria, de maneira que a substituicdo de uma holoenzima por outra,
em resposta a mudangas nas condigoes ambientais, altera este padréo (Zhou et al,
1992, Jishage e Ishihama, 1999, Maeda et al, 2000).

A caréncia de Pi é uma condigdo comum nos ambientes naturais habitados por E.
coli (Barik et al, 2001, Sundareshwar et al, 2003). Espera-se, portanto, que na
natureza, o regulon PHO seja expresso constantemente. Por outro lado, a ativagao
da resposta geral ao estresse, coordenada por o°, é também ativada em situagdes
de caréncia de Pi, e, portanto, igualmente freqiiente na natureza (Hengge-Aronis,
2002).
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Estes dois mecanismos de resposta ao mesmo tipo de estresse deveriam ser
complementares. Contudo, demonstramos neste trabalho um aparente antagonismo
entre a resposta geral ao estresse (coordenada por os), e a resposta especifica a
caréncia de Pi (indugdo do regulon PHO). Em situagdo de caréncia de Pi, os genes
de PHO s3o induzidos, e requerem o fator oP associado a8 RNA polimerase para sua
transcrigdo. Por outro lado, o®, que também responde a caréncia de Pi, acumula-se
no citosol, e promove a transcrigdo de genes relacionados a sobrevivéncia, ao
mesmo tempo em que reprime indiretamente a transcricdo dos genes dependentes
de o°, entre eles os genes de PHO, através do mecanismo de competicéo. Neste
caso, ndo ha aparentemente nenhum beneficio proveniente deste tipo de regulagao,
pois dois sistemas igualmente importantes em situagéo de caréncia de nutrientes
estdo competindo entre si. Entretanto, é preciso frisar que os genes do regulon PHO
estdo diretamente envolvidos nos processos de nutrigéo e proliferagéo celular. Desta
forma, o aparente antagonismo causado pela competi¢céo entre os fatores o° e a®
pode ser explicado pelo modelo evolutivo conhecido como trade-off (Nystrom, 2003,
2004, Ferenci, 2003).

Este modelo propde que existe um balango entre sobrevivéncia e proliferagdo
celular, envolvendo a competicdo entre os fatores o> e o”. O fator o° esta
geralmente envolvido na transcrigo de genes relacionados ao crescimento e
proliferagdo celular, enquanto o fator o° transcreve genes relacionados a
sobrevivéncia em situagbes de estresse. Assim, quando a célula enfrenta situagoes
de estresse, que ameagam sua sobrevivéncia, o fator o® promove a transcrigdo dos
seus genes dependentes, ao mesmo tempo em que reprime a transcrigdo dos genes
relacionados ao crescimento (por exemplo, genes de PHO), competindo com o fator

a® pela ligagéo ao cerne da RNA polimerase.

Diferentemente dos demais genes de PHO, pstS, o primeiro gene do operon pst, no
foi afetado pela competigdo entre os fatores sigma. Pelo contrario, seu nivel de
transcrigio foi moderadamente estimulado pela super-expressdo de c°, e

moderadamente inibido em sua auséncia (Figuras 16 e 18).
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5.1.2 Por que pstS é diferente?

Dentre os genes de PHO, pstS é o tnico que possui uma citosina na posicéo -13 de
sua regido promotora (Figura 6). A presenca de -13C foi descrita como um fator
importante para o reconhecimento do promotor pelo fator o° (Lee e Gralla, 2001,
Becker e Hengge-Aronis 2001, Hengge-Aronis, 2002, Lacour et al, 2003) e consta de
duas sequéncias consenso propostas para a regido -10 (-13 a -7) de genes
dependentes de 0°, CTACACT (Lee e Gralla, 2001) e CYACACT (Lacour et al,
2003).

A substituicdo da citosina na posigdo -13 por uma timina reverteu o fendtipo
diferenciado de pstS, fazendo com que sua expressao passasse a ser reprimida pelo
fator o° , assemelhando-se aos demais genes de PHO (Figura 16). Por outro lado, a
substituicdo de uma timina na posigéo -13 da regi&o promotora de phoA por uma
citosina nd@o conferiu a este gene a possibilidade de ser transcrito por Eo®, mas
apenas prejudicou sua transcrigdo por oP, ja que este fator sigma é repelido por -
13C (Figura 17) (Lee e Gralla, 2001, Hengge-Aronis, 2002). Claramente, -13C néo €
o Unico fator responsavel pela transcrigéo de pstS mediada por Eo®.

Outro fator que pode contribuir para a transcrigao por Eo® é a proteina IHF. A regido
regulatoria de pstS possui um sitio de ligagao para IHF localizado entre a seqiiéncia

-10 e o sitio de ligagdo ao ribossomo (Spira e Yagil, 1999).

A atividade de pstS diminuiu significativamente no mutante ihfB, quando comparado
a cepa selvagem. Ja na auséncia de rpoS, IHF ndo mostrou nenhum efeito positivo
sobre a expressdo de pstS. Estes resultados indicam que IHF contribui para a
transcrigdo mediada por Ec® (Figura 18). A auséncia de IHF impediu o
reconhecimento por o®, de maneira que pstS pdde ser transcrito apenas por a’, e

sofreu, portanto, o efeito repressor de o° descrito para os demais genes de PHO.

Concluimos, portanto, que apesar da regido -10 de pstS (CTATTTT) encaixar-se no
consenso para genes dependentes de o° , a transcrigdo de pstS por Ec® também

requer a presencga de IHF.
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Ha outros exemplos de genes dependentes de o® regulados por IHF, como ihfA, dps,
osmY e sra (Arfin et al, 2000; Lange et al, 1993; Colland et al, 2000, lzutsu et al,
2001). Para osmY, por exemplo, que pode ser transcrito in vivo tanto por a° como
por o°, o fator IHF inibe a transcrico mediada por ambos os fatores sigma, mas
uma vez que possui uma afinidade maior por o®, acaba favorecendo a ligagéo de
Eo® ao promotor (Colland et al, 2000). ihfA & reprimido por IHF, cujo sitio de ligagdo
coincide com a seqiiéncia promotora do gene (Aviv et al. 1994). IHF liga-se a um
sitio localizado acima de regido promotra de dps, aumentando sua transcricdo em
fase estacionaria de crescimento (Altuvia et al. 1994; Arfin et al. 2000) e sra também

tem sua expressdo em fase estacionaria aumentada por IHF (lzutsu et al. 2001).

Explica-se assim, do ponto de vista molecular, a diferenca no padrédo de transcrigao
de pstS em relagdo aos demais genes de PHO. Mas qual seria a razéo evolutiva
para esta diferenga? Existe alguma vantagem seletiva que tenha levado a selegéo
de um promotor “promiscuo”, capaz de ser reconhecido por 2 fatores sigma
antagdnicos, aparentemente “escapando” do balango energético entre crescimento e
protecdo? Propomos o seguinte modelo hipotético: uma vez que o operon pst regula
negativamente os genes de PHO, quanto maior sua expressdo, menor o nivel de
transcrigdo dos demais genes de PHO, dependentes de oP. Desta maneira, restaria
mais cerne de RNA polimerase livre para ligar-se ao fator o° e promover a

transcrigdo de seus genes dependentes.

Portanto, a transcri¢gdo de pst por Eo® estaria contribuindo para manter os demais
genes de PHO reprimidos, liberando mais unidades de RNA polimerase para
transcrever genes relacionados a sobrevivéncia. A promiscuidade do promotor de
pstS ndo escapa ao modelo de trade-off, mas pelo contrario, reforga o balanco
energético da célula, ajudando a atingir o equilibrio entre crescimento e protegao,

benéfico para a bactéria em situagdo de caréncia extrema de Pi.
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5.2 Polimorfismo de rpoS

O gene rpoS é necessario para a sobrevivéncia da bactéria em fase estacionaria de
crescimento, adaptagdo a choque osmético, termotoleréncia e outros estresses
(Atlung et al, 2002). Variagdes neste gene sdo muito comuns em populacdes de E.
coli (Ferenci, 2003). Além do mais, rpoS esta localizado em uma porgéo bastante
instavel do cromossomo (Kotewicz et al, 2003). Algumas mutagbes em rpoS
resultam na completa inativagdo deste gene, e outras levam a redugéo da atividade
de o° (Robey et al, 2001). Mutagdes em rpoS sdo geralmente adquiridas durante o
crescimento prolongado em fase estacionaria (Farrel e Finkel, 2003), em estoques
de bactérias (Sutton et al, 2000) e em situagbes de caréncia de nutrientes (Notley
McRobb et al, 2002)

Dentre as mutagdes comumente encontradas em rpoS esta uma transigédo C—T na
posicdo 99, que resulta em um codon de parada TAG (ambar) na posigéo 33 da
proteina. A presenca deste mutante ambar j& foi descrita por diversos autores
(Atlung et al, 2002, Rajkumari e Gowrishankar, 2002, Subbarayan e Sarkar, 2003 e
2004). Subbarayan e Sarkar (2003 e 2004) demonstraram que estes mutantes
sintetizam uma proteina o° menor do que a selvagem, que retém parcialmente sua
funcdo, ou seja, ¢ capaz de transcrever genes dependentes de o®, ainda que em
menor proporgao. Esta proteina truncada seria composta por 277 aminoacidos, 53 a
menos do que a o° selvagem, e seria traduzida a partir de um inicio de tradugao
alternativo, localizado na posicdo 157, e um possivel sitio Shine-Dalgarno na
posigdo 143 (Figura 2) (Rajkumari e Gowrishankar, 2002, Subbarayan e Sarkar,
2003 e 2004).

Neste trabalho, dentre as 7 cepas de E. coli analisadas, descobrimos 2 cepas que
portam a mutagdo ambar em seus alelos de rpoS, C600 e K10. Estas cepas
apresentaram um padrdo de atividade de FA e catalase diferente das demais.
Quando transformado em MG1655 rpoS::Tn10, o alelo rpoSAm néo inibiu a atividade
de FA e restaurou apenas parcialmente a atividade de catalase, mas quando
inserido nos mutantes rpoS::Tn10 de C600 ou K10, o nivel de catalase observado foi
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igual ao das demais cepas (Tabela 3). Estes resultados aparentemente
contraditérios foram explicados através de andlises de western-blot das proteinas
o°, que mostraram que as cepas C600 e K10 produzem uma proteina a° longa de
38 KDa, apesar da sequéncia de rpoS nestas cepas possuir a mutagdo ambar no
cédon 33. Por outro lado, o alelo oS de C600 e K10 quando transformado em
MG 1655, apresentou uma proteina o® truncada.

Para explicar a presenga de uma proteina longa nos mutantes ambar, sugerimos a
presenca de uma mutagdo supressora nestas cepas. Mutagdes supressoras s&o
frequentes em cepas de E.coli K12 (Belin, 2003) e podem suprimir até 60% de um
codon ambar (Eggertson e Soli, 1988, Belin, 2003). Ou seja, até 60% dos tRNAs de
anticédon AUC estariam carregando aminodcidos ao invés de estarem vazios,
conforme esperado para tRNAs com este anticodon, e dariam continuidade a sintese
da proteina longa. Quando os alelos foram introduzidos em BS16 (MG1655
rpoS::Tn10), uma cepa N30 supressora, observou-se apenas a proteina truncada de
30 kDa.

Para explicar como a proteina o® truncada estimula a sintese de FA, p.ropomos que
o fator o° truncado associado @ RNA polimerase seja capaz de transcrever phoA. As
cepas C600 e K10 ndo suprimem completamente o cédon ambar, de maneira que
ainda sintetizam a proteina truncada em quantidade consideravel, o que explicaria
os niveis elevados de FA destas cepas. Quando os mesmos alelos estao presentes
em uma cepa ndo supressora (por exemplo, MG1655), contribuem para a

transcrigdo de phoA, ao contrario do fator o° selvagem, que a inibe.

O efeito positivo de o® truncado sobre phoA parece ser exclusivo para os genes de
PHO. Quando analisamos o efeito de rpoSAm sobre outro gene dependente de o®,
o gene lacZ , foi observada a represséo da expressdo de /acZ, da mesma maneira
observada para o fator o° selvagem (Figura 26). Sugerimos que a transcrigéo de
phoA pelo fator o° truncado deve ser resultado de uma interagdo deste com a
proteina PhoB, lembrando que PhoB fosforilada (PhoB-P) é essencial para a
transcrigdo dos genes de PHO, interagindo ao mesmo tempo com o PHO-box e com
o fator.sigma (Makino et al, 1988).
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Resta ainda explicar as diferengas encontradas nos ensaios de FA entre as cepas
C600 e K10, apesar destas cepas portarem alelos rpoS idénticos (Tabela 4).
Provavelmente C600 e K10 apresentam mutagbes supressoras diferentes, que
sintetizam proteinas ¢° de 38 KDa, mas com a insergdo de um aminoacido diferente
no cédon 33. Existem 9 tipos de mutagdo supressora de cédons ambar em E.col,
que podem introduzir glutamina, leucina, serina, tirosina ou triptofano (Eggertsson e
Soll, 1998). A hipdtese de que C600 e K10 carregam aminoacidos distintos na
posicdo 33 de o° sera testada através do sequenciamento das proteinas o° destas
cepas. As proteinas 0° de C600 e K10 ja foram extraidas e purificadas e aguardam

a determinagdo da sequéncia de aminoacidos em espectrometro de massa.

5.3 Vantagens de ser um mutante ambar

Segundo King et al (2004), niveis diferenciados de rpoS estdo relacionados a
variagbes fenotipicas diversas em E. coli. Por exemplo, ha uma relagdo
inversamente proporcional entre capacidade nutricional (adaptabilidade a fontes
alternativas de carbono) e resisténcia ao estresse em bactérias que apresentam
niveis baixos ou altos de o°, respectivamente. Esta relagdo estaria sendo

coordenada pela concentragéo e funcionalidade de o° na célula.

O nivel de atividade de o° é determinante para a sobrevivéncia em certos
ambientes. Experimentos comprovaram que quando cultivadas em meio com baixa
concentragdo de glicose em co-cultura, a linhagem de E. coli que expressa baixos
niveis de o° sempre acaba prevalecendo em detrimento da outra linhagem que
expressa niveis mais altos deste fator sigma (King et al, 2004). O mesmo ocorreu em
nossos experimentos de competigdo, em caréncia de Pi (Figura 27). Esta vantagem
seletiva ficou conhecida como GASP (Growth Advantage in Stationary Phase)
(Zambrano et al, 1993, Zambrano e Kolter, 1996, Finkel, 2006). Mas qual seria a
vantagem em perder ou atenuar o fator o°, relacionado & transcricio de genes
necessarios em situacdes de estresse, em uma situagéo de baixa concentragéo de

nutrientes, que claramente constitui um estresse?
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Mutacdes em rpoS sdo muito comuns em cepas de laboratério (Nystrom, 2003), e foi
demonstrado que ha de fato uma vantagem em perder o® durante crescimento em
quimiostato em meio contendo baixa concentragéo de carbono, por exemplo, pois a
perda de o® acarretou uma expressao elevada de genes envolvidos na captagéo de
glicose, dependentes do fator o® (Notley-McRobb et al, 2002). Subbarayan e Sarkar
(2004) mostraram que uma cepa /POSAm nao supressora venceu uma cepa
contendo o alelo rpoS selvagem apés 4 dias de competigdo em meio LB. Devido a
alta freqiiéncia de mutantes ambar encontradas em populagdes de E. coli K-12,
alguns autores sugerem que este representaria a versao ancestral de rpoS (Atlung et
al, 2002, Subbarayan e Sarkar, 2004).

A aplicagdo do fenomeno de trade-off (Nystrom, 2003, 2004, Ferenci, 2003) sugere
que ha uma vantagem seletiva em perder ou atenuar a atividade de o°. Isto ajudaria
a entender a forte presenga dos mutantes &mbar em cepas de E. coli na natureza. A
perda ou diminuigéo da capacidade competitiva de o° frente & o® acarreta uma maior
disponibilidade de cernes da RNA polimerase livres para serem ligados pelo fator a®,
que pode transcrever mais livremente os genes relacionados a nutrigdo. Esta
vantagem seletiva, no entanto, é contra balanceada pela resisténcia ao estresse
conferida por o° (Nystrom, 2003). Portanto, o crescimento e a resisténcia ao
estresse impdem pressdes seletivas opostas, resultando em polimorfismos que

afetam rpoS (Ferenci, 2005).

Em condicbes de estresse, que levam a um aumento na expressdo de o,
combinadas com situagdes de caréncia de nutrientes, onde a expressao de genes
dependentes de o® é necessaria, sdo preferencialmente selecionadas mutagdes que
atenuem a expressdo de o° em relagdo a mutagdes nulas em rpoS (Ferenci, 2003).
O mesmo ocorre em fase estacionaria tardia, em que a bactéria tem de lidar com a
escassez nutricional, stress oxidativo e alteragdes de pH. Eliminar completamente o
fator o° nestes casos implicaria em perder completamente a resisténcia ao estresse.

P inibindo sua

Além disso, a proteina Rsd, que funciona como um fator anti- o
atividade, é transcrita a partir de um promotor dependente de o® (Jishage e
Ishihama, 1999), contribuindo para diminuir ainda mais a expressdo de genes

dependentes de o® na presenga de um fator o° plenamente funcional.
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Portanto, a selecdo de mutagdes &mbar em rpoS, que conferem uma atividade
parcial de o° a célula, parece solucionar o balango necessario em condi¢cdes

combinadas de estresse e caréncia nutricional extrema.

A competi¢do entre fatores sigma e a selegdo de mutagdes rpoS em determinadas
condigbes parecem indicar uma limitagdo no aparelho de regulagéo da bactéria
(Ferenci, 2003), que busca eliminar ou atenuar o fator o°, para que, através do
mecanismo de competigao, o® possa aumentar a transcrigdo dos seus genes
dependentes, relacionados a nutri¢ao. Este equilibrio entre reprodugédo e estresse,
quando aplicado ao nivel mutacional, ou seja, como um mecanismo de selecao
natural, foi denominado SPANC (Self-Preservation And Nutricional Competence
(Ferenci, 2005). SPANC & caracterizado pela selegdo de mutagdes que alterem o
balango trade-off da célula, de maneira que uma populagdo possa se adpatar a tipos
especificos de estresse. Ou seja, o balango trade-off € um mecanismo de regulagao
da bactéria, que permite que um individuo responda a situagbes de estresse,
enquanto o equilibrio SPANC implica na selegdo de mutagdes que alterem este
trade-off, através, por exemplo, de mutagdes em rposS.

O equilibrio SPANC & diretamente afetado pela competigéo entre fatores sigma, e
variagdes nos niveis de rpoS. As cepas com maiores niveis endogenos de rpoS s&o
precisamente aquelas com a taxa metabélica mais baixa (Ferenci, 2005). Estas
cepas estdo em desvantagem competitiva em ambientes de limitagdo nutricional, ja
que genes de captacgao e transporte de nutrientes séo reprimidos pelo antagonismo
de rpoS (Notley McRobb, 2002). Assim, ambientes com pressdes seletivas variadas
resultam na evolugdo de equilibrios SPANC especificos (Ferenci, 2005). Desta
forma, o sinergismo entre regulagio da expressao génica'e mutagdo (equilibrio
SPANC) é a causa mais provavel do sucesso evolutivo das bactérias (Ferenci, 2005).
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6 CONCLUSOES

Foi demonstrado que o° afeta negativamente a expressao de varios genes de PHO,
com excegdo do operon pst. Este efeito foi atribuido a uma competi¢cdo entre os
fatores o° e o® pela ligagdo ao ceme da RNA polimerase. O efeito diferencial
observado para o operon pst foi atribuido a presenca de uma citosina na posigéo -13
na regiéo promotora de pstS, conjuntamente com a presenca de um sitio de ligagéo
para a proteina IHF, localizado abaixo da regido promotora deste gene. Um modelo
baseado em trade-off foi proposto para explicar a dindmica da relacéo entre ¢° e os
genes de PHO. Ja que os genes de PHO sao dependentes de o, o acumulo de o®
durante a caréncia de Pi reduz a transcrigio dos mesmos. Por outro lado, pst, que
tem papel negativo na regulagéo de PHO, pode ser transcrito tanto por oP como por
o°. Desta forma, pst contribui para reprimir os demais genes de PHO, auxiliando a

manter um equilibrio entre nutrigdo e sobrevivéncia durante caréncia extrema de Pi.

O estudo de polimorfismo de rpoS detectou 2 cepas que contem um coédon TAG na
posigdo 97-99 deste gene, caracterizando uma mutagdo ambar, que provoca a
sintese de uma proteina truncada (30 kDa), com 53 aminoacidos a menos do que a

proteina selvagem (38 kDa).

As cepas portadoras do alelo rpoS @mbar (C600 e K10) possuem provavelmente um
fenotipo supressor, e sintetizam uma proteina longa (38 kDa) além da proteina
truncada (30 kDa). Sugerimos que a proteina truncada é capaz de transcrever phoA,
ja que sua super-express&o aumenta a atividade de FA nas cepas selvagens. Por
outro lado, o° truncada ndo teve efeito positivo sobre a expresséo de lacZ, outro
gene dependente de o®, sugerindo que a transcrigdo de phoA por Ec® deve ser
decorrente de uma interagéo entre o truncada e PhoB. C600 e K10 também
apresentaram diferengas entre si, em relagdo ao padrdo de expresséo de FA, o que

pode ser explicado pela presenca de diferentes tipos de supressao.
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The RNA polymerase core associated with &> transcribes many genes related to stress or

to the stationary phase. When cells enter a phase of phosphate starvation, the transcription of
several genes and operons, collectively known as the PHO regulon, is strongly induced. The
promoters of the PHO genes hitherto analysed are recognized by oP-associated RNA polymerase.
A mutation in the gene that encodes &5, rpoS, significantly increases the level of alkaline
phosphatase activity and the overproduction of &% inhibits it. Other PHO genes such as

phoE and ugpB are likewise affected by ¢°. In contrast, pstS, which encodes a periplasmic
phosphate-binding protein and is a negative regulator of PHO, is stimulated by ¢°. The effect
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of &> on the PHO genes is at the transcriptional level. It is shown that a cytosine residue at
position —13 is important for the positive effect of &° on pst. The interpretation of these observations
is based on the competition between &5 and ¢® for the binding to the core RNA polymerase.

INTRODUCTION

The RNA polymerase holoenzyme of Escherichia coli is
formed by the subunits «, 8, 8 and o that compose the core
of the enzyme and a ¢ subunit. The ¢ subunit, or ¢ factor,
is responsible for promoter recognition and transcription
initiation, while the core enzyme executes transcription
elongation. Seven different o factors have been identified in
E. coli. The two most important ones are o (also known as
¢’°) and ¢° (or a°®). o, when associated with the core
enzyme (Eo®), initiates transcription of the majority of the
E. coli genes while Ec® recognizes promoters and initiates
transcription of genes associated with stationary phase
survival and with the response to different stresses, such as
osmolarity, pH and temperature shifts (Hengge-Aronis,
2000). More than 70 ¢°-dependent genes have so far been
identified and more will probably be found in the future
(Hengge-Aronis, 2002a).

Eo® and Eo® recognize similar promoter sequences (Wise
et al., 1996; Espinosa-Urgel et al, 1996; Gaal et al., 2001;
Lee & Gralla, 2001) and in vitro studies have shown that
many genes are transcribed by both Ea” and Ec® (Nguyen
et al., 1993; Tanaka et al., 1993; Kusano et al., 1996 Colland
et al., 2000; Bordes et al., 2000), indicating that there is
some overlap in promoter recognition by the two sigma
factors. However, despite the similarities in promoter
recognition in vitro, the two sigma factors are normally
able to distinguish in vivo between oP- and o°-dependent

Abbreviations: AP, alkaline phosphatase; CAT, chloramphenicol acetyl
transferase.

promoters. No significant differences were found in the
consensus sequence of the oP- and ¢°- dependent —35
elements (Becker & Hengge-Aronis, 2001; Lee & Gralla,
2001) except that the —35 region in &> promoters can be
more degenerate than in o’ promoters (Gaal et al., 2001),
suggesting that Ec® interacts weakly or not at all with the
—35 element. In vitro selection of an optimized ¢° promoter
ended with identical consensus elements that agree with
those of ¢°-dependent promoters, both in the —10 and —35
positions (Gaal et al, 2001). However, a compilation of
41 o°-dependent promoters has led to the consensus
CTACACT at positions —13 to —7 (Lee & Gralla, 2001)
and another compilation of 56 promoters reached the
consensus TG(n)o,CYATACT (Lacour et al, 2003). These
studies have revealed that over 80% of the natural -
controlled promoters possess a cytosine at the —13 posi-
tion (Espinosa-Urgel et al., 1996; Becker & Hengge-Aronis,
2001).

The PHO regulon of E. coli consists of more than 40 genes
and operons whose transcription is induced under condi-
tions of inorganic phosphate (Pi) starvation and that are
related to the uptake and assimilation of Pi and phosphory-
lated compounds. The best characterized ones are phoA,
phoE, the pst operon and the ugp operon, which encode,
respectively, alkaline phosphatase (AP), the anion porin
PhoE, the Pi transporter Pst and the glycerol-3-phosphate
transporter Ugp. Apart from its role as a Pi-transporter,
the Pst system also functions as a negative regulator of the
PHO regulon, because most mutations in the pst operon
lead to the constitutive synthesis of all PHO genes (Wanner,
1996). The promoters of the PHO genes display one or more
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consensus regulatory sequences known as PHO-boxes that
replace the —35 element. Transcription is regulated by a
two-component system that is composed of the proteins
PhoB and PhoR. When the concentration of Pi in the
medium decreases below a certain level, the sensor protein
PhoR auto-phosphorylates and transfers the Pi group to
the regulatory protein PhoB, which in turn binds to the
PHO-boxes and allows transcription of the PHO genes by
interacting with Eq® (Wanner, 1996; Makino et al., 1996).

In preliminary experiments we have noticed that in rpoS
mutants the expression of AP was considerably stronger
than in the wild-type strain, implying that o° is involved in
the regulation of AP. Here we demonstrate that o° negatively
affects the expression of phoA, phoB, phoE and ugpB, but
not pstS. The competition between ¢° and ¢ for the core
RNA polymerase is proposed to explain this differential
effect of o> on the expression of the PHO genes.

METHODS

Strains and plasmids. These are listed in Table 1.

Growth media and growth conditions. The rich medium was LB
(Miller, 1992). Medium A is a semi-rich medium that is low in Pi
(Levinthal et al, 1962). T-salts medium is a Tris-buffered minimal
medium supplemented with 0-4% glucose (Echols et al, 1961) that
contains either 1 mM KH,PO, in the high-Pi minimal medium or
0-1 mM KH,PO, in the low-Pi minimal medium. For the assay of
the kinetics of AP induction, cells were grown in a high-Pi minimal
medium until they reached an ODsy of 0-2-0-3. They were then
washed and resuspended in a minimal low-Pi medium. Samples
were taken at 30 min intervals for AP assays. For RNA extraction, a
20 ml sample was taken from bacteria growing in minimal high-Pi
medium and a second sample was taken from a culture grown for
2 h in minimal low-Pi medium. For the assays of AP and chloram-
phenicol acetyl transferase (CAT), cells were grown overnight in
medium A, and in medium A supplemented with 1 mM KH,PO,.

PCR amplifications. The rpoS fragment was amplified using
genomic DNA extracted from strain MG1655 as template and the
oligonucleotides rpoS+ (ATACTGCAGGCAGCAAAGGACAGG)
and rpoS— (CGTCGCGGCTGAAGCTTACAACAC). Bold letters
indicate restriction sites. The DNA fragments used as probes for
phoA, phoB, phoE, pstS and ugpB were amplified as above using the
oligonucleotides phoA+ (CAGCATTCCTGCAGACGATAC) and
phoA— (GATCAAGCTTAATGTATTTGTACATGGAGAA), phoB+
(TCAAACACCTCAAGCGCGAG) and phoB— (GCTCCAGTGCTT-
TACGCA), phoE+ (ACCTGGGGGCGTTGTATGAC) and phoE—
(TTGGTGCGATCTGAGTTGGTAT), pstS+ (CTTCCCTGCGCCG-
TGTATGC) and pstS— (TCAGCGGAGATCAGTTTGGTGTT) and
ugpB+ (GACGCGGTGCTGGAGTTCAATA) and ugpB— (CCGC-
CCCTGGGTTTTTCTCATA), respectively.

Plasmid construction. Plasmids pNP1 and pNP5 were constructed
by digesting the rpoS PCR fragment with Pstl and HindIll followed
by ligation to the same sites of plasmids pKK223-3 and pACT3,
respectively, Plasmid pBS11 was constructed by digesting a pst PCR
fragment with Dral and BsfYI followed by ligation to pKK232-8
digested with Smal and BamHI.

Enzyme assays. AP was assayed using p-nitrophenyl-phosphate
(p-NPP) as substrate as described by Spira et al. (1995). AP-specific
activity is represented by the increase in absorbance at 410 nm
min~" (cell density)”". Catalase activity was measured qualitatively
by mixing 50 pl cells (ODsgo=3-0) with 50 ul 3% hydrogen per-
oxide and observing the appearance of bubbles caused by the release
of O,. CAT assays were performed essentially as described by Shaw
(1975). Cells were disrupted by sonication and protein concentration
was determined by the method of Bradford (1976). The substrate
was 5,5'-dithio-bis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) together with
acetyl-CoA and chloramphenicol in a total volume of 500 pl. The
reaction was started by adding chloramphenicol at a final concentra-
tion of 0-1 mM to a cuvette containing 0-4 mg DTNB, 0-5 mM
acetyl-CoA and cell extract. The absorbance increase rate at 412 nm
was recorded. CAT activity was calculated as nmoles min~'
(mg protein) .

RNA extraction and Northern-blot analysis. RNA was extracted
by the guanidine thiocyanate method, as described by Chomczynski
& Sacchi (1987). RNA (20 ug) was electrophoresed in a 1% agarose

Table 1. Strains and plasmids used in this study

Strain Genotype Source

BS7 MG1655 A(pstSCAB-phoU) 560:: KmR Spira et al. (1995)

BS16 MG1655 rpoS::Tni0 (P1 transduction from RH90 into MG1655) This work

BW17335 DE3(lac)X74 A(pstCAB—pholU) 560:: kan Steed & Wanner (1993)

MG1655 Wild-type E. coli K-12 Lab collection

NP34 BS16 A(pstSCAB-phoU) 560:: KmR (P1 transduction from BW17335 into BS16) This work

RH%0 MC4100 rpoS::Tnl0 Lange & Hengge-Aronis (1991)

Plasmids

pACT3 Cloning vector Dykxhoorn et al (1996)

pBS11 pstS—cat transcriptional fusion This work

pKK223-3 Cloning vector Amersham Pharmacia Biotech

pKK232-8 Cloning vector Amersham Pharmacia Biotech

pMRG7 rpoD™ cloned under Ptac R. Burgess

pNP1 rpoS* cloned in pKK223-3 under Ptac This work

pNP5 rpoS™ cloned in pACT3 under Prac This work

pNP6 pBS11 that carries a —13 C—T transition in the pstS promoter This work

pRPOD rpeD* in pBR322 K. Makino J
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gel containing 7% formaldehyde for 3 h. The RNA was transferred
to a nylon membrane by capillary action. Probes for phoA, phoB,
phoE, pstS and ugpB were synthesized with [x-*PJACTP by random
primer labelling using the DNA fragments obtained by PCR, as
described above. For synthesis of the rpoD probe, a 1-5 kb fragment
digested from plasmid pRPOD with BamHI and Sad was used. The
labelled probes were hybridized with the membranes at 42 °C for
16-20 h and the membranes were exposed to X-ray films.

Site-directed mutagenesis and DNA sequencing. Site-directed
mutagenesis was performed by the circular mutagenesis method,
using double stranded DNA templates and selection with Dpnl, as
described by Sambrook & Russell (2001). Plasmid pBS11, carrying a
pstS—cat fusion, was used as a template for the PCR reaction. The
oligonucleotides pstSmut + (CTGTCACCTGTI'I'GTCITA’I'I'ITG-
CTTCTCGTAGCCAACAAAC) and pstSmut— (GTTTGTIGGCTA-
GGAGCAAAATAAGACAAACAGGTGACAG) contain the desired
mutation (underlined). The product of the amplification was treated
with Dpnl and transformed into strains MG1655 and BS16. Both
wild-type and mutated plasmids were sequenced in an automatic
sequencer type ABI Prism 3100 Genetic Analyser (Applied
Biosystems/Hitachi) to confirm the presence of the point mutation.

RESULTS

Effect of rpoS inactivation on AP synthesis

Overnight-grown cultures of the wild-type strain (MG1655)
and its isogenic rpoS:: Tnl0 mutant (BS16) grown in excess
or limited Pi media were assayed for AP activity. As
expected, cells grown in limited Pi expressed high levels
of AP (Fig. 1) while cells grown in excess Pi media showed
only a basal level of AP activity that did not exceed a specific
activity of 0-015 (not shown). The rpoS mutation caused a
threefold increase in AP activity (bar b) when compared
to the wild-type strain (bar a), indicating that o° negatively
affected the expression of AP. When a multicopy plasmid
that carries the wild-type rpoS™ gene under the control of
the tac promoter (plasmid pNP1) was introduced into the
wild-type strain (bar c) and into the rpoS mutant (bar d), the

Alkaline phosphatase
N

Fig. 1. Effect of rpoS on AP activity. Cells were grown
overnight in medium A and assayed for AP activity. Bars:
a, wild-type (strain MG1655); b, rpoS::Tn10 (strain BS186);
c, wild-type transformed with prpoS™* (plasmid pNP1); d,
rpoS::Tn10 transformed with pNP1; e, wild-type transformed
with prooD* (plasmid pMRG7); f, rpoS::Tn10 transformed
with pMRG?7. Bars represent the meanszSE of at least four
independent experiments.

level of AP activity dropped to approximately half the level
of the wild-type parent, suggesting that an excess of o
inhibited AP expression. Introducing plasmid pMRG7,
which overexpresses rpoD™, into the wild-type (bar e) and
the rpoS mutant (bar f) increased AP activity by 3-7- and
1-5-fold above the level of their untransformed parents,
respectively. The elevated expression of AP in the presence
of the multicopy rpoD* plasmid supports a previous
observation that phoA transcription is driven by EoP
(Makino et al., 1993).

The concentration of ¢ is known to increase progressively
in cells that enter the stationary growth phase and in cells
that undergo carbon or Pi-starvation (Hengge-Aronis, 1993;
Gentry et al., 1993; Ruiz & Silhavy, 2003). To test at what
stage of the Pi-starvation process ¢® affects the expression
of AP, exponentially growing cultures of the wild-type
strain, rpoS::Tnl0 mutant and its transformant carrying
plasmid pNP5 (rpoS* under the control of Ptac and the
lad® allele that overproduces the Ptac repressor Lacl) were
suspended in a low-Pi minimal medium and monitored for
AP activity for several hours (Fig. 2). All of them entered
the Pi-starvation phase between 30 and 60 min as seen by
the induction of AP and the subsequent deceleration of the
growth rate (insert). The induced enzyme activity of the
wild-type strain reached its maximal level at 90 min (Fig. 2,
@), while the activity of the 7poS mutant kept rising and
reached a threefold increase over the wild-type at 210 min
(Fig. 2, M). The data suggest that at the early starvation
phase (as of 90 min) the amount of o> in the cell was already
sufficient to prevent further induction of AP. The pNP5
transformant showed a similar pattern of AP induction even
in the absence of the inducer (IPTG), suggesting that the
tac promoter was sufficiently leaky to suppress the effect
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Fig. 2. Kinetics of the effect of rpoS on AP activity during Pi
starvation. Exponential-phase cells were suspended in a low-Pi
minimal medium and monitored for growth (insert) and AP
activity. Wild-type strain (@); 7p0S::Tn10 (m); rpoS* plasmid
pNP5 in rpoS::Tn10 without PTG (A) and with 100 uM IPTG
(@).
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of the rpoS mutation (Fig. 2, A). However, the presence of
100 pM IPTG caused a further inhibition of AP activity
from the very beginning of the starvation phase (Fig. 2, @)
These results indicate that the negative effect of o> on AP
synthesis has already begun at the early Pi-starvation phase
and that it is stronger when ¢ is overexpressed.

rpo$S inhibits AP expression in non-starved cells

To test if ¢° is able to inhibit AP expression of non-starved
cells, the rpoS::Tnl0 mutation was introduced into a
strain that carries a deletion of the entire pst operon (strain
NP34). This is a constitutive mutant that produces AP
independently of the external Pi concentration. Samples
were withdrawn every hour from cultures of this mutant
and of its rpoS™ parent grown in LB medium (a medium
that contains excess Pi). The samples were assayed for
growth rate, for AP activity and for catalase activity. Syn-
thesis of catalase (encoded by katE) is strongly dependent
on the presence of o (Schellhorn et al, 1998). The insert
in Fig. 3(a) shows that both strains grew exponentially for
the first 120 min and entered the stationary phase there-
after. Fig. 3(a) shows that during the first 120 min of
exponential growth, both strains presented a similar level of
constitutive AP activity. Upon entry into the stationary
phase, cells growth was drastically reduced and in the rpoS™
strain the enhanced formation of Ec® polymerase led to
the expression of genes related to cell survival, such as
catalase, and caused the arrest of AP synthesis. Due to its
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Fig. 3. Effect of rpoS on AP activity of PHO-constitutive non-
starved cells. Exponential growing cells BS7 (Apst; @) and
NP34 (Apst rpoS::Tn10; ®) were suspended in LB medium
and monitored for growth (insert), for AP activity (a) and for
catalase activity, which is observed by the bubbled spots (b).

Excess Pi Limited Pi
1 2 3 4 5 6

®
N

phoB

phoE

i
ol

Fig. 4. Effect of rpoS on the mRNA level of phoA, phoB,
phoE, pstS and ugpB. Exponential-phase wild-type cells (strain
MG1655), rpoS::Tn10 mutant (strain BS16) and the rpoS
mutant transformed with plasmid pNP1 were resuspended in
medium A supplemented or not with Pi and grown for 2 h.
RNA was extracted and probed with labelled phoA, phoB,
phoE, pstS and ugpB DNA fragments as described in
Methods. To confirm that equal amounts of RNA were applied
to the gels, the membranes were stripped and rehybridized
with a labelled rpoD probe (not shown). Lanes 1 and 4, wild-
type; 2 and 5, rpoS::Tn10; 3 and 6, plasmid pNP1 (prooS™)
in rpoS::Tn10. Lanes 1-3, cells grown in excess Pi; 4-6,
cells grown in limited Pi.

ugpB
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strong stability (Torriani, 1960) the activity of AP remained
constant. The slight and gradual decline of its specific
activity {EU (cell density) '] is due to the gradual increase
in the optical density of the stationary cells (see insert). In
contrast, in the rpoS™ cells, no ¢° is formed to compete with
o, and many of the Ec”-dependent housekeeping genes
cease to transcribe, providing excess Ea” available for the
increased expression of AP that is evident in these cells.
The appearance of catalase activity at the onset of the
stationary phase (Fig. 3b) testifies to the induction of .
These results demonstrate that ¢° down-regulates AP
expression also in the presence of excess Pi and therefore
this inhibition is not related to the mechanism of PHO
induction by Pi-starvation.

rpo$ inhibits the transcription of phoA, phoB,
phoE and ugp but not that of pst mRNA

To test whether the effect of ¢° on AP is at the transcrip-
tional level and if the expression of other genes that belong
to the PHO regulon are also affected by ¢°, Northern blot
analyses were conducted. DNA probes that are specific for
the genes phoA, phoB, phoE, pstS and ugpB were hybridized
with RNA extracted from Pi-starved and from non-starved
wild-type cells, rpoS::Tnl0 mutants and rpoS::Tnl0
mutants transformed with a prpoS™ plasmid (pNP1).
Fig. 4 shows that, as expected, all probes strongly hybridized
with mRNA extracted from Pi-starved cells (lanes 4, 5 and
6), while no signal was detected from hybridization of the
probes with mRNA extracted from cells grown in excess
Pi (lanes 1, 2 and 3). The signals corresponding to phoA,
phoB, phoE and ugpB were significantly stronger in the rpoS
mutant (lane 5 as compared to the wild-type lane 4) and
were reduced by the overexpression of rpoS (lane 6),
indicating that the negative effect on ¢° is at the trans-
criptional level. In contrast, the signal corresponding to
pstS was moderately weaker in the rpoS mutant than in the
wild-type and slightly stronger in the presence of the
multicopy plasmid that expresses o°. These results suggest
that ¢° inhibits the transcription of phoA, phoB, phoE and
ugp and moderately stimulates the transcription of pstS.

A cytosine residue at position —13 is important
for o° recognition of the pst promoter

The inconsistency between pstS and the other PHO genes
with regard to their response to ¢° may reflect sequence
differences in their promoters. PHO promoters are devoid
of a —35 sequence, carrying one or more PHO-boxes
instead. The —10 regions of all known PHO promoters
are depicted in Fig. 5. phoA, phoE, phnC, psiE and ugpB all
carry a thymine residue at position —13, phoH has an
adenine and phoB a guanine residue, while pstS carries a
cytosine at that position. Previous reports have suggested
that promoters carrying a C residue at position —13 are
preferred by Eo® (Espinosa-Urgel et al., 1996; Bordes et al,
2000; Gaal et al., 2001; Becker & Hengge-Aronis, 2001;
Lee & Gralla, 2001). Therefore, the presence of the —13C
residue might confer on the pst operon the ability to be
transcribed also by Eo® explaining why, in contrast to the
other PHO genes, the expression of pstS is reduced rather
than induced by the rpoS mutation.

To test this hypothesis, the promoter of pstS, the first gene
of the pst operon and which governs the transcription of
the entire operon (Aguena et al, 2002), was cloned in
plasmid pKK232-8, creating an operon fusion between the
pstS promoter and the reporter gene that encodes CAT
(cat, plasmid pBS11). The —13 cytosine residue of the pst
promoter in this fusion was replaced by a thymine by site-
directed mutagenesis (plasmid pNP6). Both plasmids were
transformed into the wild-type strain (MG1655) and into
its isogenic rpoS::Tnl0 mutant. The transformants were
grown overnight under limited Pi concentrations and in
excess Pi and were assayed for AP and CAT activity. Fig. 6
depicts the ratios of enzyme activities between the rpoS
mutant and the wild-type strain transformants, grown
under conditions of Pi-starvation. As before, AP activity
was twofold higher in the rpoS mutant than in the wild-
type (bar a). CAT activity that represents the wild-type
pstS promoter (—13C) was 25 % lower in the rpoS mutant
when compared to its rpoS* parent (bar c), confirming the
lower pstS mRNA level in the absence of ¢° (Fig- 4). In
contrast, the modified promoter where the —13C residue

PHO-boxes -10

AGETGTCATARAGIIGICACISGCCGAGACTTATAGTCGCT phoA
GOTTTTCATARATCIGTCATAAATCTGACGCATAATGACG phoB
ATETGTAATATRTCTITAACRATCTCAGGTTAARRACTTT phoE
CACTGICATCACTCTGICANCTTTCCAGTAGARACTAATG phoH

ATCTGTTAGTCACTTTTAATTAACCAAATCGTCACAATAATC phnC

AGETTGARCARAACATACAGAANAATATAGATCTCCGTCACATTTTTGCGTTATACAGGAA PSIE

CTETGTCATAARACTGTCATATTCCTIACATATARCTGTCACC TGTTTGTCCTATTTIGCTT PSS

TAF “TATCTTACARATL ETQAqAAAAmETTATTTTTETETAATITCGI-\GCATGTCATGTTACCC ugpB

Fig. 5. DNA sequences of PHO promoters.
The PHO-boxes are framed and the —10
sequences are underlined. The =13 position
is in bold.
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Fig. 6. Effect of rpoS on AP and CAT activities in strains
carrying a plasmid with a —13T mutation in the promoter region
of pstS. Cells were grown overnight in medium A and assayed
for AP and CAT. Bars represent the enzyme levels of the
rpoS::Tn10 mutant (strain BS1 6) divided by those of the wild-
type strain {strain MG1655). Bars a and ¢, strains carrying the
wild-type pst promoter (plasmid pBS11, -13C); b and d,
strains carrying the mutated (—13T) pst promoter (pNP6). Each
bar represents the meanxSE of at least five independent
experiments.

was replaced by a T (—13T) showed more than a twofold
increase in CAT activity in the rpoS mutant (bar d) that was
similar to the stimulation of AP activity (bar b). Thus, the
C—T transition at the —13 position of the pst promoter
caused it to act like the promoters of phoA, phoE and ugp.
Under excess Pi the cells showed only low basal levels of
both enzymes, indicating that transcription of the mutant
pstS is also PhoB-dependent (not shown). These results
suggest that the presence of a —13C residue in the pst
promoter is important for ¢° recognition of this promoter
and below we present an evolutionary rationale to this
observation.

DISCUSSION

Phosphorus limitation is very common in natural environ-
ments (Barik et al., 2001; Sundareshwar et al., 2003); hence
the PHO regulon of bacteria growing in their natural
habitats should be constantly expressed. The activation of
the general stress response controlled by ¢ is also frequent
in nature (Hengge-Aronis, 2002b). At first sight, the
molecular mechanisms used by bacteria to protect them-
selves against both types of stress should be compatible,
if not synergistic. However, during its evolution, E. coli
developed two separate and apparently antagonistic
mechanisms to cope with each type of stress, the o> regulon
and the PHO regulon. When cells enter the Pi-starvation
phase, the PHO regulon is activated and ¢° starts to
accumulate in the cytosol (Gentry et al, 1993; Wanner,
1996; Ruiz & Silhavy, 2003). The simultaneity of these
events creates a situation where, on one hand, the PHO
genes, whose expression is o"-dependent, demand their
own transcription and, on the other hand, ¢® accumulates

and competes with ¢” for the core RNA polymerase. Thus,
in this case there is no apparent benefit from the com-
petition between the sigma factors and therefore it is
paradoxical that ¢°, which controls the general cell res-
ponse to stress, inhibits the expression of genes related to
phosphate starvation.

In E. coli, ° and the alarmone guanosine tetraphosphate
(ppGpp) are the key factors that promote the transition
from growth proliferation to stasis, where proteins related
to protection against the deleterious effects of oxidation
are expressed. This led to the suggestion that there is a
trade-off between bacterial survival and proliferation, such
that the expression of genes encoding proteins involved in
cell growth is inhibited by factors that promote survival
and vice-versa (Nystrom, 2003). The PHO regulon genes,
whose function is to acquire and assimilate Pi in order to
restore cell growth, are inhibited by ¢° whose main concern
is with the expression of genes related to cell survival.
The competition between o and o for the core RNA
polymerase inhibits the oP-transcribed PHO genes either
directly or indirectly via the ¢°-promoted inhibition of the
positive regulator PhoB.

Unlike all other PHO genes tested, pstS was somewhat
stimulated by the induction of ¢°. In addition to its role
in Pi transport the pst operon also serves as a negative
regulator of the PHO genes (Wanner, 1996). Moreover, its
promoter carries a feature shared by many o°-promoters
(Hengge-Aronis, 2000), namely, the presence of a func-
tional IHF binding site that helps elevate its expression and
thereby reduce the expression of AP (Spira & Yagil, 1999).
The pst promoter is the only one of eight known PHO
promoters that possesses a cytosine residue at the —13
position (Fig. 5). Our results suggest that pst may be
transcribed in vivo by both Eo® and Eo®, and that the
other PHO genes are transcribed only by Eo®. Is there a
teleological reason for the differential behaviour of pstSin
relation to the other PHO genes? Being a negative regulator
of PHO, an increase in Pst expression would reduce the
transcription of the other PHO genes that are driven by o®,
thereby providing more RNA polymerase core enzyme to
interact with @°. As a result, o>-dependent genes that are
important to bacterial survival during stress could be more
readily transcribed. In such a trade-off way, the controlled
repression of the PHO genes by Pst might be beneficial for
cell survival during prolonged Pi starvation periods. The
negative effect of rpoS on gene expression as a result of ¢°
competition against o° was already reported for other o®-
transcribed systems. These include the glucose transport-
related genes mal and mgl (Notley-McRobb et al., 2002), the
type 1 fimbrial genes fimA and fimB (Dove et al., 1997),
ompF (Pratt et al, 1996), the stress-induced gene uspA
(Farewell et al, 1998) and several other genes that were
found to be hyperexpressed in the absence of a functional 6°
{Xu & Johnson, 1995; Farewell et al., 1998).

Ruiz & Silhavy (2003) have recently shown that in a pstS
mutant that causes PHO constitutivity ¢° is already strongly
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expressed in the exponential growth phase. The results
shown in Fig. 3(b), where o°-dependent catalase activity
was induced only upon entry into the stationary phase,
suggest that even if o> is expressed at high levels in the
exponential phase in PHO-constitutive mutants, it is not
able to induce the synthesis of o°-dependent promoters.
Also, there was no significant difference in the level of AP
between the wild-type and the rpoS mutant during the
exponential phase (Fig. 3a). Kvint etal (2000) have demon-
strated that ¢°-dependent promoters require ppGpp for
induction in the stationary phase, but PHO-constitutive
mutants present a low level of ppGpp in the exponential
phase of growth (Spira et al., 1995). Thus, if o® is present in
the exponential phase, it is probably inactive.

In conclusion, we have shown that o° negatively affects the
expression of several PHO genes, but not that of the pst
operon. We suggest that this effect is due to a competition
between ¢° and ¢ for the core RNA polymerase. Since the
PHO genes are transcribed by Eo®, accumulation of ¢° in
the cytosol during the starvation phase reduces their
transcription. In contrast, pst, which is also a negative
regulator of PHO, may be transcribed by both ¢° and ¢°.
Through this mechanism the PHO regulon has evolved to
maintain a trade-off balance between cell nutrition and cell
survival during severe Pi-starvation stress.
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Abstract The pst operon, a member of the PHO regulon
of Escherichia coli, encodes a high-affinity phosphate
transport system whose expression is induced when the
cells enter a phase of phosphate starvation. The
expression of pst is stimulated by the integration host
factor (IHF). Transcription of the PHO regulon genes 1s
1mt1ated by the RNA polymerase complexed with o°
(EcP). Owing to a cytosine residue at position —13 of
the Spst promoter its transcription can also be initiated by

Here, we show that inactivation of IHF in vivo
abohshes the o5-dependent transcription initiation of the
pst operon, indicating that both —13C residue and IHF
are re%ulred to confer on pst the ability to be transcribed
by Ec¢”. Introduction of a —13C residue in the promoter
region of phoA, another PHO regulon gene that is not
directly affected by IHF, did not affect its exclusive
transcription initiation by Eg®.

Keywords PHO regulon - pst operon - IHF -
rpoS - Escherichia coli

Introduction

Escherichia coli possesses several architectural proteins
that mimic the function of histones by assisting DNA
folding and compaction. One of the best-characterised
histone-like proteins is the integration host factor (IHF),
which is a relatively abundant small DNA-bending
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protein (Goosen and van de Puttel995). IHF is an
asymmetric protein that binds DNA at specific sites,
causing a bent of 160° in the DNA molecule (Rice et al.
1996). It is a heterodimer composed of subunits IhfA
and IhfB that are encoded by ihfA and ihfB, formerly
known as himA4 and himD or hip (Weisberg et al. 1996).

Integration host factor has first been characterized as
an accessory protein in the site-specific recombination
process of phage A (Miller and Friedman 1980), but it is
also involved in the modulation of bacterial gene
expression (Goosen and van de Putte 1995). The level of
IHF increases in the stationary growth phase (Ditto et al.
1994) and several stress-specific 6°>-dependent promoters,
such as ikfA, dps, osmY and sra, are known to be regu-
lated by IHF (Arfin et al. 2000; Langé et al. 1993; Izutsu
et al. 2001). In some cases, the presence of an IHF
binding sxte in the promoter region favours transcrlptlon
by the ¢° factor, while in others transcription is inhibited
by IHF (Aviv et al. 1994; Colland et al. 2000).

The PHO regulon of E. coli consists of more than 40
genes and operons whose transcription is induced by
inorganic phosphate (Pi) starvation. Among them are
phoA, which encodes alkaline phosphatase (AP) and the
pst operon, that encodes the high affinity Pi uptake
system Pst. Pst also possesses a negative regulatory
function, as most mutations in the pst operon impose
constitutivity on all PHO genes (Wanner 1996). Despite
being stress-dependent, transcription of the PHO genes
is mmated by RNA polymerase complexed with ¢°
(Eo®; Makino et al. 1996). The only exceptlon is pst,
whlch in addition to 1ts transcription by Ea®, can also
be transcribed by Eo® (Taschner et al. 2004). A reason
for that is probably the unique presence of a cytosme
residue in the —13 posmon at the pst promoter region, a
feature shared by most ¢° dependent promoters (Lacour
et al. 2003; Lee and Gralla 2001; Weber et al. 2005). It
has also been demonstrated that the pst promoter region
possesses a functional IHF binding site that is located
between the pst promoter and the Shine-Dalgarno se-
quence, and that IHF stimulates pst transcription (Spira
and Yagil 1999).



In the present reEort we show that IHF plays a po-
sitive role in the Eo”-dependent transcription of the pst
operon and that a —13T to —13C mutation in the IHF-
independent promoter of phod does not permit its
transcription by E¢>.

Methods
Strains and plasmids

These are listed in Table 1.

Growth media and growth conditions

Medium A is a semi-rich medium that is low in Pi
(Levinthal et al. 1962). In the high-Pi medium it is
supplemented with 1 mM KH,PO,. For the assays of
AP and chloramphenicol acetyl transferase (CAT), cells
were grown overnight in low-Pi medium A.

Enzyme assays

Alkaline phosphatase was assayed using p-nitrophenyl-
phosphate (p-NPP) as substrate as described (Spira et al.
1995). AP activity is represented by the increase in
absorbance at 410 nm min~! per OD unit at 540 nm.
CAT assays were performed essentially as described
(Taschner et al. 2004) using 5,5- dithio-bis (2-nitro-
benzoic acid) (DTNB) together with acetyl-CoA and
chloramphenicol as substrates. The increase rate in
absorbance at 412 nm was recorded and CAT activity
was calculated as nmoles min~' (mg protein)™".

Plasmid construction
Plasmid pNP4 was constructed by amplifying the phoA

fragment from the chromosome of strain MG1655 using
the oligonulcleotides CAGCATTCCTGCAGACGAT

235

AC and ATTTTCATAGCAGGATCCCTCTTCA (bold
letters indicate the restriction sites for Pstl and BamHI
introduced by point modifications). The phod4 PCR
fragment was then digested with BamHI and Pstl and
ligated to the same sites of plasmid pUC19. Plasmid
pNP8 was constructed by digesting plasmid pNP4 with
BamHI and Hindlll and ligating the resulting phoA
fragment to the same sites of the low-copy plasmid
pGB2.

Site-directed mutagenesis and DNA sequencing

Site-directed mutagenesis was performed by the circular
mutagenesis method, using double stranded DNA tem-
plate and selection with Dpnl, as described (Sambrook
and Russel 2001). Plasmid pNP8, carrying the intact
phoA gene, was used as template for the PCR reaction.
The oligonucleotides CTGTCATAAAGTTGTCACG
GCCGAGACCTATAGTCGCTTTG and CAAAGCG
ACTATAGG TCTCGGCCGTGACAACTTTATGAC
AG carried the desired mutation (underlined). The
amplification product was treated with Dpnl and
transformed into strains JY16 and NP23, Both wild type
and mutated plasmids were sequenced in an automatic
sequencer type ABI Prism 3100 Genetic Analyser (Ap-
plied Biosystems/Hitachi, Warrington, UK) to confirm
the presence of the point mutation.

Results and discussion

In a previous report we have demonstrated that replac-
ing the cytosine residue at position —13 of the pst pro-
moter with a thymine abolishes its ability to be
transcribed by Eo® (Taschner et al. 2004), indicating that
the —13C residue is important for promoter recognition
by 6. Since the pst promoter is the only PHO promoter
that can be recognized by ¢° and is the only one that
displays the consensus binding site of S (~13-
CTANNNT) (Lee and Gralla 2001; Weber et al. 2005),
we tested if this ¢° —10 consensus site is sufficient to

Table 1 Strains and plasmids

used in this study Strains and plasmids Genotype Source
Bacteria
JY16 phoA (Rao et al. 1993)
NP23 JY16 rpoS:Tnl0 This study
NP69 RW1370 rpoS::Tnl0 This study
NP108 RW1369 rpoS::Tnl0 This study
RW1369 F~ thyd strA (Weisberg et al. 1996)
RW1370 F~ thyA strA ihfB (hipl57) (Weisberg et al. 1996)
Plasmids
pBS11 pstS-cat trancriptional fusion (Taschner et al. 2004)
pGB2 Cloning vector (Churchward et al. 1984)
pNP4 phoA™ cloned in pUCI9 Lab collection
pNP38 phod* cloned in pGB2 This study
pNP9 phod (carrying a —13T —» C This study

point mutation) cloned in pGB2

pUCI19

Cloning vector

(Yanisch-Perron et al. 1985)
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allow transcription of other PHO genes by Eo®. The —10
region of the phoA promoter (—13-TTATAGT) differs
from the ¢° consensus in that it carries a —13 thymine
residue. The —13 thymine of the phoA promoter was
therefore replaced with a cytosine residue (plasmid
pNP9) to test 1f phoA would now be able to be tran-
scribed by E¢S. Plasmid pNP8 carries the wild-type
promoter. Two isogenic phoA-mutant strains, one with
and the other without an rpoS knockout mutation, were
transformed with each of these plasmids and were as-
sayed for AP activity under condmons of Pi-starvation
(Fig. 1). The untransformed rpoS™* and rpoS~ control
strains (Fig. 1, columns a, b) show only a negligible AP
activity. The assay of these two host strains transformed
with pNP8 that expresses pho4 under the wild-type
promoter (columns ¢, d) confirms that the presence of oS
partially represses AP activity (Taschner et al. 2004).
When the two host strains were transformed with pNP9
that expresses phoA4 under the —13C promoter mutation
(columns e, f) the expression of AP was strongly
diminished, but the presence of ¢° still 1nh1b1ted AP
activity, i.e., unlike the pst promoter, the o° consensus of
the phoA promoter, provided bgf the —13T — C substi-
tution does not support any Eo™-mediated transcription
of phoA This suggests that another factor is required by
Eo to initiate transcription from a phoA promoter. This
extra factor could be the presence of a functional IHF
binding site, which is present in the control region of pst
(Spira and Yagil 1999)

To test if IHF is involved in the ¢-promoted tran-
scription initiation of the pst operon, a strain carrying a
mutation in the ihfB locus and its isogenic i4f" parent,
each with and without an rpoS knockout mutation, were
transformed with plasmid pBS11 that carries a truncated
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AP activity
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Fig. 1 Effect of rpoS on AP activity of bacteria carrying a
—13T - C mutation in the phod promoter. Cells were grown
overnight in medium A and assayed for AP. a phoA-negative
mutant JY 16; b phoA rpoS double mutant NP23; ¢ plasmid pNP8
(pphoA*)in stram JY16; d plasmid pNP8 in strain NP23; e plasmid
pNP9 (phoA™ carrymg a —13T — C mutation) in strain JY16; {
plasmid pNP9 in strain NP23. Bars represent the means + SD of
three independent experiments

pst operon fused to the promoterless catr gene. Thus, the
product of the car gene, CAT, served as a reporter for
the expression of the pst promoter. The transformants
were grown overnight under limited Pi concentration
and assayed for CAT activity (Fig. 2). In an IHF™
background, the activity of CAT was mildly inhibited by
the rpoS mutation (Fig. 2; columns a, b), confirming
that ¢° contributes to the overall transcription level of
pst (Taschner et al. 2004). However, in the absence of
IHF, pst expression was significantly inhibited by ¢°

(Fig. 2, columns c, d), suggesting that IHF plays a po-
sitive role in the oS-transcnptlon 1mtlat10n of pst. In
other words, in the absence of IHF EoS has lost its
ability to compete with Eo® in recognizing the pst pro-
moter causing it to behave like pho4 and the other PHO
genes, which are inhibited by the presence of 6% (Tas-
chner et al. 2004). Moreover, the positive effect of IHF
on overall pst transcnptxon (compare columns a, ¢ m
Fig. 2) is abolished in the absence of a functional ¢°

(compare columns b, d). These data indicate that the
combination of the —10 ¢° consensus and the presence
of THF are 1mportant for pst transcription by EdS.

Though the —10 region of pst (CTATTTT) follows the
consensus of a as—dependent promoter (Lee and Gralla
2001; Weber et al. 2005), in v1vo it still requires IHF in
order to be transcribed by EoS. Furthermore, the pho4
promoter bearing the —13T — C mutation does carry
the ¢° —10 consensus (CTATAGT), nevertheless it is
still unable to be transcribed by Eg”. A direct effect of
rpoS on ihfB expression and vice-versa cannot be com-
pletely ruled out, but it is unlikely. This is because the
expression of iAfB is only shghtly affected by > (Aviv
et al. 1994) and because ¢° is mostly post-transcrip-
tionally regulated in starved cells (Zgurskaya et al
1997). It should be mentioned that the promoter region
of phoA also carries a putative IHF-binding site that
deviates from the IHF-binding site consensus by two
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IHF+rpaS* IHF+rpoS- |HF-rpoS* IHFrpoS-

Fig. 2 Effect of IHF and of rpoS on the expression of the pst
operon. Cells transformed with plasmid pBS11 (pst-cat fusion)
were grown overmght in medium A and assayed for CAT activity.
a plasmrd pBS11 in strain RW1369 (ihf " rpoS™ %b plasmid pBS11
in strain NP108 (itf* rpoS); c plasmid pBS11 in strain RW1370
(ikfB rpoS™); d plasmid pBS11 in strain NP69 (ihfB rpoS). Bars
represent the means + SD of three independent experiments



base pairs, but an in vitro analysis showed that it is not
functional (Spira and Yagil 1999).

Four other genes (osmY, sra, ihfA and dps) have
hitherto been reported to be regulated by both ¢° and
IHF (Izutsu et al. 2001; Aviv et al. 1994; Colland et al.
2000; Altuvia et al. 1994). dps and sra are positively
regulated, while osmY and ihf4 are negatively affected
by IHF. The pst operon can be added to the list of genes
and operons that are positively regulated by ¢° and IHF.

In conclusion, although pst is predominantly tran-
scribed bg' EoP, we suggest that the interaction between
IHF, Eo” and the pst promoter with its —13C residue,
enables pst to be transcribed also by EcS. As suggested
before (Taschner et al. 2004), the elevated transcription
level of pst by E¢> inhibits the expression of the other
PHO genes (that are transcribed by Eo" alone) and
consequently provides free RNA polymerase core units
to interact with ¢°. This fine-tuning is responsible for the
trade-off between the expression of genes related to
survival and expression of genes related to growth.
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