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1. El género Salmonella

La primera descripcion de bacterias del género Salmonella se remonta a finales
del siglo XIX, cuando Daniel Elmer Salmon y Theobald Smith aislaron Salmonella
Choleraesuis en muestras tomadas en un cerdo con peste porcina clasica, creyendo que
era el agente de esta enfermedad. Ya en 1900 el bacteridlogo frances Joseph Léon
Marcel Ligniéres sugirid que estas bacterias se denominaran Salmonella, en honor a

Salmon.

Salmonella es un género perteneciente a la familia Enterobacteriaceae,
compuesto de bacilos Gram negativos moviles, anaerobios facultativos (Scherer y
Miller, 2003). Comprende a las especies bongori y enterica (Brenner y col., 2000), y
esta ultima se divide a su vez en seis subespecies: enterica (1), salamae (I1), arizonae
(Il1a), diarizonae (lllb), indica (I1V), y houtenaue (VI), también denominadas
subespecies del grupo I, 11, llla, b, IV y VI, respectivamente (Porwollik y col., 2004).
Las distintas subespecies, a su vez se pueden clasificar en serotipos o serovariedades
considerando los perfiles de antigenicidad de cada una. Hasta el momento se han
identificado mas de 2400 serotipos dentro de la subespecie enterica, incluyendo a S.
Typhi, S. Paratyphi, S. Enteritidis y S. Typhimurium (Porwollik y col., 2004). Sélo
algunos de estos serotipos son capaces de causar enfermedades en humanos y en
animales domésticos. Cepas con serotipos pertenecientes a las demas subespecies
fueron aislados fundamentalmente de animales de sangre fria y del ambiente,

especialmente del acuatico (Baudart y col., 2000).

Las infecciones causadas por Salmonella constituyen un problema importante en
salud publica sobre todo en paises en vias de desarrollo, donde su incidencia esta en
aumento, y en algunos casos es endémica (Velge y col., 2005). Mientras que S. Typhi y
S. Paratyphi sélo afectan al hombre causando enfermedades severas como fiebre
entérica, serotipos como S. Enteritidis o S. Typhimurium, son de rango amplio de
hospedador afectando a diversos tipos de animales, y cominmente producen infecciones
gastrointestinales menos severas en humanos (Velge y col., 2005). Desde inicios de la

década de 1990 se han incrementado los aislamientos de serotipos multirresistentes a
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antibidticos (Velge y col., 2005). Sobre esto radica la importancia del estudio minucioso
de este patdgeno a nivel molecular.

1.1 Ciclo infectivo de Salmonella y supervivencia en el medio ambiente

Los dos sindromes clinicos mas importantes causados por la infeccion con
Salmonella son la fiebre tifoidea y la gastroenteritis (Scherer y Miller, 2003). Existe
ademas el sindrome conocido como fiebre paratifoidea, que tiene ciertas similitudes con
la fiebre tifoidea, pero con un curso mas benigno (Scherer y Miller, 2003). Esta Gltima
enfermedad esta habitualmente ocasionada por los serotipos Paratyphi, mientras que la
fiebre tifoidea habitualmente es provocada por cepas de S. Typhi. En ambos casos la
bacteria es ingerida a traves del agua o de los alimentos y es transportada por el tracto
gastrointestinal al lumen del intestino delgado. Salmonella penetra la mucosa intestinal
a traves de células epiteliales especializadas que estan asociadas a los foliculos linfoides
denominados placas de Peyer, y posteriormente es internalizada por macrofagos. En el
caso de la fiebre tifoidea, la bacteria se disemina a través del sistema linfatico e induce
una respuesta inflamatoria cronica. Los serotipos no tifoideos, en general, quedan
contenidos en las placas de Peyer, induciendo una respuesta inflamatoria aguda (Scherer
y Miller, 2003).

A diferencia de otras bacterias patdgenas, Salmonella tiene la capacidad de
persistir y proliferar en el medio ambiente, ain frente a variaciones en la temperatura,
osmolaridad, pH y disponibilidad de nutrientes, desarrollando un estilo de vida ciclico
hospedador-ambiente-hospedador (Winfield y Groisman, 2003). Si bien el paradigma
actual indica que el hospedador animal es el habitat primario de esta bacteria entérica, la
misma es frecuentemente aislada de diferentes fuentes acuosas que sirven como
reservorio bacteriano y pueden facilitar la transmision entre hospedadores (Winfield y
Groisman, 2003). Ademas puede estar ampliamente diseminada en suelos y sedimentos
(Thomason y col., 1977). Las particulas de suelo funcionan como nichos
microecologicos en las cuales las bacterias pueden sobrevivir y replicarse. Se ha
observado que Salmonella posee una amplia capacidad de adhesién que le permite
establecerse en la superficie de particulas sélidas, de donde obtiene nutrientes, se replica

y protege de la accién de protozoos predadores (Paul y col., 1995; Baudart y col., 2000).
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Si se la compara con E. coli, uno de los géneros méas cercanos (McClelland y
col., 2001), Salmonella puede soportar una mayor variedad de condiciones asociadas a
fluctuaciones ambientales y puede persistir en ambientes acuosos por mas tiempo
(Winfield y Groisman, 2003). Esta capacidad adaptativa sugiere que esta bacteria cuenta
con un repertorio de genes que le permiten adaptar su metabolismo a las diversas
condiciones a las que se enfrenta. De hecho, Salmonella posee un nimero importante de
genes que estdn ausentes en otras especies entéricas relacionadas, y que no serian
requeridos para la virulencia (McClelland y col., 2001; Winfield y Groisman, 2003), y
es posible que los mismos estén involucrados en su supervivencia fuera del hospedador.
Entre los nichos de donde suele aislarse esta bacteria se distinguen los ambientes ricos
en metales pesados (Olukoya y col., 1997). Aunque los metales se encuentran
principalmente secuestrados como depositos de minerales, con la industrializacion,
grandes cantidades de éstos fueron extraidos, liberados y dispersados sobre la superficie
terrestre, proceso que esta aumentando exponencialmente. Sumado a esto y a diferencia
de la mayoria de los contaminantes organicos, los metales pesados son persistentes y
por lo tanto se acumulan en el medio ambiente (Han y col., 2002). En los dltimos afios
se ha observado un gran incremento en la resistencia microbiana a metales, en la que se
involucran tanto el desarrollo o la adquisicion de mecanismos de resistencia por medio

de transferencia horizontal de genes (Roane y Perkins, 2000).

2. El género Escherichia

El género Escherichia contiene seis especies pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae, Escherichia coli (E. coli), E. hermanii, E. blattae, E. fergusonii, E.
vulneris y E. coli inactiva (Pumarola, 1994). Son bacilos Gram negativos moviles,
anaerobios facultativos y con flagelacion perimetral (Joklik y col., 1989). E. coli se
encuentra en bajo namero como flora normal en el intestino grueso de humanos junto a
otros anaerobios facultativos (10” UFC/g de contenido intestinal), siendo los anaerobios
obligados los predominantes en este nicho (10*°-10'* UFC/g de contenido intestinal). Es
una de las primeras especies en colonizar el intestino del recién nacido pero a los pocos
dias es reemplazada por lactobacilos y anaerobios estrictos (Joklik y col., 1989).
También es flora normal de la vagina (antes de la pubertad y luego de la menopausia),

de la uretra anterior, y de la préstata (Joklik y col., 1989).
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Bajo circunstancias de inmunodepresion o de alteracion de la flora normal,
puede actuar como patdgeno oportunista, siendo una de las causas méas frecuente de
sepsis por Gram negativos, y pudiendo causar meningitis neonatal, infeccion de heridas
(principalmente abdominales), peritonitis, neumonias intrahospitalarias e infecciones

urinarias (Pumarola, 1994).

Ademés existen cepas altamente virulentas, asociadas con enfermedades
especificas. Estas cepas estan caracterizadas por determinados antigenos de superficie,
que permiten su diferenciacion seroldgica. Entre estas se destaca E. coli enteropatégena
(ECEP), principal agente causal de diarrea en nifios y viajeros a paises en vias de
desarrollo; E. coli enterotoxigénica (ECET), que excreta una toxina similar a la de
Vibrio cholerae, se adhiere a la mucosa del intestino delgado, y elabora toxinas que
producen diarrea intensa en nifios y adultos; E. coli enteroinvasiva (ECEI), que invade
el epitelio intestinal causando diarrea sanguinolenta en nifios y adultos, y en algunos
casos casual de artritis y arterioesclerosis; y E. coli enterohemorragica o verotoxigénica
(ECEH), que produce la verotoxina (o “toxina de Shiga”) que causa colitis hemorragica,
y de no ser tratada a tiempo, puede producir dafio renal conocido como sindrome

urémico hemolitico (SUH), potencialmente mortal en nifios de hasta 5 afios.

3. Salmonella enterica y Escherichia coli como modelos de estudio

Salmonella y Escherichia coli se han establecido como paradigmas de estudio de
las bacterias Gram negativas. Dentro del género Salmonella, el serovar Typhimurium
posee crecimiento rapido, falta de requerimientos nutricionales exigentes, y gran
versatilidad para la modificacién genética, habilitando el uso de técnicas tales como
conjugacién, recombinacion, transduccion y transformacion. Es un excelente modelo
para el estudio de los procesos de invasion a células eucariotas y de supervivencia extra
e intracelular (Groisman y Saier, Jr., 1990). Su genoma se encuentra secuenciado y se
conoce la organizacion de sus genes (McClelland y col., 2001). Sin embargo, se
desconoce la funcion de mas de un cuarto de sus genes, y Se cree que una gran parte de
ellos participan en facilitar la supervivencia fuera del hospedador (Winfield y Groisman,
2003).
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Por su parte, E. coli ha sido el bacilo entérico mas utilizado en el laboratorio,
siendo objeto de mas investigacion experimental que cualquier otro microorganismo,

especialmente en el campo de la biologia molecular (Joklik y col., 1989).

4. Reguladores transcripcionales

Las bacterias responden a cambios ambientales por medio de una variedad de
sistemas sensores que transmiten la sefial o estimulo a los correspondientes dominios de
union al ADN para modular, en consecuencia, la transcripcion de genes cuyos productos
son necesarios para la respuesta o adaptacion al cambio (Alon, 2007; Pérez y Groisman,
2009; van Hijum y col., 2009). En general, a excepcion de los sistemas de dos
componentes en los cuales la transduccion de la sefial depende de una unidad de
reconocimiento y otra de modulacién transcripcional, en los mecanismos de
transduccion de sefiales procariotas el sensor y el dominio de union al ADN estan
generalmente presentes en una misma molécula proteica, un regulador transcripcional
(Ulrich 'y col., 2005). Cuando se produce el cambio ambiental, el regulador
transcripcional detecta una sefial ambiental difusible, un cambio fisicoquimico o un
metabolito enddgeno producido o modificado en respuesta a la nueva condicion, y
transmite esa informacion desde su dominio sensor a su dominio de union al ADN, el
cual asume una conformacion activa que le permite regular, positiva o negativamente, la

transcripcion de sus genes blanco (van Hijumy col., 2009).

4.1 Familia MerR de reguladores transcripcionales

La familia MerR comprende un grupo de reguladores transcripcionales
bacterianos capaces de monitorear y responder especificamente a una variedad de
estimulos ambientales, tales como metales pesados (mercurio, cobre, oro, cobalto,
cadmio, zinc, entre otros), estrés oxidativo, antibioticos, toxinas lipofilicas, colorantes,
estrés térmico, y participan de otras funciones como por ejemplo nodulacion y
modulacién de la sintesis de adhesinas, tal como la fimbria tipo curli (Brocklehurst y
col.,, 1999; Rutherford y col., 1999; Outten y col., 2000; Borremans y col., 2001;
Stoyanov y col., 2001; Lee y col.,, 2001; Reeve y col., 2002; Brown y col., 2003;

Changela y col., 2003). EIl primer regulador de esta familia en ser caracterizado fue
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MerR de Pseudomonas aeruginosa, que controla la expresion de un sistema de
detoxificacion de mercurio (Stanisich y col., 1977). Este regulador actda en funcion de
la concentracion de metal, controlando negativamente su propia expresion vy
positivamente la del operén merTPAD que participa en la captacion y reduccion del
Hg?* a Hg® (Lund y col., 1986; Lund y Brown, 1989).

4.2 Estructura de reguladores de la familia MerR

Si bien los reguladores pertenecientes a Fig. 1
esta familia presentan bajos niveles de
homologia en su secuencia primaria, estan
muy relacionados estructuralmente (Brown y
col., 2003). Estan compuestos basicamente por
tres dominios, que incluyen una region N-
terminal muy conservada de union al ADN,

caracterizada por un dominio hélice-giro-

hélice con topologia B1 - al - a2 - B2 - B3 - a3
Fig. 1: Esquema conformacional de un regulador
- o4, un dominio de dimerizacibn con MerR. En la figura se esquematiza la estructura
! dimérica de un regulador transcripcional MerR
tipico. Una sub-unidad esta coloreada de azul
(dominio N-terminal) a blanco (dominic C-terminal).
.z . El otro monémero se muestra en violeta. Se detallan
conservada ((15), y una region C-terminal de los elementos de estructura secundaria: hebra 1,
., . . hélices a1 y a2 en azul (HTH1), hebras 2 y 3 en
union al efector especifico muy variable, tanto  verde (giro), hélices a3 y a4 en amarilo (HTH2),
i hélice a5 (dominio de dimerizacién) en rojo y
en estructura como en tamafio (Fig. 1). EStOS  extremo C-terminal en blanco. Las 2 hélices o5 del
dimero constituyen una hélice enrollada antiparalela

Gltimos dos dominios estan implicados en el enllazrggzé)n de dimerizacién (Adaptado de Godsey y
col., .

estructura de hélice enrollada también muy

reconocimiento y transduccién de la sefial.

Estudios iniciales en MerR, y luego confirmados por andlisis estructurales en los
homdlogos BmrR y MtaN de Bacillus subtilis (siendo la Gltima una mutante truncada
del regulador del tipo MerR Mta), TipAL de Streptomyces lividans y SoxR de
Escherichia coli, permitieron definir que la interaccion de los reguladores del tipo MerR
con sus promotores blanco involucra tanto cambios en la estructura de la proteina como
en la conformaciébn del ADN, caracteristica inusual en otros reguladores
transcripcionales (O"Halloran y col., 1989; Blocklehurst y col., 1999; Godsey Yy col.,
2001; Zheleznova Heldwein y Brennan, 2001; Godsey y col., 2002; Changela y col.,
2003; Newberry y Brennan, 2004; Watanabe y col., 2008).
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4.2.1 Dominio HTH: un denominador comun en reguladores transcripcionales

El dominio hélice-giro-hélice, del inglés “helix-turn-helix” (HTH), uno de los
dominios de union a ADN doble hebra mas estudiados, es una de las unidades
estructurales claves de la maquinaria transcripcional de organismos procariotas y
eucariotas. De hecho, es un motivo de union al ADN comun tanto en represores como
en activadores, siendo posiblemente la estructura mas antigua conservada entre
reguladores transcripcionales (Aravind y col., 2005). El reclutamiento de dominios
HTH para funciones bioldgicas distintas de la regulacion transcripcional es también
relevante. Proteinas involucradas en funciones como reparacion del ADN vy
metabolismo del ARN explotan las propiedades del dominio HTH de la misma manera
que lo hacen los reguladores transcripcionales (Moore y col., 1994; Wah y col., 1997;
Selmer y Su, 2002; Alfano y col., 2004; Dong y col., 2004). Se han reportado también
casos en los cuales el dominio HTH ha sido adaptado a funciones tales como la
mediacidn en interacciones especificas proteina-proteina, 0 como unidades estructurales
de dominios cataliticos de diversas enzimas (Guo y col., 1997; Wong y col., 2000;
Zheng y col., 2002).

El motivo HTH clasico consiste de dos hélices, empaquetadas con un angulo de
aproximadamente 120°, unidas por un giro de cuatro residuos de aminoéacidos en el cual
la glicina generalmente se encuentra en la segunda posicion (Fig. 2) (Huffman y
Brennan, 2002; Religa y col., 2007). El motivo HTH en si es aparentemente insuficiente
para plegarse de manera independiente y requiere de una tercera hélice que estabilice el
motivo como un dominio globular compacto (Wintjens y Rooman, 1996). La segunda
hélice en el motivo HTH se conoce con el nombre de “hélice de reconocimiento”, ya
que se inserta en el surco mayor de la doble hélice del ADN vy es critica para la
especificidad en dicha interaccion (Fig. 2) (Huffman y Brennan, 2002; Aravind y col.,
2005).
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Fig. 2

Interaccion
Motivo HTH ADN motivo HTH-ADN

giro [ S
Helice-a2 *,\4 /l\w
. , % 1 Surco -
¢ /‘ﬁ menor b X
‘ & | Surco N e\
- K‘\' mayor ﬁ‘.‘x
Helice-a1 * / )
p— —_—
Fig. 2: Dominio HTH, una estructura clave en regulacién transcripcional.

Representacién esquematica del motivo HTH basico y de la disposicién geométrica de
su interaccién con los surcos mayor y menor de la doble hélice.

Una de las variantes de esta estructura es la conocida con el nombre de dominio
hélice-giro-hélice alado, del inglés “winged HTH” (wHTH), que se distingue de la
conformacion clasica por la presencia de dos giros B (“alas) que se disponen de manera
adyacente al motivo HTH (Brennan, 1993; Clark y col., 1993; Gajiwala y Burley, 2000;
Huffman y Brennan, 2002; Aravind y col., 2005). Las versiones mas simples de
dominios wHTH presentan un nucleo tri-helicoidal compacto seguido de un giro
constituido por una lamina-pB de dos hebras, con topologia al — 1 —02 - T — a3 — 2 —
W1 — B3 — W2, donde o representa una hélice, f una lamina, T un giro (del inglés
“turn”) y W un ala. a2, a3 y la secuencia entre ellas constituyen el motivo HTH, donde
a3 es la hélice de reconocimiento (Gajiwala y Burley, 2000). En el caso de reguladores
transcripcionales con dominio wHTH, la ldmina-f provee una interfase adicional para la
interaccién con el sustrato, generalmente mediante la interaccion con el surco menor del

ADN a través de residuos cargados del ala (Brennan, 1993; Clark y col., 1993).

En el caso particular de los reguladores transcripcionales de la familia MerR, el
dominio N-terminal de union al ADN se caracteriza por presentar una topologia g1 - al
-02-B2-B3 - a3 - o4 (seccion 4.2 — Fig. 1). La conservacion de un nucleo de residuos
hidrofobicos entre diferentes miembros de la familia MerR indica que el dominio N-
terminal adopta, en todos los casos, un plegamiento similar. A partir de las estructuras
cristalinas de los complejos BmrR (Fig. 3), MtaN y SoxR unidos a sus respectivas

secuencias operadoras, se observo que el dominio de unién al ADN se organiza en tres
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motivos mediante los cuales ocurre la interaccion con el promotor (Godsey y col., 2001,
Zheleznova Heldwein y Brennan, 2001; Newberry y Brennan, 2004; Watanabe y col.,
2008):

* un motivo hélice-giro-hélice

Fig' 3 Dominio de
(HTH) formado por las hélices union al efector

al, o2 y el giro que las conecta, - Dominio de
q dimerizacion

* un motivo W1 (ala 1) que
comprende las hebras B2 y B3,

unidas por un giro, y

* un motivo W2 (ala 2) que, a

diferencia de otros dominios

WHTH en los cuales la Segunda Fig. 3: Estructura cristalina del complejo BmrR-droga-ADN.
A . , Representacion esquematica del regulador BmrR unido como dimero a

a|a consiste en un ger, este es su secuencia operadora blanco. Para uno de los monémeros se indican
el dominio N-terminal de unién al ADN (amarillo), el dominio de

i ini dimerizacion (rojo) y el dominio C-terminal de unién al efector especifico
otro tlpO de dominio HTH (verde). El otro monémero se muestra en celeste. El ADN y el ligando

| héli (TPP) estan representados como varillas y esferas. (Adaptado de
compuesto pOf as nelices 03: Zheleznova Heldwein y Brennan, 2001).

04 y el giro que las une.

El primer motivo HTH interacciona con dos surcos mayores consecutivos del
ADN, de manera tal que cada eje helicoidal queda dispuesto de manera casi
perpendicular al eje local del ADN. Aunque la hélice-al contribuye con enlaces de
hidrogeno e interacciones de van der Waals, la mayoria de los contactos proteina-ADN
son ejercidos por residuos de la hélice-a2. La mayoria de las interacciones establecidas
entre los distintos motivos y el ADN son enlaces puente de hidrégeno e interacciones de
Van der Waals entre cadenas laterales de aminoécidos y grupos fosfato o anillos de
desoxirribosa del ADN. A pesar del gran nimero de contactos entre BmrR y su

promotor, el ADN permanece accesible para unir la ARN polimerasa (ARNPol).

La estructura del complejo no revel6 la existencia de contactos base-especificos.
Ademas se observo gque la mayoria de los aminoacidos que establecieron contactos con
el esqueleto del ADN no estan conservados en la familia MerR, por lo que se postula
que BmrR podria alcanzar el reconocimiento por medio de una lectura indirecta o bien
podria ocurrir que s6lo la forma apo del regulador contacte de manera secuencia-

especifica con el promotor y la unién del co-activador (ligando) generase una interfase
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proteina-ADN caracterizada por la inexistencia de contactos base-especificos
(Zheleznova Heldwein y Brennan, 2001). Cabe destacar, sin embargo, que estudios
recientes en nuestro laboratorio (Pérez Audero y col., 2010; Humbert y col., 2013 —
Capitulo 1) demuestran que en el caso particular de los reguladores CueR y GolS el
reconocimiento selectivo de operador se da por medio de contactos entre determinadas
bases de selectividad y residuos de aminoacidos especificos en el dominio N-terminal
de union al ADN de la proteina sensora.

4.3 Reguladores MerR y su interaccion con el ADN
4.3.1 Reguladores MerR tipicos: Paradigma clasico de regulacion transcripcional

Los reguladores tipo Fig. 4
MerR acttian como homodimeros Operador MerR
sobre promotores que son 35 19/20 pb 10
blancos de la subunidad 6'°de la  5° CTTGACCNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTATAATN 3°

ARNPol en bacterias Gram-

Fig. 4: Arquitectura general de operadores MerR. Los elementos
en Gram- promotores -35 y -10 se muestran resaltados en rojo y enmarcados en
gris. Las flechas verdes muestran la posicién aproximada de las

positivas (Newberry y Brennan, repeticiones invertidas (diada), donde se une el regulador MerR. Se
indica, ademés, el espaciamiento sub-éptimo de 19 pb o 20 pb entre

2004). A su vez, los operadores ' caas promotoras.

reconocidos por esta clase de reguladores presentan como caracteristica particular (Fig.

negativas, y de ¢”/c>*

4y 7-A), su disposicion como repeticiones invertidas (o secuencias diadas) localizadas
entre los elementos -35 y -10, que a su vez muestran un espaciamiento sub-6ptimo de 19
0 20 pb, siendo el 6ptimo de 17+/-1 pb en los promotores dependientes de o'° (Lund y
Brown, 1989; O"Halloran y col., 1989; Park y col., 1992; Brocklehurst y col., 1999). Un
espaciamiento de 19 pb o 20 pb ubica a los elementos -35 y -10 sobre caras opuestas de
la doble hélice, afectando la interaccion simultanea de la ARNPol con ambos elementos
del promotor, aunque no la impide (Zheleznova Heldwein y Brennan, 2001). A
diferencia de la mayoria de los factores transcripcionales bacterianos caracterizados
hasta el momento, el regulador, en su forma dimérica, permanece unido al promotor,
aun en ausencia del inductor. En este caso, el regulador se une a la regién promotora y
secuestra la ARNPol en un complejo cerrado. Simultaneamente, la union del dimero
curva el ADN, lo que lleva a que la sub-unidad a de la polimerasa pueda interaccionar

con el elemento -35 pero no con el -10, impidiendo asi el inicio de la transcripcion
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(Zheleznova Heldwein y Brennan, 2001). La interaccién del regulador con su co-
activador no afecta significativamente la afinidad del mismo por el ADN. En cambio,
provoca una alteracion conformacional que se transmite intramolecularmente al
dominio de union del ADN vy se traduce finalmente en la relajacion de la curvatura y el
desenrollamiento del ADN en la secuencia operadora, resultando en el realineamiento
de las cajas -35 y -10, la formacién del complejo abierto por la ARNPol, y el
consiguiente inicio de la transcripcion (Fig. 5) (Ansariy col., 1992, Outten y col., 1999;
Zheleznova Heldwein y Brennan, 2001; Newberry y Brennan, 2004).

Fig. 5
A B
q (} p
Inductor
—
ReguladorMerR ReguladorMerR + inductor Espaciadorsub-6ptimo de 19 pb
Cc
ARNPol ARNPol
it Inductor ) )
ReguladorMerR-inductorunido al
D espaciadorde 19 pb
2 -35
ReguladorMerR ReguladorMerR + inductor R
Complejo cerrado Complejo abierto
(INACTIVO) (ACTIVO) Espaciador 6ptimo de 17 pb

Fig. 5: Mecanismo de activacion-represion mediado por un regulador transcripcional de la familia MerR. A. Apo-
MerR se une en forma dimérica a su secuencia operadora blanco, torsionandola hacia si y evitando, en consecuencia,
el inicio de la transcripcion. En ausencia de inductor, la ARNPol es capaz de interaccionar solo con el elemento -35,
formando un complejo cerrado transcripcionaimente inactivo. La union del inductor al regulador induce un cambio
conformacional en el mismo, lo que permite la relajacion de la curvatura y desenrollamiento del ADN. Este cambio
estructural del operador favorece el alineamiento y acercamiento de las cajas -35 y -10, quedando las mismas
espaciadas a una distancia similar a la de un operador clasico de 17 pb. Esta condicién permite la interaccion
simultdnea de la ARNPol con ambos elementos promotores y la consecuente formacion del complejo abierto (activo). B
y D. Posicidn relativa de las cajas -35 y -10 en promotores que poseen 19 (B) o 17 (D) pares de bases entre ellas,
respectivamente. C. Modificacion estructural sufrida por la secuencia operadora como resultado de la unién del
regulador MerR unido al inductor. La posicion final que adquieren las cajas -35 y -10 se asemeja a la observada para
un promotor con 17 pb de separacién entre las mismas (D). (Adaptado de Ansari y col., 1995; Zheleznova Heldwein y
Brennan, 2001).

El desenrollamiento del ADN tiene origen en el debilitamiento de los enlaces de
hidrogeno del par de bases A-T que generalmente se encuentra en el centro de la diada
simétrica del operador, permitiendo una distorsion en el centro del mismo. Este
desplazamiento de bases estaria estabilizado por la interaccién entre residuos de la
proteina y el esqueleto fosfato del ADN. Dado que la identidad del par de bases central
de la secuencia palindrémica se encuentra conservada como adenina o timina en la

mayoria de los promotores MerR y sumado a que no afectan la afinidad del regulador
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por el ADN, se propone que éste es un mecanismo comun a otros miembros de la
familia. Ademas, la resolucion estructural de los complejos de los reguladores de unién
a drogas BmrR y Mta, y del regulador de respuesta a estrés oxidativo SoxR, cada uno
unido a su correspondiente secuencia operadora, revela que la estructura de los
promotores y los contactos proteina-

ADN son casi identicos en cada Fig.6

complejo, con residuos en posiciones  p

equivalentes  haciendo  contactos N\ 2 o | o
- : ; N/

similares  (Fig. 6) (Zheleznova 3 \}5) 66‘534'\ (@
Heldwein y Brennan, 2001; Newberry N %/ "y - 3> °

y Brennan, 2004; Watanabe y col.,
2008). BmrR y MtaN, al igual que
otros  reguladores MerR  cuyos
mecanismos regulatorios han sido
caracterizados, se unen  como
homodimeros a una diada simétrica de
manera tal que el dominio N-terminal

de cada mondmero interacciona con

una de las mitades de la diada,

Fig. 6: Conservacion del mecanismo estructural para

H iA la activacion transcripcional mediada por
provocando una distorsion en el centro reguladores MerR. A. Superposicion de las estructuras

cristalograficas de los complejos MtaN-ADN (azul) y

de la misma (Flg 6'A) (NeWberry y BmrR-inductor-ADN (amarillo). B. Supermosicién de las
estructuras promotoras MtaN-mta (azul) y BmrR-bmr
Brennan, 2004) Ensayos de (amarillo). El alineamiento destaca las conformaciones
casi idénticas en la regién promotora distorsionada por
footprinting con DNasa | de la union del regulador a la misma. (Adaptado de

Newberry y Brennan, 2004).
reguladores MerR muestran bandas

hipersensibles que evidencian la distorsion del operador en la region interna a los sitios
de union de los mondmeros al ADN (Outten y col., 2000). Estas observaciones indican
que el mecanismo estructural de reconocimiento del ADN y activacion transcripcional
inicialmente predicho para MerR por estudios funcionales, genéticos y bioquimicos
(O"Halloran y col., 1989; Frantz y O’Halloran, 1990; Parkhill y col., 1993), y
posteriormente demostrado para BmrR mediante estudios cristalograficos (Zheleznova
Heldwein y Brennan, 2001), constituye el paradigma de regulacion para reguladores del
tipo MerR (Fig. 7-A).
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4.3.2 Reguladores MerR no convencionales

Estudios recientes en miembros méas divergentes de esta familia, como CarA,
LitR, MIrA, BIuUR y HspR_2, muestran mecanismos de interaccion con el ADN
diferentes al modelo de accion hasta hoy unificado mencionado en el apartado anterior.
En este subgrupo de reguladores recientemente caracterizados, el regulador podria
actuar o como activador o como represor de sus genes blanco. EI modelo de accién
incluiria, ademas, la participacion de otras proteinas reguladoras que competirian por la
interaccion del regulador tipo MerR por el ADN, o impedirian su interaccion con la
secuencia operadora, uniéndose directamente al dominio de union al ADN por medio de
una interaccién proteina-proteina, y desplazando asi al regulador MerR de su sitio
blanco. Ademas, un andlisis comparativo de las secuencias operadoras blanco
reconocidas por reguladores MerR atipicos (Fig. 7-B) revela diferencias significativas
con aquellas reconocidas como operadores caracteristicos de esta familia, invalidando la
posibilidad de establecer reglas generales que describan un mecanismo estructural y

funcional comun entre todos los reguladores transcripcionales MerR.

Fig.7
Arquitectura de operadores MerR convencionales
REGION PROMOTORA Regulador - operador FUNCION
=35 -10 +1
5 CcgCITGACCTTCCAACACTGGCAAGGTCCAgactggcaac 37 GolS — golTSB (operdn) Activador
5" ttCITGACCTTCCCCt tgctGOAAGGTTIAacctt tatca 37 CueR — PcopA Activador
5° aacttgACTCTGGAGTCGACTCCAGAGTgtatccttcggta 3’ ZntR - PzntA Activador
5’  CCGITGACTCTCCCCtagGAGGAGGTCTIACAGtataaggga 3% BmrR - Pbmr Activador
5°  ggaTTGACCCTAACGttgCGTGATTGTTTAcgataaaaaaga 3’ Mta - PmtA Activador
—_— Y
5° cgctttaCCTCAAGTTAACTTGAGGaattatactccccaa 37 SoxR — PsoxS Activador
B 2
5° ggcttgcaCCTCACGTCACCTGAGGaggeagegtggacgge 3 TipAL — PtipA Activador
—_ — .
5 cgcttgacTCCGTACatgaGTACGGAagtaaggttacgct & MerR — Pmer Activador

5° ggcttgACCCTATAGtggCTACAGGGTgt tcacttggcaa 3’ CadR — PcadA Activador
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Fig.7
B Arquitectura de operadores MerR atipicos
SECUENCIA PROMOTORA
-35 -10 +1
—— e
1 s gtgtacAAGGTTatcgcaAACCTTagaca tACCCITgacAAGCTCtggacgcaaacgctacotetaggaaa 37
é h
2 52 gggcaATGTATAggttttgtcaagct ttTGTACATctctgcggagtgtageeggggcaaaagteecegaggecgectagaatgaaaatgeccgea 37
_ —
3 5 ccgcagagATGTACAaaagettgacaaaaccTATACAT tgccctaccctaagggca 3’
— —
4 s CtGIACAcatatttcGTACAagtttgctattgttacttca 37
= AT
% %
Y 87 tttttAAAATTGTGCAataaaaaccaaaTGTACAACTITEctatcattt /60 pb/gtttaacacttﬁtttaaga:t:gtaatggct_a_gattgaaatt_: 3¢
é b
6 5 atcacacttgogetgtgctaccgatagtgtgataccaaaTCTATGTCGtCtGACATAGAaaaattgg 37
e
7 5’ ttttICTATGTICagacGACATAGAt ttggtataacactatcggtagcacagegeaagtgtgata <
Regulador - operador FUNCION
i Fig. 7: Arquitectura de operadores MerR. Alineamiento de
1 CarA/CarH — carB (operdn) Represor . X
las secuencias promotoras reconocidas por reguladores MerR
convencionales (A) y atipicos (B). Se destacan las cajas -35 y
_ ) . i heidn + is).
2  LitR — PortB Represor 10, y el sitio de inicio de la transcripcién +1 (recuadro gris)

Las flechas corresponden a las repeticiones invertidas (rojo) a
las cuales se une el regulador (recuadro verde). A. Todos los
3 LitR — PIitR Represor operadores blanco de reguladores MerR convencionales
conservan la posicion de la diada entre los elementos
promotores -35 y -10. Esta arquitectura explica el mecanismo
4 BluR - PycgZ Represor estructural de reconocimiento del ADN y activacién
transcripcional postulado para metalo-reguladores y otros
miembros de la familia MerR. B. Los operadores MerR
5 MlrA - csgD (operén) Activador atipicos muestran un corrimiento de la secuencia diada
respecto de las cajas promotoras, quedando ésta ubicada de
manera superpuesta a la caja -35 o corriente arriba de la
6 HspR 2 - Phspl8 Represor misma. Estas caracteristicas estructurales podrian explicar
porqué la mayoria de los reguladores MerR atipicos actian
como represores, invalidando el paradigma de regulacion

7 HspR 2 - PhspR-2 Activador transcripcional postulado para los reguladores de esta familia.

En el caso particular de los operadores reconocidos por reguladores MerR no
convencionales, la diada simétrica se ubica desplazada respecto de las cajas -35 y -10,
generalmente superpuesta a la caja -35, o corriente arriba de la misma (Fig. 7-B). Esta
caracteristica estructural, inusual en la mayoria de los operadores MerR (Fig. 7-A),
indica que el modelo mecanistico de regulacion, generalmente represion, seria diferente
al planteado para los reguladores del tipo MerR convencionales o tipicos. En los
reguladores no convencionales no dependeria de la reconfiguracién conformacional del
operador y del reposicionamiento de las cajas -35 y -10 mediados por el regulador,

sugiriendo dos modelos de regulacion diferentes dentro de esta familia de reguladores
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filogenéticamente emparentados y estructuralmente analogos, sobre todo a nivel del
dominio N-terminal de union al ADN (Fig. 8).

Fig.8

Reguladores MerR
atipicos

Fig. 8: Diversidad filogenética en reguladores
MerR: excepciones al paradigma de regulacion
transcripcional. Arbol filogenético obtenido por
comparacion de las secuencias aminoacidicas
completas de reguladores transcripcionales de la
familia MerR. En verde se agrupan los reguladcres
que responden al mecanismo clasico de regulacion
transcripcional (convencionales) y en violeta se
destacan aquellos que difieren en su mecanismo de
accion (atipicos). El arbol fue contruide come se
describe en la seccion 34 de Materiales y Métodos.
El nombre de las especies, el nimero de acceso al
GenBank y las secuencias proteicas para cada
Reguladores MerR regulador se detallan en la Tabla 4 (Materiales y
convencionales Métodos).

4.3.2.1 Reguladores CarA/CarS

Dentro del grupo de reguladores transcripcionales MerR atipicos se distinguen
los reguladores tipo CarA/LitR, que presentan en su dominio C-terminal un motivo de
union a cobalamina (vitamina B12). Estan involucrados en la regulacion transcripcional
modulada por luz en una amplia variedad de bacterias no fototréficas (Actinobacterias y
bacterias Gram-negativas tales como Pseudomonas, Shewanella y Vibrio). La inhibicion
del estrés fotooxidativo por medio de la produccion de carotenoides, pigmentos
amarillos, naranjas o rojos que protegen a la célula del dafio provocado por radicales
libres del oxigeno, es una caracteristica fisiolégica fotodependiente muy caracterizada
en muchas bacterias no fototréficas. Un grupo importante de especies bacterianas
acumulan esta clase de pigmentos cuando son iluminadas. Esto sugiere la conservacion
evolutiva de un cierto sistema regulatorio que traduce una sefial luminica en la
expresion de genes necesarios para la biosintesis de carotenoides. Los detalles de dichos

sistemas regulatorios aun se desconocen.
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El mecanismo de produccion de carotenoides inducido por luz mas caracterizado
es el de Myxococcuss xanthus. La compleja red de sefializacion de este organismo
involucra a maltiples reguladores, incluyendo dos reguladores transcripcionales CarA y
CarH, de la familia MerR (Ortiz-Guerrero y col., 2011). El sitio de union de CarA en la
region promotora de su gen blanco carB (Pg) presenta un dominio bipartito atipico (Fig.
7-B), constituido por un sitio de union de alta afinidad (pl) que abarca una secuencia
diada perfecta corriente arriba de la caja -35 del promotor, y un segundo sitio de union
de baja afinidad (pll), con una secuencia pseudopalindrémica que se superpone con la
region -35 de Pg (Navarro-Avilés y col., 2007). CarA se une de manera cooperativa
primero al sitio pl y luego al sitio pll, inhibiendo el acceso de la ARNPol y reprimiendo,
en consecuencia, la expresion de carB (Navarro-Avilés y col., 2007).

En reguladores como MtaN, BmrR, ZntR y CueR, la hélice-a5 media la
dimerizacion y la correcta disposicion de los dominios N-terminal en la union del ADN
(Newberry y Brennan, 2004). A pesar de que la prediccion de estructura secundaria
muestra ausencia de dicha hélice en CarA (Navarro-Avilés y col., 2007), este regulador
dimeriza por medio de su dominio C-terminal (Lépez-Rubio y col., 2002; Pérez-Marin y
col., 2004). Y de manera analoga al mecanismo de union especifico de ligandos a los
dominios C-terminales de reguladores MerR, como por ejemplo metales o drogas, CarA
conserva un sitio de union a cobalamina en el mismo dominio proteico. Si bien la union
de este cofactor a CarA fue demostrado empiricamente (Pérez-Marin y col., 2004), el
rol fisiologico sobre la funcionalidad de CarA se desconoce. A diferencia del
mecanismo descripto para muchos reguladores de la familia MerR, en donde la
presencia del inductor estimula un cambio conformacional del regulador provocando la
activacion de los genes bajo su control transcripcional, CarA reprime la activacion de
carB, cuya activacion requiere de la disrupcion del complejo CarA-operador mediante

la union competitiva del anti-represor CarS a la hélice-o2 de CarA (Fig. 9).
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Fig. 9: A. Modelo estructural del complejo CarA-
operador. Representacion grafica del dominio N-
terminal (celeste) y C-terminal (gris) de CarA, unido
al ligando vitamina B12 (negro). En rojo se destaca la
hélice-a2, interaccionando con el surco mayor de la
doble hélice (verde y negro) en el complejo CarA-
operador. Los diagramas corresponden a una vista
perpendicular (izquierda) y paralela (derecha) al eje
del ADN. B. Mecanismo de represion vy
antirrepresion del operén carB. En oscuridad,
CarA dimérica (verde) se une a su secuencia
operadora blanco bipartita (pl-pll) (violeta) por medio
de su dominio N-terminal, a nivel de la hélice-02
(celeste), impidiendo el acceso de la ARNPol (rojo) y
Luz azul obiln . . .2
- & reprimiendo, en consecuencia, la transcripcion de
== - carB. En condiciéon de luz azul, la uniéon de CarS
(naranja) a la hélice-a2 de CarA disgrega el complejo

CarA-operador, permitiendo que la ARNPol inicie la
ﬁ_‘ transcripcién del operén carB. C. Similitud
] Sy Operon carB estructural entre los complejos CarA-operador y

.-"3 CarA-CarS. La comparacion esquemdtica de la
unién del dominio N-terminal de CarA con uno de los
hemi-sitios del operador blanco (lzquierda) o con
CarS (derecha) demuestra de qué manera el
Cc antirrepresor imita a la secuencia operadora en el

5 X & secuestro de la hélice-a2 (violeta) del represor. En el
diagrama se indican las cadenas laterales de los
residuos de aminoéacidos cargados en la interfase de
los complejos proteina-ADN o proteina-proteina (azul
para basicos y rojo para acidos). Las esferas rojas
corresponden a los grupos fosfato del ADN.
(Adaptado de Navarro-Avilés y col., 2007 y de Elias-
Arnanz y col.,, 2011).

Oscuridad

(.
==

Los mecanismos de antirrepresion por medio de la unidn de antirrepresores a
represores mas caracterizados consisten o en modificaciones conformacionales, o en el
estado de oligomerizacion del represor (Lewis y col., 1998; Masuda y Bauer, 2002), o
en la agregacion intracelular, o en la relocalizacion del represor (Davis y col., 2002), o
en la degradacion del mismo (Luo y col., 2001). ElI mecanismo de antirrepresion
CarA/CarS constituye un mecanismo diferente a los anteriormente descriptos, ya que la
union de CarS a CarA bloquea el acceso de la hélice-02 del regulador al sitio blanco en
el ADN (Navarro-Avilés y col., 2007). CarS es un antirrepresor con un dominio del tipo
SH3 que simula la secuencia operadora (Fig. 9-C). CarS se expresa en presencia de luz
y es capaz de unirse especificamente a la hélice-o2 en el dominio de unién al ADN no
solo de CarA, sino también del represor pardlogo CarH que se une a la misma region
operadora reconocida por CarA. CarA 'y CarH no s6lo son estructuralmente homélogos
y reconocen el mismo promotor, sino que ademas conservan un motivo de unién a
cobalamina similar en sus dominios C-terminales. Sin embargo, s6lo CarH requiere de
este cofactor para su actividad represora. La unién de vitamina B12 al dominio sensor

de CarH estimula la oligomerizacion e incrementa la afinidad de unién del mismo a la



Introduccion

secuencia operadora, favoreciendo en consecuencia la represion de sus genes blancos
(Ortiz-Guerrero y col., 2011). La luz, en un amplio rango de longitudes de onda a las
cuales absorbe la cobalamina, disgrega el complejo oligomérico represor mediante la
fotolisis del cofactor unido a CarH, debilitando la unién de este represor al sitio
operador y activando en consecuencia la transcripcion de los genes bajo su control. En
contraste, la cobalamina no altera ni el estado de oligomerizacion ni la afinidad de unién
de CarA a la misma regidn promotora. Por lo tanto, la fotosensibilidad intrinseca de la
vitamina B12 unida a CarH sirve como un segundo interruptor de encendido y apagado
que acopla la regulacion de la expresién génica en respuesta a cambios en la sefial
luminica en un amplio rango de longitudes de onda. Esto provee una via fotosensorial
de regulacion por luz azul para la carotenogénesis en Myxococcuss xanthus

independiente de CarS (Ortiz-Guerrero y col., 2011).

4.3.2.2 Reguladores LitR

En Thermus thermophilus, la regulacion transcripcional del grupo de genes
implicado en la biosintesis de carotenos (crt) esta modulada por dos reguladores
transcripcionales codificados en tdndem bajo el control de un mismo promotor (PlitR):
LitR (light-induced transcription regulator) y TTP55. LitR, homologo a CarA, también
pertenece al subgrupo de reguladores MerR atipicos y presenta un sitio de union a

cobalamina en su dominio Fig. 10

sensor C-terminal (Takano y cbl  Luz
col., 2011). LitR reprime su @ il
propio promotor PlitR y el T ©
Carotenoides

promotor del operén divergente [""""""”"‘"’" Reparacion del ADN

I =
PcrtB por medio de su union a _<m155 K TR erE >—
@

., Fig. 10: Modelo para la regulacion transcripcional modulada por luz

adyacentes. Su desrepresion por  en la regién intergénica entre /TRy crt8 de T. thermophilus. LitR se

une a un sitio Unico entre los promotores divergentes PlitR v PcriB,

luz (posib|emente por situado de manera superpuesta a la caja -35 de PR, regulando

negativamente la actividad del mismo. Su desrepresién por medio de un

inestabilidad en la unién de mecanismo aln desconocido activa PertB via TTP55. PcrtB dirige la

transcripcion de genes codificantes para enzimas involucradas en la

. biosintesis de carotenoides y reparacion del ADN. La luz posiblemente

cobalamina y consecuente induzca la actividad de PcrryB pfovocando inestabilidad erl: la unién de

; .., . cabalamina (Cbl) y consecuente disociacion de LitR de su secuencia
disociacion del ADN) permite la  operadora (Adaptado de Takano y col., 2011).

un sitio Unico localizado entre

estos dos elementos promotores
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produccion de TTP55, también codificado bajo el control del promotor PlitR. TTP55
activa luego la expresion de PcrtB, induciendo en consecuencia la biosintesis de
carotenoides y enzimas fotoliasas de reparacion del ADN (Fig. 10) (Takano y col.,
2011). Si bien LitR clasifica dentro de la familia MerR por la estructura de su dominio
de unién al ADN, difiere de esta clase de reguladores en lo que respecta a la geometria
del promotor al cual se une (Fig. 7-B). La region PIitR a la cual se une LitR exhibe una
geometria normal (17 pb entre las cajas -35 y -10), sugiriendo que el mecanismo de
accion y/o la funcion de LitR difiere de aquella de la mayoria de los reguladores de la
familia MerR (Takano y col., 2011). LitR de Vibrio salmonicida, por ejemplo, es un
regulador implicado en la regulacion de densidad poblacional, conocida cominmente
como quorum sensing, y su funcién es reprimir adhesion, agregacion y la habilidad de
formar biopeliculas, en tanto que activa la expresion del operdn lux y en consecuencia la

bioluminiscencia (Mohn Bjelland y col., 2012).

4.3.2.3 Reguladores MIrA

Ademas de los reguladores tipo CarA/LitR, que contienen un motivo de union a
cobalamina en su region C-terminal, existen también otros reguladores MerR
funcionalmente diferentes a la mayoria de los reguladores de esta familia (metalo-
reguladores). Entre estos se destacan los reguladores tipo MIrA, que incluyen a BIUR de
Escherichia coli y a los reguladores STM1390 y STM1266 de Salmonella enterica (este
altimo, objeto de analisis en este trabajo de Tesis Doctoral — Capitulo I1). MIrA presenta
un alto grado de homologia a reguladores transcripcionales de la familia MerR,
principalmente su extremo N-terminal (Brown y col., 2001). De alli la denominacion
MIrA (merR-like regulator A). ElI dominio N-terminal de esta proteina presenta un
motivo de union al ADN de hélice-giro-hélice. De los 70 residuos de aminoacidos de
este dominio, 17 son idénticos o similares a los 22 residuos conservados en diferentes
reguladores MerR provenientes de distintos organismos (Summers, 1992). Sin embargo,
el dominio C-terminal de union al efector de MIrA tiene homologia significativa solo
con tres reguladores putativos de funcion desconocida: BIuR (también conocido como
YcgE) de E. coli K-12, ORF242 de S. enterica y VCAO0056 de V. cholerae, con una
similitud proteica del 76 %, 70 % y 50 %, respectivamente (Fig. 11). MIrA fue

identificada como un regulador positivo para la sintesis de fimbria tipo curli y matriz
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Fig. 11 "
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Fig. 11: Alineamiento de los dominios N-terminal de union al ADN de MIrA de E. coli y de las proteinas con mayor
grado de homologia en la familia MerR. Los residuos de aminoacidos conservados idénticos se resaltan en negro y los
similares, en gris. La longitud completa de las proteinas se indica entre paréntesis. El dominio HTH conservado, implicado en la
interaccién del regulador con el ADN, se indica sobre el alineamiento. Debajo del mismo, se detallan los 22 residuos de
aminoacidos conservados en la mayoria de los reguladores MerR (Summers, 1992). De estos, los subrayados corresponden a
los que son idénticos o similares en MIrA. (Ec) E. coli; (St) S. typhimurium; (Vc) Vibrio cholerae; (Pa) Pseudomonas aeruginosa;
(Pst) Pseudomonas stutzeri, (Bsp) Bacillus sp.; (Bs) Bacillus subtillis (Adaptado de Brown y col., 2001).

extracelular en E. coli y S. Typhimurium (Fig. 12) (Brown y col., 2001). Su Unica
funcion conocida hasta el momento es la de activar la transcripcion del regulador
maestro de produccion de curli y celulosa CsgD, también denominado AgfD. EIl sensor
CsgD pertenece a la familia de reguladores LuxR y es el principal regulador de
respuesta para la formacion de biopeliculas. En E. coli y S. Typhimurium, CsgD es el
activador principal de los genes responsables de la biosintesis de curli (csg), codificados
en los operones divergentes csgBAC y csgDEFG (Ogasawara y col., 2010). CsgA y
CsgB son los componentes estructurales de las fimbrias tipo curli (Hammar y col.,
1995), y aunque csgC es parte del operdn csgBAC, su funcion se desconoce. El operon
csgDEFG codifica para el regulador y para proteinas accesorias en la biosintesis del
curli. Csge y CsgF son proteinas periplasmicas que interactian con CsgG, una
lipoproteina de membrana externa (Loferer y col., 1997). Estas proteinas son requeridas
para la correcta secrecion y ensamblado de las sub-unidades estructurales CsgA y CsgB.
Si bien CsgD es necesario para la activacion transcripcional del operén csgBAC
(Rémling y col., 2000; Brown y col., 2001; Gerstel y col., 2003; Weber y col., 2006), no
ha sido aun demostrado que regule directamente la expresion del operén csgDEFG vy, en

consecuencia, que module su propia expresion (Barnhart y Chapman, 2006).

El efecto de MIrA en la produccion de curli y celulosa es Gnicamente atribuible a
su capacidad de activar PcsgD. CsgD es el responsable de activar luego la transcripcion
del operdn divergente csgBA(C), que codifica para los genes estructurales implicados en

la formacion de curli (Ogasawara y col., 2010). A su vez CsgD estimula de manera
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indirecta la biosintesis de celulosa mediante la activacion transcripcional de AdrA. Esta
proteina presenta actividad diguanilato ciclasa, por lo que es capaz de estimular la
produccion de bis-(3",57)-guanosina monofosfato ciclico (c-di-GMP), una molécula
sefial bacteriana ubicua. Este metabolito actta luego como mensajero secundario crucial

para la biosintesis de celulosa y, probablemente de otros exopolisacaridos (Fig. 12-A).

Fig. 12

A Fig. 12: Modulacién de la produccién de curli
g y celulosa: alternancia entre la forma de vida

planctoénica y la formacién de biofilm. A. MIrA
tiene como Unica funcién conocida activar la
transcripcion  del regulador maestro de
produccién de curli y celulosa, CsgD. El sensor
CsgD pertene a la familia de reguladores LuxR y
es el principal regulador de respuesta en la
formacion de biofilm. En E. coli y Salmonella, el
gen csgD es parte integral del operén de
biosintesis de curli csgDEFG. CsgD se une al
promotor y activa la transcripcion del operén
divergente csgBA(C), que codifica para los
genes estructurales implicados en la formacion
de curli. Por otro lado, CsgD estimula, de
manera indirecta, la biosintesis de celulosa
mediante la activacion transcripcional de AdrA.
Esta proteina presenta actividad diguanilato
ciclasa, por lo que es capaz de estimular la
produccion de c-di-GMP. Este metabolito actia
luego como mensajero secundario crucial para
B la biosintesis de celulosa y, probablemente, de
. . otros exopolisacaridos. B. En Salmonella, la

Smmmlng regulacion de c-di-GMP es considerada clave en

f) la toma de decisidn entre la forma vida libre y la

formacion de biofilm. La expresion de AdrA y el

consecuente incremento en los niveles de c-di-

GMP, reprimen la movilidad (swimming vy

s s

B]O Fl LM 6 swarming), estimulando la producciéon de

= Swarming moléculas  constituyentes de la matriz

OO k — extracelular (exopolisacaridos, fimbria y flagelo)

» - —% y favoreciendo, de esta manera, la formacion de
o biofilm. (Adaptado de Rémling, 2005).

La regulacion de CsgD es considerada clave en la toma de decision entre la
forma de vida plancténica y la formacion de biopeliculas. MIrA no es el Gnico factor
involucrado en la regulacion transcripcional de csgD sino que existen otros reguladores
que modulan la expresion de csgD en muy distintas condiciones inductoras: durante la
fase de crecimiento estacionaria por la escasez de nutrientes, en microaerobiosis, en
aerobiosis en medio minimo, a pH alcalino (pH 8.5), baja osmolaridad y por
temperatura (28 °C). Es por ello que el promotor de csgD es reconocido como uno de
los promotores mas complejos de E. coli (Gerstel y col., 2003; Ogasawara y col., 2010;

Ogasawara y col., 2011).

La secuencia de uniéon de MIrA en la region promotora de csgD (Fig. 7-B)

consta de una repeticion invertida de 11 pb con un intervalo de 12 pb (MIrA-box), y esta
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ubicada entre los sitios de union de otros dos factores positivos, IHF y OmpR,
denominados hot spot | y hot spot I, respectivamente (Ogasawara y col., 2010). Un
analisis del efecto activador de MIrA sobre el promotor de csgD en distintas mutantes
de E. coli, cada una deficiente en uno de los reguladores involucrados en la regulacion
de csgD, demostré que MIrA actla de manera independiente de los reguladores Crl, H-
NS, RstA, CpxR y RcsB, pero interactia de manera directa con los reguladores IHF y
OmpR que, como se menciond anteriormente, se unen en sitios adyacentes al
identificado para MIrA en el promotor de csgD (Ogasawara y col., 2010). Como
resultado de la basqueda in silico de otros genes controlados por MIrA, se identificaron
otras cuatro cajas MIrA putativas conservadas en las regiones promotoras de rpiU
(proteina ribosomal L21), dppB (transportador de dipéptido), yrbA y cadC (factores
transcripcionales putativos). Todas muestran interaccion in vitro con MIrA mediante
ensayos de EMSA e inducen la expresion del gen reportero lacZ en ensayos in vivo
(Ogasawara y col., 2010). Estos genes, por lo tanto, podrian estar siendo también
regulados por MIrA. Cabe destacar, ademas, que dos de estos cuatro genes blancos
putativos codifican para reguladores transcripcionales, por lo que posiblemente MIrA

estaria formando parte de una cascada regulatoria.

El dominio sensor de MIrA conserva 3 residuos de cisteinas. Se desconoce sin
embargo la naturaleza del ligando y si dichas cisteinas estan o no involucradas en la
union especifica del mismo. Poco se sabe de la o las sefiales que modulan la expresion y
la activacion de MIrA, aunque resultados recientes sugieren que al menos en
Escherichia coli estaria vinculada a los niveles de c-di-GMP. Ademas de interactuar con
los reguladores IHF y OmpR, MIrA formaria un complejo con la fosfodiesterasa YcCiR
(con dominios GGDEF/EAL) y con la diguanilato ciclasa YdaM (con dominio GGDEF)
para la regulacion del promotor de csgD (Fig. 13) (Lindenberg y col., 2013). Este tipo
de regulacidn establece un precedente para la cooperacion entre un regulador del tipo
MerR y una proteina con dominio EAL en el inicio de la transcripcion (Weber y col.,
2006; Tschowri y col., 2009; Lindenberg y col., 2013).
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Fig. 13

Fig. 13: Modelo de la regulacién transcripcional de csgD
mediada por una cascada de sefalizacion dependiente de
Modulo | Moédulo 1l c-di-GMP. El médulo | (constituido por la diguanilato ciclasa
(DGC) YegE y la fosfodiesterasa (PDE) YhjH) controla el nivel

de c-di-GMP que es sensado y degradado por la PDE YciR, la

(DGC) que junto a la DGC YdaM, constituyen el médulo Il. La

|:1C.C\¢ ‘ ] segunda actividad de la enzima YciR (inhibicién directa de

YdaM y MIrA) es reprimida cuando la misma se encuentra

—{ c-di-GMP —— @ @ activa como PDE. La enzima YdaM también es bifuncional.
(PDE) ‘ Mientras que su actividad DGC contribuye al reservorio de c-
T—l di-GMP generado por el modulo |, también estimula la

(PDE) m activacién de MIrA por interaccion directa. Las enzimas con

actividad DGC se indican con 6valos y aquellas con actividad
PDE, con hexagonos. Los procesos dependientes de la
actividad DGC y de altos niveles de ¢-di-GMP se muestran en

rojo, y aquellos vinculados a la actividad PDE y a bajos niveles
de c-di-GMP, en azul. (Adaptado de Lindenberg y col., 2013).

Transcripcién de csgD

Las proteinas con dominios GGDEF y EAL se caracterizan, en su mayoria, por
presentar actividad diguanilato ciclasa (DGC) (Ausmees y col., 2001; Chan y col., 2004;
Paul y col., 2004; Hickman y col., 2005; Ryjenkov y col., 2005) y fosfodiesterasa
(PDE) (Christen y col.,, 2005; Schmidt y col, 2005; Ryan y col, 2006),
respectivamente. Estan implicadas en la modulacion del reservorio intracelular de c-di-
GMP. El c-di-GMP es un mensajero secundario clave para la transicion entre los estilos
de vida planctonico y multicelular, que en general interfiere con el proceso de motilidad
y promueve la formacion de biopeliculas (Fig. 12-B) (Rémling y Amikan, 2006). En
bacterias patogenas, el c-di-GMP también regula genes implicados en virulencia
(Tamayo y col., 2007). Muchas especies bacterianas poseen un gran numero de
proteinas con dominios GGDEF/EAL, pudiendo presentar dichos dominios de manera
individual o combinados en un mismo polipéptido. Sin embargo, en una determinada
fraccion de estas proteinas los dominios GGDEF y/o EAL, asi como también otros
residuos de aminoéacidos relevantes para la funcién enzimatica, no estan conservados.
Estas proteinas carecen de actividad DGC o PDE, pero requieren de sus dominios
cataliticos GGDEF y/o EAL para llevar a cabo otras funciones. Entre las 29 proteinas
con dominios GGDEF/EAL en E. coli, se destaca BluF (también denominada YcgF), la
cual no s6lo presenta un dominio EAL degenerado sino también un dominio sensor de
luz azul en su extremo N-terminal, dependiente de FAD. BIuF carece de actividad PDE
pero requiere de su dominio EAL para actuar como antagonista directo del represor
transcripcional BIUR (0 YcgE). Inducido por luz azul BIuF libera al represor BIuR de
sus operadores blanco, resultando en la expresion de un set de pequefias proteinas
regulatorias que, por medio del sistema de fosfotransferencia de RcsC/RscD/RcsB,

afectan positivamente la produccién de &cido colanico (un componente de la matriz
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extracelular del biofilm), y negativamente la sintesis de curli (fimbria adhesiva). La
expresion de BIuF y BIUR, asi como también la de sus genes blanco, es fuertemente
inducida a bajas temperaturas (Tschowri y col., 2009).

4.3.2.4 Reguladores BIuR

BIuR es un regulador transcripcional del tipo MerR con un alto grado de
homologia con MIrA (Fig. 11). El grado de conservacion de secuencia entre BIUR y
MIrA (igual longitud y 49 % de identidad), sumado al hecho de que ambas interactian
de manera directa con proteinas con dominios EAL, sugiere que estos dos reguladores
provienen de un ancestro comun. De hecho, BIUR conserva una cierta afinidad residual
por el promotor de csgD. Ademas, un espaciamiento sub-0ptimo de 18 pb entre las cajas
-35 y -10 en la region promotora del gen ycgZ, regulado por BIuR (Tschowri y col.,
2012), es consistente con las caracteristicas de los operadores cominmente controlados
por reguladores MerR (Brown y col., 2003). Si bien se postula que ambos reguladores
provienen de un mismo gen ancestral, posiblemente como resultado de un evento de
duplicacion génica, cabe destacar que la interaccion de MIrA con la fosfodiesterasa
YciR inhibe la activacion de csgD (Fig. 13) mientras que en el caso de BIUR, la
interaccion con BluF por medio del sitio EAL degenerado, inhibe la union del represor a

la secuencia operadora de sus genes blanco, activando la transcripcion de los mismos.

Un caso funcionalmente similar en el que un anti-represor compite con la
secuencia operadora por la union del regulador MerR es el anteriormente mencionado
CarA/CarS de Myxococcuss xanthus (seccion 4.3.2.1) (Navarro-Avilés y col., 2007;
Ledn y col., 2010; Elias-Arnanz y col., 2011), aunque CarS no esta estructuralmente
relacionado a BIuF ni a las proteinas con dominios EAL. Los reguladores MIrA/BIUR y
sus homologos constituyen, por lo tanto, otro ejemplo de reguladores MerR que

modulan la expresion de sus genes blanco por interaccidén con proteinas moduladoras.

4.3.2.5 Reguladores Hsp_2

Otro regulador MerR funcionalmente diferente es el denominado Hsp 2 de

Mycobacterium (Pidot y col., 2010). Hsp_2 acta como represor de Hsp18, una proteina
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antigénica que promueve la formacion de biopeliculas, codificada corriente abajo y en
orientacion divergente al marco de lectura abierto para Hsp_2 (Pidot y col., 2010). Una
diada simétrica fue identificada en la region intergénica entre Hsp_2 y Hsp18, corriente
abajo de la caja -10 de Hsp18, superpuesta al sitio de inicio de la transcripcion del
mismo (Fig. 7-B). Esta observacion fortalece el modelo en el cual Hsp_2 reconoce la
diada y, de manera simultanea, promueve su propia transcripcion y bloquea la expresion
de Hspl8 (Pidot y col., 2010). La geometria de la region intergénica Hsp_2/Hspl8
implica un cambio en el modo de accion clasico postulado para la mayoria de los
reguladores MerR en el cual el regulador activa la transcripcién de su gen blanco so6lo
en presencia de la sefial inductora, en tanto que reprime (o activa) su propia expresion
(Brown y col., 2003). Hsp_2 constituye, por lo tanto, otro ejemplo de regulador
transcripcional que no ajusta al modelo de accion propuesto para la mayoria de los
reguladores de la familia MerR. En este caso, no se han reportado evidencias de
interaccion de Hsp_2 con otras proteinas moduladoras en la region promotora de Hsp18
sino que se postula un modelo de accion en el que la represion transcripcional de Hspl18
es consecuencia del impedimento estérico que provoca el regulador al unirse a su propia

region operadora, superpuesta y en orientacion inversa a la de su gen blanco (Fig. 7-B).

5. Metales: esenciales, no esenciales y toxicos
5.1 Clasificacion de metales

Ademas de los principales elementos quimicos tales como C, H, O, N, Py S,
utilizados por las células para la constitucion de las proteinas, lipidos, acidos nucleicos
y azucares, los organismos vivos contienen aniones y cationes inorganicos. La totalidad
de metales requeridos metabolicamente por las bacterias constituyen lo que se denomina
el metaloma bacteriano (Outten y O“Halloran, 2001; Barton y col., 2007). Los
principales cationes son iones metalicos entre los cuales se incluyen los macronutrientes
como Na*, Mg?*, K* y Ca** (Hobman, 2007). Los metales de transicién V, Mn, Fe, Co,
Ni, Cu, Zn, Mo y W también son esenciales para la vida aunque en cantidades menores
(micronutrientes), siendo adquiridos principalmente como iones inorganicos a partir del
entorno. A diferencia de los alcalinos y alcalino-térreos estos metales no estan como
iones libres en el interior celular sino que se encuentran unidos a sitios especificos en

proteinas, acidos nucleicos, etc (Barton y col.,, 2007). Cumplen diversas funciones
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celulares que incluyen roles estructurales, cataliticos y como cofactores enziméticos
(Outten y col., 2000). También actian como estabilizadores de proteinas o acidos
nucleicos (Ansari y col., 2004). Al, Au, Ag, Bi, Cd, Cr, Hg, Pb, Sn y Tl no poseen
funciones bioldgicas conocidas y son llamados comunmente, aunque a veces
erroneamente, “metales pesados” o, mas apropiadamente, “metales toxicos” (Hobman,
2007). Ademas, cationes como Be, Cs, Li y Sr pueden ser toxicos para las bacterias,

aunque hasta el momento se sabe muy poco acerca de sus interacciones bioldgicas.

Si bien los metales juegan un rol esencial en la nutricion microbiana, también
pueden generar estrés celular. Esto puede ocurrir por niveles tanto insuficientes como
excesivos de estos iones metalicos esenciales o por la presencia de iones metalicos
toxicos (Nies, 1999; Valko y col., 2005). El mecanismo de toxicidad para la mayoria de
los metales no esta totalmente comprendido. Los cationes de estos metales tienen una
fuerte tendencia a interaccionar con los grupos sulfhidrilos de las proteinas inhibiendo
su funcidn bioldgica o bien desplazando a un metal esencial de su sitio de union a una
determinada proteina (Hathaway y col., 1987; Wulfsberg, 1991). Ademas, algunos
metales resultan toxicos porque pueden interaccionar con compuestos fisiolégicamente
relevantes, inhibiendo su funcién. También, y dependiendo de sus propiedades redox,
algunos metales pueden generar especies reactivas del oxigeno, provocando dafios en el
ADN, peroxidacion de lipidos, deplecion de grupos sulfhidrilos de proteinas y glutation,
entre otros efectos (Valko y col., 2005). La base de la toxicidad de algunos metales es
esencialmente una funcion de su quimica bioinorganica y es siempre el idbn metalico, no
el metal por si mismo, el que es toxico. La toxicidad también depende de factores
ambientales que afectan la biodisponibilidad de los iones metélicos, la habilidad de los
mismos de ingresar a la célula, de interaccionar con distintos ligandos dentro de la
misma y la capacidad de participar en reacciones perjudiciales para la célula (Hobman,
2007).

5.2 Estrategias de homeostasis/resistencia a metales de transicion

Las bacterias han desarrollado sistemas de captacion, transporte y eflujo de
metales, que les permiten regular su concentracion intracelular para cubrir las
necesidades celulares bésicas (homeostasis de metales) o inducir mecanismos de

resistencia para mitigar sus efectos toxicos en caso necesario (resistencia a metales)



Introduccion

(Pennella y Giedroc, 2005). El secuestro extracelular del metal, la prevencion de la
entrada del metal a la célula reduciendo su permeabilidad, el transporte activo del metal
hacia el exterior celular, el secuestro intracelular del metal por union a ligandos, la
alteracion enzimatica del metal a una forma menos toxica, y/o la reduccién de la
sensibilidad al metal en el blanco celular son las estrategias mas conocidas de
resistencia a metales téxicos utilizadas por las bacterias (Bruins y col., 2000). Hasta el
momento han sido descriptos sistemas de homeostasis y resistencia bacteriana para Ag”,
AsO, , AsO,>", Cd**, Co*, CrO,*, Cu**, Hg*, Ni**, Pb*, TeOs”, TI'y Zn** (Silver y
Phung, 2005), y, en nuestro laboratorio, describimos por primera vez la resistencia
bacteriana a Au® (Checa y col., 2007).

6. Homeostasis de cobre

El cobre estd ampliamente distribuido en la naturaleza. Es un micronutriente
esencial y, junto con el hierro y zinc, es uno de los metales de transicién mas utilizados
por los seres vivos (Solioz y Stoyanov, 2003). Tiene mas de un estado de valencia,
encontrandose en las células tanto en forma de Cu(ll) como de Cu(l), y sus funciones
biologicas estan relacionadas con sus propiedades redox (Rensing y Grass, 2003). Es el
acido de Lewis mas fuerte dentro del grupo IB de los metales de transicion y su
potencial redox puede variar desde 200 a 800 mV, dependiendo del entorno proteico en
el cual el i6n se encuentra inmerso. El Cu, en sus dos estados de oxidacidn, es capaz de
unirse con gran afinidad a biomoléculas, interaccionando preferentemente con los
grupos tioles de las proteinas. Debido a sus propiedades redox, cumple funciones
biolégicas como transportador de electrones, aceptando y donando electrones usados
por metaloproteinas como la citocromo ¢ oxidasa y la superéxido dismutasa. También
actGia como grupo prostético de enzimas involucradas en la reduccion de nitrito y 6xido
nitrico y se encuentra en la estructura de transportadores electrénicos como las

plastocianinas y azurinas (Solioz y Stoyanov, 2003).

En aerobiosis, la homeostasis de cobre es esencial ya que su actividad redox lo
hace altamente toxico, incluso a bajas concentraciones. En condiciones anaerébicas, el
cobre se encuentra como Cu® que es mas téxico que el Cu?*. Su toxicidad esta
relacionada, entre otras cosas, con la generacién por una reaccion tipo Fenton de

radicales hidroxilos extremadamente reactivos que pueden dafiar fosfolipidos, enzimas y
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otros componentes celulares (Solioz y Stoyanov, 2003). A su vez, el Cu®* puede oxidar
grupos tioles tanto del glutation como de diversas proteinas, llevando a una disminucion
del contenido de glutation reducido intracelular y a la inactivacion proteica (Solioz y
Stoyanov, 2003), ademas de desplazar a otros cofactores metalicos de su sitio de unién,
debido a su gran afinidad por los grupos tioles (Koutmos y Coucouvanis, 2006; Fung y
col., 2013). En consecuencia, las concentraciones de cobre intracelular deben estar
estrictamente reguladas, resultando esencial para las células mantener la homeostasis de
este metal mediante de la expresion de sistemas de captacion y eflujo del mismo (Fan y
Rosen, 2002; Lu y Solioz, 2002; Franke y col., 2003).

6.1 Homeostasis de cobre en E. coli

Hasta el momento no se ha identificado un sistema de importacion de Cu en E.
coli, posiblemente reflejando la falta de un alto requerimiento de este metal en el
citoplasma. Se especula que la entrada del Cu®* al periplasma se realiza a través de
porinas (Lutkenhaus, 1977; Osman y Cavet, 2008). Estimativamente, mas del 96 % del
cobre celular de E. coli se encuentra en este compartimiento, y de hecho, todas las
enzimas que requieren cobre como cofactor en E. coli poseen una localizacion
periplasmica. En este compartimiento, el Cu se encuentra unido a diferentes enzimas o
transportadores de electrones como la citocromo o oxidasa, o la oxidasa multicobre
CueO. El Cu** es luego reducido a Cu* mediante oxidorreductasas, probablemente la
NADH deshidrogenasa 2 (Rapisarda y col., 1999; Rapisarda y col., 2002). EI Cu" seria
capaz de difundir rapidamente a través de la membrana plasmatica, estableciendo un
equilibrio pasivo entre el periplasma y el citoplasma. Una vez en el citoplasma, el metal
seria rapidamente secuestrado, probablemente por el glutation, para evitar sus efectos

toxicos (Freedman y col., 1989).

Con el fin de mantener los niveles de cobre al minimo en el citoplasma y a un
nivel 6ptimo en el periplasma, E. coli cuenta con sistemas que median el eflujo de este
metal. La respuesta a niveles elevados de cobre involucra al reguldn cue y al locus cus.
El reguldn cue, agrupa a los genes que codifican para el sistema primario de resistencia
al exceso de Cu. Estos factores son inducidos cuando se altera el equilibrio

homeostatico del metal. El locus cus codifica para un sistema alternativo de resistencia
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al metal que actla bajo condiciones extremas de toxicidad (Outten y col., 2001;
Yamamoto e Ishihama, 2005).

6.1.1 El regulon cue

El reguldon cue (del inglés “Cu efflux”) esta controlado por CueR, un regulador
perteneciente a la familia MerR (Stoyanov y Brown, 2003). CueR responde a Cu con
una sensibilidad del orden zeptomolar (10?* M) (Changela y col., 2003). Esto
equivaldria a 1/10" veces menos cobre que la concentracién generada por un &tomo
libre del metal por célula. CueR controla la expresion de los genes copA y cueO (Outten
y col., 2001). EIl gen copA codifica para una ATPasa del tipo P1g denominada CopA,
que transporta Cu” utilizando la energia proveniente de la hidrdlisis del ATP (Petersen y
Moller, 2000). EI gen cueO codifica para la oxidasa multicobre CueO de localizacion
periplasmica, responsable de la oxidacién de Cu* a Cu®* en presencia de O, (Outten y
col., 2000; Outten y col., 2001). Cuando la concentracion de cobre intracelular aumenta,
la ATPasa CopA expulsaria Cu® al periplasma, donde la oxidasa CueO lo oxidaria a
Cu**, menos téxico para la célula (Fig. 14) (Outten y col., 2001; Rensing y col., 2003).
CueR responde ademas a Ag* y Au®. Sin embargo, la respuesta a este Gltimo ha sido
atribuida exclusivamente a las propiedades quimicas del ion ya que se observo que
CopA de E. coli es capaz de transportar tanto Cu* como Ag* pero no Au* (Outten y col.,
2001; Rensing y Grass, 2003; Stoyanov y Brown, 2003).

En anaerobiosis, la oxidasa CueO se encuentra inactiva y los efectos toxicos del
cobre son mayores. En estas condiciones, el sistema cue es ineficiente y el sistema cus
se vuelve esencial para la supervivencia de la bacteria en concentraciones elevadas de
Cu® (Outten y col., 2001).



Introduccion

Fig. 14
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Fig. 14: Mecanismos de homeostasis de Cu en E. coli. Se esquematizan los sistemas mas
importantes que participan en la homeostasis del cobre: el sistema Cue, activo principalmente en
aerobiosis (azul), y el sistema Cus, funcional en condiciones de anaerobiosis (verde). CopA es una
ATPasa tipo P, que frasloca Cu*, CueO una multicobre oxidasa, CueR un regulador
transcripcional, Ndh-2 una reductasa de cobre, y CusCFBA un sistema de eflujo del tipo CBA
controlado por el sistema de dos componentes CusSR. Los componentes individuales se discuten
en el texto. El cobre posiblemente entre al periplasma a través de porinas. Se detalla la
organizacién génica de los regulones cuey cusen el genomade E. coliK-12.

6.1.2 El regulon cus

El sistema cus (del inglés “Cu Sensing”) consta de un sistema de dos
componentes, que incluye la quinasa sensora CusS y el regulador de respuesta CusR.
Ambos modulan la expresion del operdn cusCFBA en funcion de la concentracion de
cobre periplasmico (Fig. 14). El operdn cusRS se localiza préximo y en orientacion
divergente a cusCFBA. Este ultimo codifica para un sistema de resistenciaa Cuy Ag, y
consiste de un antiportador tripartito cation-H* formado por las proteinas CusA, CusB y
CusC, y una chaperona periplasmatica de cobre, CusF, que actuaria como chaperén de
cobre periplasmico transportando el Cu® hacia la bomba de eflujo CusCBA. CusA
funciona como un transportador secundario energizado por un gradiente de H* vy es

responsable de la especificidad de sustrato. CusB es una proteina de fusién a membrana
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y sirve como adaptador entre CusA y CusC, componente de la membrana externa. Esta
bomba esté relacionada con la familia de transportadores CBA, que s6lo se encuentran
en bacterias Gram negativas, involucrados en el transporte de iones metalicos,
xenobidticos y drogas (Rensing y Grass, 2003; Kittleson y col., 2006). Se postula que
este sistema transportaria Cu” directamente desde el citoplasma y/o el periplasma hacia
el espacio extracelular (Fig. 14) (Outten y col., 2001; Rensing y Grass, 2003).

En aerobiosis, el regulon cue actia como sistema primario de detoxificacion,
mientras el regulén cus contribuiria a la resistencia al metal sélo cuando la
concentracion del mismo es muy elevada (Outten y col., 2001). Debido a que
mutaciones en el regulén cus s6lo afectan la resistencia a cobre en anaerobiosis, se
postula que el regulon cus seria el sistema primario de resistencia en ambientes
anaeradbicos en los cuales CueO no es funcional ya que depende del O, para catalizar la
oxidacion del Cu’”.

6.1.3 El sistema alternativo de resistencia a cobre PcoABCD

Algunas cepas de E. coli poseen ademas genes adicionales de resistencia a cobre
codificados en plasmidos que le confieren mayor tolerancia al metal (Tetaz y Luke,
1983). Por ejemplo, el plasmido pRJ1004 codifica para el sistema de resistencia a cobre
PcoOABCDRS, homologo al sistema codificado en el plasmido pPT23D de
Pseudomonas syringae. El operon pcoABCD esta regulado por el sistema de dos
componentes PcoRS, homologo a CusRS pero de codificacion plasmidica (Munson y
col., 2000). PcoA es homdloga a CueO, y puede sustituirla funcionalmente (Lee y col.,
2002). PcoB se localiza en el interior de la membrana externa e interacciona con PCoA,
mientras que estudios realizados con PcoC y PcoD sugieren que los mismos podrian
cumplir un rol en el importe de cobre. Segin el modelo propuesto para este sistema,
PcoC le entregaria el cobre periplasmico a PcoD para ser transportado al citoplasma,
posiblemente para su incorporacion en PcoA (Rensing y Grass, 2003). Ademas,
pRJ1004 codifica para la proteina de union a cobre PcoE, que se desempefiaria como

chaperona de cobre periplasmatica.
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6.2 Homeostasis de cobre en Salmonella
6.2.1 El regul6n cue

A diferencia de lo que ocurre en E. coli, en donde la homeostasis de cobre
intracelular esta mayoritariamente controlada por la accion coordinada de los sistemas
cue y cus, Salmonella posee sélo el regulén cue. Estudios realizados en nuestro
laboratorio (Espariz y col., 2007; Pontel y Soncini, 2009) indican que los factores
codificados en el regulén cue de Salmonella son responsables de la proteccién al cobre
tanto en aerobiosis como en anaerobiosis. Este regulon incluye el regulador
transcripcional CueR (91 % idéntico a su ortologo en E. coli), que en presencia de cobre
activa la expresion de la oxidasa periplasmica CueO, también Ilamada CuiD, que posee
un 80 % de identidad con CueO de E. coli (Kim y col., 2002; Lim y col., 2002) y de la
ATPasa de tipo Pig, CopA (Espariz y col., 2007). En reemplazo del sistema Cus,
Salmonella cuenta ademas con cueP, un gen que codifica para un factor periplasmico de
union a Cu (Pontel y Soncini, 2009). CueP también esta transcripcionalmente regulado
por CueR (Pontel y Soncini, 2009) (Fig. 15).

Fig. 15

Sistema Cue
(aerobiosis / anaerobiosis) [ ]

Fig. 15: Sistema Cue de homeostasis de Cu en Salmonella. CopA es una
ATPasa tipo P45 que transloca Cu*, CuiD una oxidasa multicobre homdloga a
CueQ de E. coli, CueP es una proteina periplasmatica que brinda resistencia en
condiciones anaerdbicas y CueR es el regulador transcripcional. Los
componentes individuales se discuten en el texto. En Salmonella los genes que
constituyen el reguldén cue estan ordenados de manera diferente que en E. coli.
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En aerobiosis, el mecanismo empleado por Salmonella para eliminar el exceso
de cobre seria similar a lo reportado para E. coli; esto es la exportacion del ion desde el
citoplasma al periplasma por CopA, y en su ausencia por un homélogo llamado GolT, y
la conversion de Cu(l) a Cu(ll) por medio de CueO (Espariz y col., 2007). En
anaerobiosis, y a diferencia de lo que ocurre en E. coli, la oxidasa periplasmica
pareceria también cumplir un rol en la resistencia al metal (Outten y col., 2001; Espariz
y col., 2007), lo cual adquiere relevancia en un sistema celular carente del sistema
auxiliar cus (Espariz y col., 2007). Sumado a esto, CueP seria el principal responsable
de proteger al periplasma de la toxicidad provocada por el metal en condiciones de
anaerobiosis. De hecho, en el laboratorio se demostré que CueP es capaz de reemplazar
funcionalmente al complejo sistema de resistencia Cus en la detoxificacion de Cu
periplasmatico en una cepa de E. coli delecionada del locus cus (Pontel y Soncini,
2009).

7. Toxicidad y resistencia a oro

A diferencia del Cu, un metal esencial pero perjudicial en altas concentraciones,
no ha sido reportada ninguna funcion bioldgica para el Au, por lo que su presencia,
incluso en niveles de concentracion traza, resulta extremadamente toxico. Aunque el oro
es un elemento muy distribuido en la corteza terrestre, su concentracion en la biosfera es
muy baja. Sin embargo, existen regiones localmente enriquecidas por causas naturales o
antropogénicas (Karamushka y Gadd, 1999). Se han identificado regiones ricas en
complejos movilizables de oro en sedimentos o suelos que contienen el metal como
mineral, en fuentes hidrotermales, asi como en ambientes afectados por deposiciones
atmosféricas del metal como resultado de actividades geotermales (Moss y col., 2001;
Eisler, 2004). Asimismo, se ha observado que diversas especies animales y vegetales
son capaces de absorber y acumular oro (Eisler, 2004). Se han reportado varias especies
de bacterias, arqueas y levaduras capaces de precipitar el oro disuelto del medio
mediante su reduccion (Karamushka y Gadd, 1999; Kashefi y col., 2001; Karthikeyan y
Beveridge, 2002; Reith y col., 2006), aunque los mecanismos de tolerancia a altos

niveles de Au de estos organismos no han sido descriptos.
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7.1 Resistencia a oro en Salmonella. El regulén gol

En nuestro laboratorio caracterizamos el primer sistema bacteriano de resistencia
a sales de oro codificado en un locus especifico de especie en S. Typhimurium (Checa y
col., 2007). El locus gol (por su sigla en inglés gold-resistance) se encuentra ubicado en
una regién genémica de 45 kb presente exclusivamente en algunos serotipos de
Salmonella, y comprende los operones golTS (golT, del inglés GolS regulated
transporter, y golS por gold sensor), gesABC (del inglés GolS induced CBA-efflux
system) y el gen golB (GolS induced binding protein) (Fig. 16). GolS es un activador
transcripcional de la familia MerR, 41 % idéntico a CueR de E. coli y Salmonella.
Actla controlando la transcripcion de los genes golB, golT y ges en presencia de Au(l)
en el medio de cultivo (Checa y col., 2007; Pontel y col., 2007). Aunque es altamente
selectivo para iones de Au, GolS es capaz de detectar otros metales del grupo IB como
Cu y Ag, aungue el nivel de activacion de GolS en presencia de estos iones es mucho
menor que el observado para CueR (Checa y col., 2007). El gen golT, ubicado corriente
arriba del regulador, codifica para una ATPasa de tipo P (estructural y funcionalmente
homologa a CopA, con un 42 % de identidad), mientras que el gen golB, corriente abajo
del regulador, codifica para una proteina de union a metal. El operon gesABC, que
codifica para un sistema de eflujo CBA, esta ubicado inmediatamente corriente arriba
del operdn golTS vy se transcribe en direccion opuesta al mismo. GesABC es homdlogo
a los sistemas de eflujo tipo CBA que dirigen el eflujo de iones metalicos, xenobidticos
o drogas, principalmente desde el periplasma o desde la membrana interna bacteriana,
aungue no se ha descartado el eflujo desde el citoplasma, y a través de la membrana
externa, hacia el espacio extracelular (McKeegan y col., 2003; Nies, 2003; Checa y col.,
2007; Pontel y col., 2007). ElI componente central de estos sistemas tripartitos es la
proteina de membrana interna del complejo conocida como proteina RND (de su sigla
en inglés resistance-nodulation-cell division) (Checa y col., 2007; Hernandez-Mendoza
y col., 2007). Esta proteina media el transporte activo y determina la especificidad de
sustrato. Los otros dos componentes del complejo son la proteina accesoria de la familia
MFP (membrane fusion protein) y el factor de membrana externa OMF (outer-
membrane factor) (Nies, 2003; Eswaran y col., 2004; Checa y col., 2007). Experimentos
realizados también en nuestro laboratorio demostraron que en una cepa delecionada en
el principal transportador de drogas acrAB, GesABC también puede mediar la

resistencia a drogas cuando es inducido por GolS en presencia de oro (Pontel y col.,
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2007). GolS esta autoregulado, de manera que en presencia de Au su concentracion
intracelular aumenta alrededor de 420 veces (Checa y col., 2007; Pérez Audero y col.,
2010). La transcripcion del operon gesABC difiere de la de los otros genes controlados
por GolS debido a que presenta un operador menos conservado que el presente en los
promotores de golTS y de golB, requiriendo mayores concentraciones de GolS y por lo
tanto mayor concentracién de Au para su induccién (Pontel y col., 2007). Esto indica
que la induccién del reguldn gol estd regulado de manera jerarquica (Pontel y col.,
2007; Pérez Audero y col., 2010). Es decir, a bajas concentraciones de Au sélo se
inducen golTS y golB, mientras que cuando la exposicion al metal es prolongada, o

cuando los niveles del mismo son elevados, se produce la induccion del operdn ges.

Fig.16

----— gesC - gesB - gesA L golT - gois L golB — -

Fig. 16: Sistema de resistencia a Au en Salmonella. GoIT es una ATPasa tipo P
que transloca Au (homologa a CopA en E. coli), GolB es una proteina
citoplasmatica de unién a Au, GesABC es un sistema de eflujo CBA y GolS es el
regulador transcripcional. Los componentes individuales se discuten en el texto. Se
detalla la organizacion génica del locus golen el genoma de S. Typhimurium LT2.
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8. Sistemas cue y gol: funcional y estructuralmente homologos

El regulon gol es similar, en sus componentes y regulacion, al regulon cue. Estos
sistemas estan controlados por dos homdlogos MerR que responden a metales
monovalentes, CueR y GolS. El primero es el regulador principal de la homeostasis de
cobre y forma parte del regulén cue (seccion 6.2.1), mientras que GolS controla la
transcripcion del regulén gol en respuesta a sales de oro (seccion 7.1). Ambos
reguladores son similares no sélo a nivel proteico, sino también a nivel de la secuencia
que reconocen en los promotores de sus genes blanco, sobre todo en la region del
operador que se superpone con el elemento -35 de los mismos (Fig. 17) (Espariz y col.,
2007; Pontel y col., 2007; Pontel y Soncini, 2009).

Fig.17
- I — .
CueR Ec MNISDVAKITGLTSKAIRFYEEKGLVTPPMRSENGYRTYTQOHLNELT LLRQAROVGFNLEESGELVNLFNDPQRH
MNISDVAKHTGLTSKAIRFYEEKGLVTPPLRSENGYRTYTQHHLNELTLLRQARCVGFNLEECGELVNLFNDPHRRH

GolS STM  MNIGKAARKASKVSAKMIRYYEQIGLIPAASRTDSGYRAYTQADVNQLHFIRRARDLGFSVAEISDLLNLWNNQSRQ

CueR Ec SADVEKRRTLEKVAEIERHIEELQSMRDOLLALANACPGDDSADCPIIENLSGCCHHRAG.
SADVKERTLEKVAEIERHISELQSMRDQLLALAESCPGDDSADCPIIDNLSGCCHHEA
Gols STM SADVKRLAQTHIDELDRRIQNMOHMAQTLKALIHCCAGDALPDCPILHTLGQPDDSEPEARTGAVLRRPRREGLAKRL.

B
-35 -10
PcopA  TTGACCTTAACCTTGCTGGAAGGTT 'AACCT
PcueO TTGACCTTCCCGTTAGGGCAGGGTC TAAGCT
PcueP TTGACCTTTCCCTTAGGGGAACCCCIATAGT

Consenso TTGACCTTNcCcTTaggGgRhaggtcTAaNcT

gol -35 -10
PgolB TTGACCTTCCAACACTGGCAAGGTCCAGACT
PgolTS TTGACCTTCCCACAATGGCAAGCTTTAGGCT
PgesABC TTGACCTTTCCTTCGTTGTAACGCCTAGCCT

Consenso TTGACCTTecCcacaNTgGeAAggtctAGNCT

Fig. 17: A. CueR y GolS son 41% idénticos. Alineamiento de las secuencias proteicas de los reguladores
transcripcionales GolS y CueR de E. coli y Salmonella. Los aminoacidos idénticos en los dos reguladores se muestran
en negro, y en color los residucs especificos para cada regulador: verde para los aminoéacidos conservados en CueR de
E. coliy Salmonella, naranja para aquellos presentes sélo en CueR de Salmonella, y rojo para los residuos especificos
de GolS. Se muestra ademas un esquema de las esctructuras secundarias correspondientes a cada regién proteica.
Los rectdngulos negros simbolizan hélices-a y las flechas grises, estructuras del tipo laminas-p. B. CueR y GolS
reconocen, de manera especifica, secuencias operadoras muy similares. Alineamiento de los sitios de unién de
CueR y GolS. En azul se destacan las bases conservadas entre todos los operadores de los regulones cue y gol. En
naranja se muestran las bases especificamente conservadas en los operadores reconocidos por CueR, y en rojo
aquellas conservadas sélo en los sitios de union de GolS. Las bases idénticas o similares entre las secuencias
consenso de ambos grupos de operadares se indican en verde. En todos los casos, las cajas promotoras -35 y -10 se
muestran recuadradas en gris.
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Por medio de ensayos de huella dactilar del ADN (ADN-footprinting) y de
retardo de la movilidad electroforetica (0 EMSA por sus siglas en inglés) realizados
previamente en el laboratorio (Pérez Audero y col., 2010) se demostré que GolS y CueR
interaccionan con la misma region en los promotores de copA y golB (Fig.18). Ambos
reguladores son capaces de inducir la expresion de los genes del otro regulén en
ausencia de su regulador innato, indicando la posibilidad de regulacién cruzada entre
ambos regulones, si bien cada regulador reconoce con mayor afinidad sus secuencias
operadoras nativas (Pérez Audero y col., 2010). Esta observacién sugiere que los
componentes de un reguldn podrian suplir a los componentes del otro, auxiliando a la
detoxificacion del metal ante una deficiencia en el sistema de homeostasis o resistencia
principal. De hecho, estudios previos sugieren que la ausencia del transportador
principal de cobre CopA provoca un aumento en la concentracion citoplasmatica de este
metal (Stoyanov y Brown, 2003; Checa y col., 2007; Espariz y col., 2007). En estas
condiciones, se observo que GolS es capaz de inducir la expresion de golB y golT,

aungue no de ges, y que la expresion de GolT

Fig.18

GolS_ CueR
]

podria contribuir con la extrusion del exceso

GATC() CueR_ GolS

de cobre supliendo parcialmente la accion de
CopA (Espariz y col., 2007). De manera
inversa, ha sido reportado que una cepa
mutante doble en copA y en golTSB es mas

sensible a Au que una mutante simple

AQoITSB, sugiriendo que la bomba de eflujo

PgolB PcopA

de cobre CopA puede contribuir al exporte del  Fig. 18: Gols y CueR reconocen de igual manera
L . los mismos operadores. Ensayo de Footprinting con
metal en condiciones de altas concentraciones  las regiones promotoras PgolB y PcopA. (Adaptado de
Pérez Auderoy col., 2010).
citoplasmaticas del mismo (Checa y col.,

2007).

GInR y TnrA constituyen el Unico precedente de regulacion cruzada entre
sistemas controlados por reguladores de tipo MerR en Bacillus subtilis (Zalieckas y col.,
2006). Sin embargo, cada uno de estos reguladores transcripcionales es funcional en
diferentes condiciones nutricionales, actuando de manera alternada. Nuestros resultados
demuestran que este no es el caso para GolS y CueR, ya que estos reguladores
contribuyen a la resistencia al metal siempre que el otro regulador no sea funcional o se

encuentre ausente (Pérez Audero y col., 2010).
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8.1 Operadores de los regulones cue y gol: similares pero especificos

La evolucién de circuitos regulatorios bacterianos generalmente involucra la
duplicacién de genes codificantes para factores transcripcionales, los que a su vez
pueden sufrir tanto modificaciones en la sefial que detectan, como asi también
reasignacion de las secuencias operadoras que regulan. Esto, y los subsecuentes eventos
de transferencia génica horizontal, contribuyen a la generacién de diversos arreglos de
vias regulatorias que le confieren al organismo una importante ventaja evolutiva
(Teichmann y Babu, 2004; van Hijum y col., 2009; Martinez-Nufiez y col., 2010). Un
ejemplo de duplicacién del factor transcripcional y de sus genes blanco, seguido de la
segregacion de operador y de la sefial detectada, ha sido recientemente reportado para
dos reguladores tipo MerR de E. coli: el sensor de Zn(ll) ZntR, y el sensor de Cu(l)
anteriormente mencionado CueR (Martinez-Nufiez y col., 2010). Estos reguladores
controlan la transcripcion de los genes paralogos zntA y copA, codificantes para bombas
de eflujo de Zn y Cu, respectivamente (Brocklehurst y col., 1999; Outten y col., 2000;
Stoyanov y col., 2001; Brown y col., 2003; Hobman y col., 2005; Summers, 2009).

Ademas de ZntR y CueR, Salmonella también alberga a GolS que, como se ha
mencionado anteriormente, posee una identidad en aminoacidos del 41 % con CueR,
(McClelland y col., 2001; Checa y col., 2007; Espariz y col., 2007). Su ubicacion y su
presencia s6lo en Salmonella sugiere que este gen y los genes adyacentes que
conforman el locus gol fueron adquiridos por transferencia génica horizontal (Checa y
Soncini, 2011). El andlisis de los operadores controlados por CueR y GolS revela que
ambos reguladores reconocen secuencias blanco muy similares (Outten y col., 2000;
Stoyanov y col., 2001; Checa y col., 2007; Espariz y col., 2007; Pontel y col., 2007;
Pontel y Soncini, 2009), especialmente en la regién 5" del operador, que es idéntica en
todos los operadores de los regulones cue y gol (Fig. 17-B). Sin embargo, CueR y GolS
reconocen selectivamente sus operadores innatos y U(nicamente reconocen las
secuencias regulatorias heterdlogas en ausencia del otro regulador (Pérez Audero y col.,
2010). De hecho, durante la caracterizacién inicial del regulon gol, reportamos un muy
bajo nivel de expresion de los genes regulados por GolS, inducida por Au, en cepas
AgolS, y esta activacion transcripcional fue atribuida a CueR (Checa y col., 2007;
Pontel y col. 2007). Cabe destacar que el operador en la secuencia promotora de

gesABC constituye una excepcién a la regla por estar menos conservado que los otros
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operadores regulados por GolS (Pontel y col., 2007) y no es reconocido por CueR, aun
en ausencia del regulador nativo (Pérez Audero y col., 2010).

Esta selectividad regulador/operador se logra por combinacion de la presencia de
bases nucleotidicas distintivas, correspondientes a las posiciones 3" y 3 respecto al
centro del operador, que actian como determinantes de selectividad de sensor, y por
modulacion de la concentracion intracelular del mismo (Pérez Audero y col., 2010).
Basicamente, se conservan las bases Ay T en los promotores reconocidos por GolS, y C
y C 0 C y G en los promotores reconocidos por CueR (Fig. 19) (Pérez Audero y col.,
2010). Ademas, en el laboratorio demostramos que al reemplazar estas bases por las
presentes en los promotores del regulon paralogo se produce una reversion en la
especificidad de sensor. Es

Fig.19
decir, GolS reconoce el '9

cue -35 3 3 -10
PcopA TTGACCTTAACCTTGCTGGAAGGTTTAACCT
manera  similar a como PcueO TTGACCTTCCCGTTAGGGCAGGGTCTAAGCT
PcueP  TTGACCTTTCCCTTAGGGGAACCCCTATAGT

promotor PcopA(AT) de

reconoce su promotor nativo

. ol
PgolB, mientras que CueR 9
9 9 PgolB  TTGACCTTCCAACACTGGCAAGGTCCAGACT
reconoce a PcopA silvestre, PgoiTS TTGACCTTCCCACAATGGCAAGCTTTAGGCT

N PgesABC TTGACCTTTCCT TCGT TGTAACGCCTAGCCT
pero también al promotor

P Fig. 19: Comparacion de los operadores reconocidos por CueR
PgOIB(CC) (Perez Audero y y por GolS. Se indican las cajas -35 y -10 y las bases de

col., 20]_0). selectividad 3"y 3.

Resultados similares se obtuvieron cuando se realizaron ensayos de actividad
transcripcional en E. coli. Para estos estudios, dado que esta bacteria carece de golS, se
generd una cepa en la cual el marco de lectura de cueR se reemplaz6 por el de golS.
Nuevamente, GolS es capaz de transcribir el gen reportero lacZ ya sea desde el
promotor nativo PgolB o PcopA(AT), mientras que CueR reconoce su promotor parental
PcopA y el mutante PgolB(CC). Estos resultados indican que los reguladores GolS y
CueR deben diferir en su dominio de union al ADN para poder discriminar entre

operadores tan similares.

En el presente trabajo de Tesis decidimos completar la caracterizacion del
mecanismo de reconocimiento selectivo sensor/operador para los regulones

responsables de la homeostasis y resistencia a cobre y oro en Salmonella,



Introduccion

respectivamente. Para ello, nos propusimos identificar los residuos de aminoacidos que
dictan la selectividad de operador en estos reguladores MerR paralogos.

Ademas, como un segundo objetivo, nos propusimos iniciar la caracterizacion de
otro regulador transcripcional MerR especifico de Salmonella y homélogo a MIrA

(seccion 4.3.2.3) cuya funcion no ha sido adn dilucidada.
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Objetivos

El primer objetivo general de este proyecto de Tesis es caracterizar el
mecanismo de reconocimiento selectivo sensor/operador para los regulones
responsables de la homeostasis y resistencia a cobre y oro en Salmonella,
respectivamente. Para ello, se propusieron los siguientes objetivos especificos:

e delimitar la region responsable de la discriminacién de operador en los
reguladores transcripcionales GolS y CueR;

e caracterizar in vitro la interaccion de cada regulador transcripcional con
promotores de los genes de los regulones gol y cue;

e identificar los residuos de aminoacidos que dictan la selectividad de
operador;

e analizar el rol de las bases conservadas en las posiciones 3" y 3 en los
operadores de cada regulon, en su interaccion especifica con las bases de
selectividad en ambos reguladores;

e caracterizar in silico dicha interaccion;

e analizar las causas de la actividad regulatoria diferencial de los sensores
maestros de los regulones cue de Salmonella enterica y Escherichia coli,

CueRstm Y CueRgc.

El segundo objetivo general de este proyecto de Tesis se centra en el analisis
molecular y funcional de STM1266, un regulador transcripcional homologo a MIrA,

especifico de Salmonella. Para ello, se propusieron los siguientes objetivos especificos:

e analizar in silico el entorno génico de STM1266;

e caracterizar fenotipicamente las mutantes ASTM1266 y una cepa que sobre-
expresa ectépicamente a STM1266;

e determinar su participacion en los mecanismos regulatorios implicados en la

formacién de biopeliculas.

Estos estudios contribuiran a la comprension de los mecanismos funcionales de

reguladores MerR no convencionales.
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Materiales y Métodos

1. CEPAS, PLASMIDOS Y OLIGONUCLEOTIDOS

Las cepas y plasmidos empleados se detallan en las Tablas 1 y 2,

respectivamente.

Los oligonucle6tidos que fueron utilizados para el clonado de las regiones
especificadas, para la generacibn de mutantes, en ensayos de anisotropia de
fluorescencia o en ensayos de retardo de la movilidad electroforética se detallan en la
Tabla 3. Los oligonucledtidos de mas de 40 pb de extension fueron sintetizados por
Sigma, y los oligos més cortos por GenBiotech. En todos los casos, los oligonucleotidos
se disolvieron en agua destilada estéril hasta una concentracion 100 uM y se guardaron
a -20 °C hasta su utilizacion.

2. MEDIOS DE CULTIVO Y ANTIBIOTICOS

Se utilizaron los medios de cultivo Luria-Bertani (LB), compuesto por 10 g/l de
peptona de carne, 5 g/l de extracto de levadura y 5 g/l de NaCl, el medio SLB idéntico
al anterior pero sin el agregado de NaCl para evitar el quenching (apagado) de la
fluorescencia por la presencia de iones CI, y el medio rico Nutrient Broth (NB),
compuesto por 3 g/l de extracto de carne bovina y 5 g/l de peptona, al cual se le agregd

glucosa en concentracion final de 5 g/l para los ensayos de movilidad.

Para la preparacion de medios sélidos y semisdlidos se agregé agar en
concentraciones finales de 15 g/l y 6 g/l, respectivamente. Para los ensayos de motilidad
tipo swarming y swimming, el medio de cultivo correspondiente se suplementé con 5

g/l y 3 g/l de agar, respectivamente.

Los antibioticos empleados fueron: ampicilina (Amp) (100 pg/ml), cloranfenicol
(Cm) (10 pg/ml), kanamicina (Km) (50 pg/ml), tetraciclina (Tc) (15 pg/ml),
espectinomicina (Espect) (50 pug/ml) y estreptomicina (Estrep) (100 pg/ml).



Materiales y Métodos

Tabla 1. Cepas bacterianas

Cepa Genotipo relevante Referencia

Escherichia coli

DH5a F-Z-(tp80lacZAM15) endAl recAl supE44 thi-1 (Sambrook y col., 1989)
gyrA96 hsdrl7 relAl? A(lacZYA-argF)U169
XL1-Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F~  Stratagene, CA, USA.
proAB lacl® ZAM15 Tn10 (Tet®)]
W3110 F X IN(rrnD-rrnE)1 rph-1 (Bachmann, 1972)
PB8885 W3110 lacZ::cm Este trabajo
PB6731 W3110 cueR::cm (Pontel y Soncini, 2009)
PB8934 W3110 AcueR lacZ::cm Este trabajo
PB10285 W3110 AlacZ copA::km Este trabajo
PB10295 W3110 AlacZ AcopA Este trabajo
PB10305 W3110 AlacZ AcopA cueR::cm Este trabajo
PB7485 MC4100 AcueRgc::CUeRgc (Lic. Grisolia - Tesina, 2009)
PB7768 MC4100 AcueRgc::CUERsTy (Lic. Grisolia - Tesina, 2009)
PB7825 MC4100 APcueRgc::PcueRsty (Lic. Grisolia - Tesina, 2009)
PB7828 MC4100 APcueRgc-cueRec::PcueRsrm-cueRstm (Lic. Grisolia - Tesina, 2009)

Salmonella Typhimurium

14028 Silvestre (Fields y col., 1986)
7065 metA22 metE551 trpD2 ilvi452 leu” pro” hsdSA29 hsdB™  (Bullas y Ryu, 1983)
strA120 galE

PB10683 14028 Agol AgesABC AcueP AcopA cueR::cm Stock de laboratorio
PB5900 14028 Agol cueR::km (Espariz y col., 2007)
PB10583 14028 ArpoS STM1266::1acZ-cm Este trabajo
PB10456 14028 STM1265::lacZ-cm Este trabajo
PB10486 14028 STM1265::lacZ-cm STM1266::km Este trabajo
PB10458 14028 STM1266::lacZ-cm Este trabajo
PB10504 14028 STM1266::lacZ-cm STM1265::km Este trabajo
PB11187 14028 STM1266::lacZ-cm ASTM1265 Este trabajo
PB11182 14028 STM1266::l1acZ-cm ASTM1265s5::km Este trabajo
PB10451 14028 STM1266::km Este trabajo
PB10523 14028 ASTM1264 Este trabajo
PB10631 14028 PcsgD::lacZ-cm Este trabajo
PB10913 14028 PcsgD::lacZ-cm STM1266::km Este trabajo
PB10915 14028 PcsgD::lacZ-cm AmirA Este trabajo
PB10919 14028 PcsgD::lacZ-cm AmlIrA STM1266::km Este trabajo
PB10633 14028 PmirA::lacZ-cm Este trabajo

PB10918 14028 PmirA::lacZ-cm STM1266::km Este trabajo
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Tabla 2. Plasmidos

Plasmido Genotipo relevante Referencia
pKD46 OriRpsc101tS ParageX0-bet-gam AmpR (Datsenko y Wanner, 2000)
pKD3 ori, Amp" FRT Cm® FRT (Datsenko y Wanner, 2000)
pKD4 ori, Amp" FRT Km®FRT (Datsenko y Wanner, 2000)
pJB20 Derivado del pKD3. lacZY, Cm", (cassette flanqueado Waldor, no publicado
por sitios FRT), Amp"
pCP20 A-cI857-ts Pr-flp AmpR Cm® (Datsenko y Wanner, 2000)
pUH21-2lacl’ Oripmer Amp® lacl® (Soncini y col., 1995)
pPB1205 pUH::golS (Checay col., 2007)
pPB1209 pUH::cueR (Espariz y col., 2007)
pPB1291 pUH::golS-a2x Este trabajo
pPB1304 pUH::cueR-a2s Este trabajo
pPB1405 pUH::STM1265 Este trabajo
pPB1407 pUH::STM1266 Este trabajo
pPB1428 pUH::mIrA Este trabajo
pSU36 Oripisa, Km® Addgene
pPB1389 pSU36::cueR Este trabajo
pPB1395 pSU36::cueR-Ns Este trabajo
pPB1391 pSU36::cueR-(HTH1+L)s Este trabajo
pPB1392 pSU36::cueR-HTH1 Este trabajo
pPB1393 pSU36::cueR-(L+HTH2)s Este trabajo
pPB1394 pSU36::cueR-HTH2 Este trabajo
pPB1396 pSU36::cueR-a2s Este trabajo
pPB1423 pSU36::cueRsisn Este trabajo
pPB1399 pSU36::cueRaigm Este trabajo
pPB1424 pSU36::cueRasgr Este trabajo
pPB1400 pSU36::cueRgigy Este trabajo
pPB1425 pSU36::cueRezq Este trabajo
pPB1401 pSU36::cueRarsm-roy Este trabajo
pPB1390 pSU36::golS (Checa y col., 2007)
pPB1397 pSU36::golS-Ng Este trabajo
pPB1398 pSU36::golS-a2g Este trabajo
pPB1414 pSU36::901Sa145 Este trabajo
pPB1402 pSU36::90ISy16n Este trabajo
pPB1403 pSU36::90ISy;or Este trabajo
pPB1416 pSU36::901Sg20e Este trabajo
pPB1404 pSU36::90ISp16a-v10r Este trabajo
pPB1258 pSU36::cueRec (Lic. Grisolia - Tesina, 2009)
pPB1427 pSU36::cueRec -Cstu Este trabajo
pPB1426 pSU36::cueRsry -Cec Este trabajo
pMC1871 pBR322, Tet", lacl® Amersham Biosciences
pPB1225 (pPcopA) pMC1871::PcopA (Pérez Audero y col., 2010)
pPB1222 (pPgolB) pMC1871::PgolB (Pérez Audero y col., 2010)
pPB1233 (pPcopAar) pMC1871::PcopAar (Pérez Audero y col., 2010)

pPB1230 (pPgolBcc) pMC1871::PgolBcc (Pérez Audero y col., 2010)
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Tabla 3. Oligonucleétidos

Nombre Secuencia (5'-3") Sitio Restr. 5'  Funcion Referencia
lacZ-P1 TTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGAT Delecion del gen lacZ Este trabajo
GTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
lacZ-P2 GCGAAATACGGGCAGACATGGCCTGCCCGGTTATTATTATC Delecion del gen lacZ Este trabajo
ATATGAATATCCTCCTTA
COpA-P1 CACAGCCAGTCAAAACTGTCTTAAAGGAGTGTTTTATGGTGT Delecion del gen copA (Checa y col., 2007)
AGGCTGGAGCTGCTTCG
COpA-P2 CTAAAGCAGCGCATCCGCAATGATGTACTTACATATGAATA Delecion del gen copA (Checa y col., 2007)
TCCTCCTTA
cueR-P1 CCCTTTAACAAAGCACAGGAGGCGTTGCGCGAACGATGGTG Delecion del gen cueR (Espariz y col., 2007)
TAGGCTGGAGCTGCTTCG
cueR-P2 GGGATAACCCTACATATCCGAGCCGTCTCGTCTTAATCACAT Delecion del gen cueR (Espariz y col., 2007)
ATGAATATCCTCCTTA
CueR-ORF-Fw GAGGATCCATATGAATATTAGCG BamHI Amplificacion de cueR silvestre o hibrido (Espariz y col., 2007)
CueR-ORF-Rv CGCAAGCTTGATCAACGTGGCTTTTGCGCC HindlIl Amplificacion de cueR silvestre o hibrido (Espariz y col., 2007)
CueRgc-ORF-Fw GAGGATCCATATGAACATCAGCG BamHI Amplificacion de cueRgc silvestre o hibrido (Lic. Grisolia — Tesina,
2009)
CueRgc-ORF-Rv CGCAAGCTTGATCACCCTGCCCGATGATGA Hindlll Amplificacion de cueRgc silvestre o hibrido (Lic. Grisolia — Tesina,
2009)
GolS-ORF-Fw GAGGATCCATATGAACATCGGTAAAGCAGC BamHI Amplificacion de golS silvestre o hibrido (Checay col., 2007)
GolS-ORF-Rv ACCCAAGCTTACAGACGCTTTGCCAG HindlIll Amplificacion de golS silvestre o hibrido (Checa y col., 2007)
CueR-N-Fw GTTGCTGAAATCAGCGACTTACTGAATCTGTTTAACGATCCG Construccion de cueR-Ng Este trabajo
CG
GolS-N-Rv CGCGGATCGTTAAACAGATTCAGTAAGTCGCTGATTTCAGC Construccion de cueR-Ng Este trabajo
AAC
CueR-HTH1+L-Fw GGCAAGTCGGACGGATTCCGGCTATCGCACCTACACGCAGA Construccion de cueR-(HTH1+L)s Este trabajo
AGC
GoIS-HTH1+L-Rv GCTTCTGCGTGTAGGTGCGATAGCCGGAATCCGTCCGACTTG Construccion de cueR-(HTH1+L)s Este trabajo
cc
CueR-HTH1-Fw CGCTACTATGAACAGATTGGGCTGGTGACGCCGCCATTACG Construccion de cueR-HTH1g Este trabajo
GolS-HTH1-Rv CGTAATGGCGGCGTCACCAGCCCAATCTGTTCATAGTAGCG Construccion de cueR-HTH1g Este trabajo
GolS-Loop-Fw AAGAGAAAGGGCTGGTGACGATTGGTCTGA Construccion de cueR-(L+HTH2)s Este trabajo
GolS-HTH2-Fw ACACGCAGAAGCATTTAAACCAGGCTGATG Construccién de cueR-HTH2g Este trabajo
GolS-HTH2-Rv ACATCTGCGCTATGGCGTCGATTCAGTAAG Construccion de cueR-(L+HTH2)s y Este trabajo

cueR-HTH2g



Nombre

Secuencia (5'-3")

Materiales y Métodos

Sitio Restr. 5'

Funcidén

Referencia

CueR-a2-Fw

GolS-N-Fw
CueR-N-Rv
GolS-a2-Fw

CueR(A14)-Fw

CueR(M16)-Fw

CueR(T16)-Fw

CueR(Y19)-Fw

CueR(Q22)-Fw

CueR(M16-Y19)-Fw

GolS(S14)-Fw

GolS(A16)-Fw

GolS(F19)-Fw

GolS(E22)-Fw

GolS(A16-F19)-Fw

GAGGATCCATATGAATATTAGCGATGTGGCGAAAAAAACCG
GTTTATCGGCCAAAATGATTCGCTACTATGAACAGATTGGGC
TGGTGACGCCGCCATTACG
GGGGTTTAATCTGGAAGAGTGTGGCGAACTGGTCAATCTTT
GGAATAACCAGTCGCGGC
GCCGCGACTGGTTATTCCAAAGATTGACCAGTTCGCCACACT
CTTCCAGATTAAACCCC
GAGGATCCATATGAACATCGGTAAAGCAGCTAAAGCATCGA
AAGTCTCGTTTTATGAAGAGAAAGGGCTGGTGACGATTGGT
CTGATTCCCGCGGC
GAGGATCCATATGAATATTAGCGATGTGGCGAAAAAAACCG
GTTTAACCGCCAAAGCCATTCGGTTTTATGAAGAGAAAGGG
CTGGTGACGC
GAGGATCCATATGAATATTAGCGATGTGGCGAAAAAAACCG
GTTTAACCAGCAAAATGATTCGGTTTTATGAAGAGAAAGGG
CTGGTGACGC
GAGGATCCATATGAATATTAGCGATGTGGCGAAAAAAACCG
GTTTAACCAGCAAAACGATTCGGTTTTATGAAGAGAAAGGG
CTGGTGACGC
GAGGATCCATATGAATATTAGCGATGTGGCGAAAAAAACCG
GTTTAACCAGCAAAGCCATTCGGTACTATGAAGAGAAAGGG
CTGGTGACGC
GAGGATCCATATGAATATTAGCGATGTGGCGAAAAAAACCG
GTTTAACCAGCAAAGCCATTCGGTTTTATGAACAGAAAGGG
CTGGTGACGC
GAGGATCCATATGAATATTAGCGATGTGGCGAAAAAAACCG
GTTTAACCAGCAAAATGATTCGGTACTATGAAGAGAAAGGG
CTGGTGACGC
GAGGATCCATATGAACATCGGTAAAGCAGCTAAAGCATCGA
AAGTCTCGAGCAAAATGATTCGCTACTATGAACAGATTGGT
CTGATTCCC
GAGGATCCATATGAACATCGGTAAAGCAGCTAAAGCATCGA
AAGTCTCGGCCAAAGCCATTCGCTACTATGAACAGATTGGT
CTGATTCCC
GAGGATCCATATGAACATCGGTAAAGCAGCTAAAGCATCGA
AAGTCTCGGCCAAAATGATTCGCTTTTATGAACAGATTGGTC
TGATTCCC
GAGGATCCATATGAACATCGGTAAAGCAGCTAAAGCATCGA
AAGTCTCGGCCAAAATGATTCGCTACTATGAAGAGATTGGT
CTGATTCCC
GAGGATCCATATGAACATCGGTAAAGCAGCTAAAGCATCGA
AAGTCTCGGCCAAAGCCATTCGCTTTTATGAACAGATTGGTC
TGATTCCC

BamHl

BamHl

BamHl

BamHl

BamHI

BamHlI

BamHI

BamHI

BamHI

BamHI

BamHI

BamHI

BamHlI

Amplificacion de cueR-a2s

Construccion de golS-Ng
Construccion de golS-Nry cueRsty -Cec

Amplificacion de golS-a2g
Amplificacion de cueRsiga
Amplificacion de cueRaigm
Amplificacion de cueRaset
Amplificacion de cueRp; gy
Amplificacion de cueRgz,q
Amplificacion de cueRaigm-F1oy
Amplificacion de golSayss
Amplificacion de golSysa
Amplificacion de golSyor
Amplificacion de golSgze

Amplificacion de golSyisavior

Este trabajo

Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
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Nombre Secuencia (5'-3") Sitio Restr. 5'  Funcién Referencia

CueRgc-N-Rv CGTCGCGGATCGTTAAACAGATTCACCAGCTCGCCGCTCTCT Construccion de cueRgc -Cstm Este trabajo
TCCAGGTT

CueR-C-Fw AGAGCGGCGAGCTGGTGAATCTGTTTAACGATCCGCGACGC Construccion de cueRgc -Csy Este trabajo
CATAGCGCA

CueRgc-C-Fw AGTGTGGCGAACTGGTCAATCTGTTTAACGACCCGCAGCGG Construccion de cueRgry -Cec Este trabajo
CACAGCGCC

STM1265-ORF-Fw GAGGATCCATATGACTGGTTCCGCATCATC BamHI Amplificacion de STM1265 Este trabajo

STM1265-ORF-Rv CGCAAGCTTGATTATTAAGCAATGACCTTAC Hindlll Amplificacion de STM1265 Este trabajo

STM1266-ORF-Fw GAGGATCCATATGGCTACTTTTAG BamHI Amplificacion de STM1266 Este trabajo

STM1266-ORF-Rv ACCCAAGCTTCAACGTGCGGTGCCTG Hindlll Amplificacion de STM1266 Este trabajo

STM1265-P1 GATATTCCCACATGGCTCTCGTTTTGTTGAGGTGGATATGGT Delecidn del gen STM1265 Este trabajo
GTAGGCTGGAGCTGCTTCG

STM1265(WT)-P1 TGTAATTTCCCGTGTAAATAGTAAGGTCATTGCTTAATAAGT Construccion de STM1265::lacZ-cm Este trabajo
GTAGGCTGGAGCTGCTTCG

STM1265-P2 AGAAAGCATAGTGAACCTAAACGCCATCAGAAGCAAATCAC Delecion del gen STM1265 y construccion de  Este trabajo
ATATGAATATCCTCCTTA STM1265::lacZ-cm

STM1266-P1 ACTATGCTTTCTTACATCATCATGAGGCCAGACAGGCATGGT Delecion del gen STM1266 Este trabajo
GTAGGCTGGAGCTGCTTCG

STM1266(WT)-P1 CCATGCAAACGGCTACGAAAAATCAGGCACCGCACGTTGAG Construccion de STM1266::lacZ-cm Este trabajo
TGTAGGCTGGAGCTGCTTCG

STM1266-P2 GGGGTTTACTCCTCCCCTGTTCGTTAATAATGCAGATGCCCA Delecion del gen STM1266 y construccion de  Este trabajo
TATGAATATCCTCCTTA STM1266::lacZ-cm

STM1265(int)-P2 AACAAGCATCGCCAAAACATTTCTTTCATTCGCCGTTAATCA Construccion de ASTM12655::km Este trabajo
TATGAATATCCTCCTTA

STM1264-P1 AATCAATATAAAAAATACCTGCGCCCCCGGAGCGATGATGG Delecion del gen STM1264 Este trabajo
TGTAGGCTGGAGCTGCTTCG

STM1264-P2 GAACGCCGTTTGCGCAACCTGACAGACGTCCTGGGGCATCC Delecion del gen STM1264 Este trabajo
ATATGAATATCCTCCTTA

csgD-P1 CAGCTGTCAGATGTGCGATTAAAAAAAGTGGAGTTTCATCG Construccion de PcsgD::lacZ-cm Este trabajo
TGTAGGCTGGAGCTGCTTCG

csgD-P2 CTCTGCTGCTACAATCCAGGTCAGATAGCGTTTCATGGCCCA Construccion de PcsgD::lacZ-cm Este trabajo
TATGAATATCCTCCTTAG

mirA-P1 CGTCTAAAGTTAAACCGGGACCTCGCGAGCAAGGGTGAAAC Construccion de PmirA::lacZ-cm Este trabajo
GCTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG

mirA-P2 GTTAATAAAAGGAGTATACATTAAAGCGAATTTGTTAGCTTC Construccion de PmirA::lacZ-cm Este trabajo
CATATGAATATCCTCCTTA

MIrA-ORF-Fw GAGGATCCATATGGCGCTTTACAC BamHI Amplificacion de mirA Este trabajo

MIrA-ORF-Rv ACCCAAGCTTAAACGCCAAGGGGATG Hindlll Amplificacion de mirA Este trabajo

PcopA-Fw TTTCCCCCTTGACCTTAACCTTGCTGGAAGGTTTAACCTTT Anisotropia de fluorescencia Este trabajo




Materiales y Métodos
Nombre Secuencia (5'-3") Sitio Restr. 5'  Funcién Referencia
PcopA-Rv-F Fluoresceina - AAAGGTTAAACCTTCCAGCAAGGTTAA Anisotropia de fluorescencia Este trabajo
GGTCAAGGGGGAAA
PgolB-Fw AAAGGTTAAACCTTCCAGCAAGGTTAAGGTCAAGGGGGAAA Anisotropia de fluorescencia Este trabajo
PgolB-Rv-F Fluoresceina - GCCAGTCTGGACCTTGCCAGTGTTGGAA Anisotropia de fluorescencia Este trabajo

PcopA/cueR-Fw
PcopA/cueR-Rv
PgolB-Fw
PgolB-Rv

GGTCAAGCGTAAT
GACCCGGGCAAACCGTCCAGGGTCAGG

CTCCCGGGTAAACCGGTTTTTTTCGC
GACCCGGGACGTATCCAGAACATGC
TCCCCCGGGGCAGCCGCCGCAGGTC

Xmal
Xmal
Xmal
Xmal

EMSA
EMSA
EMSA
EMSA

(Pérez Audero y col., 2010)
(Pérez Audero y col., 2010)
(Pérez Audero y col., 2010)
(Pérez Audero y col., 2010)
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3. EXTRACCION DE ADN
3.1 Extraccion de ADN cromosomal

El ADN cromosomal se preparé a partir de células de S. Typhimurium 14028s y
E. coli DH5a. Se centrifugaron 10 ml de un cultivo saturado de células crecidas en
medio LB a 37 °C con agitacion constante. Se resuspendieron en 5 ml de 10 mM Tris-
HCI pH 8,0, 25 mM EDTA y 150 mM NacCl y se repitio la centrifugacién. EIl sedimento
celular se resuspendi6 en 5 ml de 10 mM Tris-HCI pH 8,0 y 25 mM EDTA, se
agregaron 550 pl de 2 mg/ml lisozima (Sigma), y se incub6é 20 minutos a 37 °C. Se
agregaron 600 pl de una solucion de 10 % (p/v) Sarkosyl y 100 pg/ml proteasa K
(Gibco, Life Technologies) y se incubd a 55 °C durante 1 hora. Luego se agregaron 5 mli
de fenol equilibrado con 10 mM Tris-HCI pH 8,0, se mezcld varias veces por inversion,
y se centrifugd 5 minutos a 8.000 rpm. Se repitio la extraccion con fenol 2 veces mas.
Se trasvasd la fase acuosa, y se agregaron 5 ml de una mezcla 24:1 (v/v) de
cloroformo:alcohol isoamilico. Se centrifugd, se recupero la fase acuosa y se agregaron
1/9 partes en volumen de 3 M acetato de amonio y 1 volumen de isopropanol. Se
centrifugo a 13.500 rpm durante 10 minutos. Se lavo el precipitado obtenido con 1 ml
de 70 % (v/v) etanol, se secd a temperatura ambiente, y se resuspendié en 1 ml de 10
mM Tris-HCI pH 8,0 y 1 mM EDTA. Se determind la concentracion de ADN midiendo

la absorbancia de una alicuota a 260 nm (AbSz60nm), Segun la férmula:

1 unidad de Absz6onm = 50 pg de ADN / ml de solucion

(Sambrook y col., 1989).

La calidad de la preparacion se evalud a traves del cociente (AbSz6onm/AbSz80nm)
(Sambrook y col., 1989).

3.2 Extraccion de ADN plasmidico

El ADN plasmidico se prepar0 a partir de células de E. coli XL1-Blue o DH5a.

previamente transformadas. Las células fueron crecidas a 37 °C con agitacion constante
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hasta la saturacion del cultivo en 3 ml de medio LB con el agregado del antibidtico
adecuado. Se centrifugaron, y se resuspendié el sedimento celular en 350 pl de una
solucion de 8 % (p/v) sacarosa, 5 % (p/v) Triton X-100, 50 mM EDTA y 50 mM Tris-
HCI pH 8,0. Se agregaron 10 pul de una soluciéon de 10 mg/ml lisozima (Sigma) y 1
mg/ml ARNasa A libre de ADNasa (Sigma), y se incub6 10 minutos a temperatura
ambiente, y 1 minuto a 100 °C. Posteriormente, el lisado se centrifugé durante 10
minutos a 13.000 rpm y el sobrenadante conteniendo el ADN plasmidico se sometio a
extracciones sucesivas con volumenes iguales de fenol/cloroformo, conservandose la
fase acuosa. Dicha solucion acuosa se tratd con 5 M acetato de amonio (10% del
volumen final) e isopropanol (1 volumen), se incubé durante 1 h a -20 °C y se
centrifugé a 13.000 rpm durante 15 minutos a 4 °C. Se descartd el sobrenadante y el
precipitado obtenido se lavo con 200 pul de una solucion de 80 % (v/v) etanol. Se volvid
a centrifugar, se eliminé el sobrenadante y el sedimento se seco a 37 °C. Finalmente el
precipitado se resuspendid en 30 pl de H,O destilada estéril. La calidad de la
preparacion se evalud por electroforesis en gel de agarosa al 1%. La solucion de ADN

obtenida se mantuvo a -20 °C hasta su utilizacion.

Alternativamente, para obtener ADN plasmidico de mejor calidad, se utilizd un
kit comercial (Gen Elute™ HP Plasmid Miniprep Kit - Sigma), siguiendo las

instrucciones del fabricante.

4. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Para la amplificacion de fragmentos se siguié un protocolo basico consistente de
una desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 4 minutos, luego una iteracion de 30 ciclos
compuestos por una desnaturalizacion a 94 °C, un anillado entre 50 y 60 °C
(dependiendo de las caracteristicas de los oligonucleétidos) y una elongacién a 72 °C o
a 68 °C (en reacciones de amplificacibn con las polimerasas Taq o Pfx,
respectivamente). Los tiempos de desnaturalizacién y anillado fueron de 30 segundos
cada uno, Yy los de elongacién dependieron de la longitud de los productos a amplificar
(1 minuto por cada 1 kb). Por ultimo, se incluy6 una etapa de extension final a 72 °C (o
a 68 °C en el caso de las amplificaciones con Pfx) durante 5 minutos. La reaccion se

concreto en un termociclador (Eppendorf Mastercycler Gradient).
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La reaccion se llevod a cabo en un volumen total de 25 o 50 pl conteniendo
solucion tampdn de amplificacién comercial suplementada con 2,5 mM MgCl; (sélo en
el caso de las reacciones de amplificacion con Tag) y 0,2 mM de cada uno de los
desoxinucleétidos trifosfato dATP, dGTP, dCTP y dTTP, 10 pmoles de cebador directo
y reverso, y 1 U de polimerasa Taq (Invitrogen) o Pfx (Invitrogen), dependiendo de la
fidelidad necesaria. Los oligonucledtidos cebadores se describen en la Tabla 3. Como
molde se utilizé 0,025 pg de ADN plasmidico, 0,125 ug de ADN cromosomal o 3 pl
provenientes de la suspension de 1 colonia en 50 pl de H,O estéril, previamente hervida
durante 5 min (PCR de colonia).

Los productos fueron analizados mediante electroforesis en geles de agarosa,

como se indica en la seccion 5.

5. ELECTROFORESIS DE ADN EN GELES DE AGAROSA

El ADN plasmidico, los fragmentos obtenidos por la restriccion del mismo y por
la reaccion en cadena de la polimerasa fueron resueltos mediante electroforesis en geles
de agarosa de distinta concentracion, dependiendo del tamafio de los mismos (0,5 %
(p/v) de agarosa para fragmentos de mayor tamafio y 1 % (p/v) 0 2 % (p/v) de agarosa
en el caso de fragmentos mas pequefios). Se utilizo el sistema de tipo submarino
(Sambrook y col., 1989). La solucién tampon TBE 0,5 X (45 mM Tris base, 45 mM
acido bérico y 1 mM EDTA) se utilizé para la preparacion de geles y como solucion de
electroforesis. A estos Ultimos se les agregd bromuro de etidio en una concentracion
final de 0,3 pg/ml antes de su gelificacion. Previo a la siembra, las muestras se
mezclaron con solucion de siembra compuesta por 0,025 % (p/v) azul de bromofenol,
0,025 % (p/v) xilencianol y 30 % (v/v) glicerol, en una proporcion 5:1 en volumen de
muestra:solucion de siembra. Como marcador de peso molecular se utilizd6 1 Kb DNA
Ladder (Gibco, Life Technologies). La corrida electroforética se realiz6 a una
intensidad de corriente constante de 50 mA vy, una vez finalizada, los fragmentos de
ADN se detectaron iluminando el gel con un transiluminador de luz UV (BioRad
ChemiDoc™ XRS+).
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6. PURIFICACION DE ADN A PARTIR DE GELES DE AGAROSA

La purificacion de fragmentos de ADN obtenidos por PCR o luego de la
digestion con enzimas de restriccion a partir de geles de agarosa al 0,5-2 %
(dependiendo del tamafio del fragmento a purificar) se realiz6 por adsorcion a particulas
de silica-gel (PureLink™ Quick Gel Extraction & PCR Purification COMBO Kit -
Invitrogen), segun las especificaciones del proveedor. El resultado de la purificacion se
evalud por electroforesis en gel de agarosa de una alicuota de la elucion obtenida.

7. DIGESTION DE ADN CON ENZIMAS DE RESTRICCION

Las condiciones de corte empleadas fueron las recomendadas por los
proveedores de las distintas endonucleasas de restriccion. Los volimenes de reaccion
variaron entre 20 ul y 50 pl, y los tiempos de incubacion para las digestiones
plasmidicas fueron de 2-3 hs. Se utilizo aproximadamente 1 U de enzima por pg de
ADN. Los resultados de los cortes con enzimas de restriccion se verificaron mediante
electroforesis en geles de agarosa como se describe en el punto 5, estimando el tamafio

de los fragmentos generados con marcadores de peso molecular adecuados.

8. TRATAMIENTO DEL VECTOR DIGERIDO CON FOSFATASA
ALCALINA

Para disminuir la cantidad de vector religado en el caso de digestiones
plasmidicas con una Unica enzima de restriccién, el vector digerido se incubé con 0,2 U
de Fosfatasa Alcalina (Promega) (en la solucién tampon 1X correspondiente a la enzima
de digestion utilizada) a 37 °C durante 1 hora. Seguidamente, se inactivd la enzima por
incubacion a 65 °C durante 10 min y se procedio luego a purificar el vector por

precipitacion con acetato de amonio e isopropanol como se indica en el punto 3.2.

9. REACCION DE LIGACION DE FRAGMENTOS DE ADN

Las reacciones de ligacion se llevaron a cabo en un volumen final de 10-20 pl,

conteniendo 1 U de ADN ligasa del bacteriéfago T4 (Invitrogen), solucion tampén de
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ligacién comercial 1X, y el vector e inserto en una proporcién 1:7, respectivamente. Las
reacciones se incubaron 12 horas a 16 °C. Luego se inactivd la ADN ligasa por
calentamiento a 65 °C durante 10 minutos y se dializ6 la mezcla de ligacién en discos de
nitrocelulosa MILLIPORE (tamafio de poro de 0,025 um) durante 1 h. Finalmente, 5 a
10 pl de mezcla fueron utilizados para transformar células de E. coli XL1-Blue o DH5a,
0 células de S. Typhimurium 14028s electro-competentes como se describe en el punto

siguiente.

10. TRANSFORMACION DE E. coli y S. Typhimurium CON ADN
PLASMIDICO (ELECTROPORACION)

10.1 Preparacion de células competentes

Se crecieron células en medio LB con agitacion permanente a 37 °C hasta
saturacion del cultivo. Se diluyeron 1,5 ml de cultivo saturado en 150 ml de LB fresco y
se crecieron en un erlenmeyer de 500 ml con agitacion y a la misma temperatura hasta
una DOgzonm de 0,6-0,7. Dicho cultivo se enfrié en hielo durante 10 minutos y se
centrifugo a 6.500 rpm a 4 °C. El sedimento celular obtenido se lavo 2 veces con 50 ml
de H,O destilada estéril fria y 1 vez con 10 ml de 10 % (v/v) glicerol estéril frio.
Finalmente, se resuspendi6 en 300 ul de 10 % (v/v) glicerol estéril frio, y se
fraccionaron (40 ul) en tubos estériles, que se guardaron a -80 °C hasta el momento de

su utilizacion.

10.2 Transformacion fisica: electroporacion. Seleccion de células

transformantes

A 40 pul de la suspension de células competentes se les agregé 0,5-1 pl de
plasmido o 5-10 pl de mezcla de ligacion dializada, y se las coloco en una celda de
electroporacién previamente enfriada. La mezcla se electropor6 empleando un voltaje
de 2,5 kV, para lo cual se utilizdé un electroporador Bio-Rad. Luego se agregaron 800 pl
de medio LB estéril, se transfirié el cultivo a un tubo de ensayo estéril, y se incubd 1
hora a 37 °C (0o a 30 °C en el caso de vectores termosensibles) con agitacion.

Finalmente, se trasvaso todo el cultivo a un tubo eppendorf estéril y se colectaron las



Materiales y Métodos _

celulas por centrifugacion a 6.500 rpm durante 5 min. Se descart6 el sobrenadante y se
resuspendi6 el sedimento celular en aproximadamente 50 ul de medio LB, los que luego
se sembraron con espatula de Drigalsky en una placa de Petri conteniendo LB-agar [1,5
% agar (p/v)] suplementado con el antibiotico adecuado y se incub6 a 37 °C (o 30 °C,
dependiendo de la termosensibilidad del plasmido) durante toda la noche, para

seleccionar las bacterias transformantes.

10.3 Verificacion del clonado

Los clonados se verificaron mediante PCR de colonia (seccion 4) utilizando un
oligonucleétido Fw complementario a la region promotora del vector y el
oligonuclettido Rv empleado para amplificar el fragmento. En el caso de clonados con
una unica enzima de restriccion, la orientacion del inserto se verifico utilizando una
combinacion de cada uno de los oligonucle6tidos empleados en la amplificacion del
fragmento (Fw o Rv) con el oligonucledtido complementario al vector. Ademas, se
verifico la presencia del inserto mediante preparacion de ADN plasmidico (como se
indica en el apartado 3.2), digestion del plasmido con la misma endonucleasa empleada
para clonar el inserto (seccion 7) y posterior resolucion de los fragmentos escindidos

mediante electroforesis en gel de agarosa (seccion 5).

11. TRANSFORMACION DE E. coli y S. Typhimurium CON ADN LINEAL
(ELECTROPORACION). CONSTRUCCION DE MUTANTES
CROMOSOMALES

En la Figura 20 se esquematiza el método empleado para la obtencion de
mutantes polares y no polares de E. coli y S. Typhimurium desarrollado por Datsenko y
colaboradores (Datsenko y Wanner, 2000). Este método se basa en la recombinacion de
fragmentos pequefios de ADN mediado por el sistema red del fago A, luego de la
transformacion de las células con ADN lineal. Los fragmentos de ADN lineal se
obtuvieron por amplificacion por PCR de un cassette de resistencia a Cm 0 a Km
flanqueado por los dos sitios de reconocimiento de la recombinasa especifica FLP
(FRT), utilizando oligonucledtidos con extremos 5’ homdlogos al gen a mutar y

extremos 3’ que hibridan con los sitios FRT de los plasmidos molde pKD3 (Cm') o
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pKD4 (Km') (Datsenko y Wanner, 2000) (Fig. 20). Con estos fragmentos se
transformaron células de Salmonella 7065/pKD46 electrocompetentes. EI plasmido
pKD46 (Datsenko y Wanner, 2000) es termosensible, y presenta los genes gam, bet y
exo del fago A bajo el control de un promotor inducible por arabinosa, cuyos productos
génicos evitan la degradacion del ADN lineal por la nucleasa RecBCD de la bacteria y
facilitan la recombinacién de éste con el cromosoma. La preparacion de células
7065/pKD46 competentes se llevd a cabo de acuerdo al punto 10, excepto que los
cultivos fueron crecidos a 30 °C y con el agregado de 20 mM arabinosa (concentracion
final). La electroporacion se realizd6 con 7 pl de producto de PCR purificado y
concentrado por precipitacién con acetato de amonio e isopropanol (como se detalla en
el punto 3.2). Previo a la seleccion, se incub6 1 hora a 30 °C con agitacion en 800 ul de
LB (para contribuir a la insercion lineal del fragmento al cromosoma) y luego 3 horas a
37 °C con agitacion (para curar las celulas del plamido termosensible pKD46). La
seleccion de las celulas transformantes se realizé plagueando las mismas en medio LB-
agar suplementado con la mitad de la concentracion convencional de antibiotico, y
posterior répica de las colonias resistentes en placas LB-agar en presencia del
antibiotico en la concentracion final correspondiente. La presencia de la mutacion
deseada en las células transformantes fue confirmada por PCR a partir de colonia (punto
4). Finalmente, la mutacion obtenida fue transferida a la cepa silvestre 14028s mediante
transduccién con el bacteriéfago P22 HT, o a la cepa de E. coli correspondiente por

transduccidn con el bacteriofago P1 (secciones 13 y 14, respectivamente).

La insercion en un operén del cassette de Cm' en orientacion contraria a la del
gen mutado provocd en todos los casos estudiados un efecto polar sobre los genes
corriente abajo. Para obtener mutaciones no polares, se delecion6 el cassette de
resistencia al antibiotico mediante la accion de la recombinasa especifica FLP sobre sus
sitios blanco FRT. Para ello se transformo la cepa 14028s conteniendo la mutacion polar
Cm' con el plasmido termosensible pCP20 (Amp") (seccion 10), que presenta el gen que
codifica para FLP inducible por un aumento en la temperatura (Datsenko y Wanner,
2000). Se seleccionaron colonias Amp'a 30 °C, y luego se repicaron en LB-agar a 42 °C
para inducir la expresion de la recombinasa y evitar la replicacion del plasmido que, de
esta manera, se pierde. Se seleccionaron las mutantes deseadas por contraseleccion en

placas conteniendo Cm o Amp como células sensibles dichos antibi6ticos (Fig. 20).
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Fig. 20: Obtencion de mutantes cromosomales
en 8. Typhimurium y E. coli. En la figura se
esquematiza el método descripto por Datsenko
para la obtencion de mutantes cromosomales
polares y no polares (Datsenko y Wanner, 2000).
A. Se genera por PCR un fragmento de ADN
lineal que contiene el gen de resistencia a Cm o
Km (celeste), utilizando como molde al plasmido
pKD3 o pKD4, respectivamente. Los cebadores
utilizados hibridan con regiones P1 y P2 idénticas
entre estos vectores (gris) que flanquean al gen
de resistencia y a los sitios FRT (violeta).
Ademas, estos cebadores presentan secuencias
homologas a las regiones 5" o 3” del gen que se
quiere delecionar (naranja). B. Se transforma con
el fragmento de ADN obtenido una cepa de
Salmonella o E. coli que expresa los genes del
sistema de recombinacion A Red codificados en el
plasmido pKD48. C. Se seleccionan aquellas
cepas que han intercambiado el gen a delecionar
por el gen de resistencia a antibidtico (mutante
polar en el gen de interés). D. Este ultimo puede
ser a su vez escindido mediante accién de la
recombinasa FLP que actia especificamente
sobre las secuencias FRT. Para ello se
transforma a las mutantes obtenidas en (C) con el
plasmido pCP20, que expresa el gen de la
recombinasa FLP. Finalmente, se verifica la
peérdida de la resistencia (mutante no polar en el
gen de interés).

12. CONSTRUCCION DE FUSIONES TRANSCRIPCIONALES

CROMOSOMALES A laczY

Para la obtencion de mutantes cromosomales por insercion del gen reportero
lacZ corriente abajo de la secuencia promotora de interés (fusion transcripcional), se
empled el método de transformacién lineal descripto para la construccion de mutantes
cromosomales (Datsenko y Wanner, 2000 — seccion 11), sélo que, en este caso, los
fragmentos de ADN lineales se obtuvieron por reaccion de PCR empleando como
molde el vector pJB20, que codifica para los genes lacZY (carente de secuencias
regulatorias propias) y el cassette de Cm, flanqueado por los dos sitios de
reconocimiento de la recombinasa especifica FLP (FRT) (Fig. 21). Para la construccion
de cepas reporteras en las cuales la insercidon del gen reportero reemplaz6 el marco de
lectura abierto situado corriente debajo de la secuencia promotora de interés, se
utilizaron los mismos oligonucleétidos que los disefiados para delecionar dicho gen

(seccién 11). En el caso de inserciones transcripcionales corriente abajo del gen de
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interés, manteniendo la integridad del mismo, se emple6 un oligonucleétido Fw con
extremo 5’ homdlogo a la region 3" del gen y extremo 3’ que hibrida con el primer sitio
FRT del plasmido. El oligonucledtido Rv fue el mismo que el utilizado para delecionar
el gen (seccion 11).

En el caso de la construccion de mutantes reporteras apolares, el cassette de Cm
fue escindido por la accién de FLP presente en el vector pCP20 de manera similar a lo
descripto en el punto 11. De esta manera, se pueden generar fusiones transcripcionales
que no afectan a los genes corriente abajo al gen en estudio.

La seleccion de las células transformantes se llevé a cabo como se describe en la
seccion 11, pero en este caso las placas de Petri se suplementaron, ademas, con el
cromogeno 5-bromo-4-cloro-3-indolil B-D-galactopiranosido (X-Gal), sustrato de la
actividad [-galactosidasa codificada por el gen lacZ, a una concentracion final de 0,12
mg/ml. Una reaccion positiva de actividad f-galactosidasa genera colonias de color azul

en el medio sélido.

La insercion del cassette lacZY-Cm en las células transformantes fue confirmada
por PCR a partir de colonia (punto 4), con un oligonucle6tido Fw complementario a la
region promotora de interés y otro Rv que hibrida al inicio del gen lacZ. Finalmente, la
mutacion obtenida fue transferida a la cepa salvaje 14028s mediante transduccion con el
bacteriofago P22 HT (seccion 13).



Materiales y Métodos
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13. TRANSDUCCION GENERALIZADA CON BACTERIOFAGO P22
13.1 Obtencidn de lisados de la cepa dadora en medio semisolido

Para transferir plasmidos e inserciones o deleciones cromosomales de la cepa de
Salmonella 7065 a la cepa silvestre 14028s, a cepas de Salmonella mutantes, o entre
mutantes (para combinar mutaciones en una Unica cepa), se obtuvieron en primer lugar
los lisados de las cepas dadoras correspondientes. Para ello se tomaron 100 pl de un
cultivo saturado de la cepa dadora y se lo incub6 con 100 pl de una dilucién 10 de la
suspension de fagos P22 HT crecidos en la cepa salvaje 14028s. Luego se agregaron 3
ml de medio LB semisélido [0,6 % (p/v) agar] fundido a 42 °C, se agit6 vigorosamente
y se distribuyd la mezcla sobre placas de Petri con medio de cultivo LB sélido. Las
placas fueron incubadas 3-5 horas a 37 °C hasta observar placas de lisis de
aproximadamente 1 mm de diametro. Para recoger el lisado se agreg6 a la placa 5 ml de
medio LB liquido y, con ayuda de una espéatula de Drigalsky, se recogi6 la mezcla de

LB semisélido, bacterias y fagos. A esta mezcla se la tratd con 200 ul de cloroformo
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para completar la lisis celular y se la centrifugd 5 min a 8.000 rpm. EI sobrenadante
obtenido, que contiene la suspension de fagos, se conservé con cloroformo a 4 °C hasta
el momento de su uso (Davis y col., 1980).

13.2 Obtencidn de lisados de la cepa dadora en medio liquido

Alternativamente a la obtencion de lisados en medio semisélido, la aplicacién de
esta técnica en medio liquido también permitié la transferencia por transduccion de
plasmidos y mutaciones cromosomales entre cepas de Salmonella, pero con un mayor
titulo final de fagos que el obtenido a través de la técnica descripta en el punto 13.1.
Para ello se centrifugd 1 ml de cultivo ON (crecido durante toda la noche) de la cepa
dadora correspondiente durante 5 minutos a 5.000 rpm y se resuspendié el pellet en 5 mli
de medio Nutrient Broth (NB) (seccion 2) suplementado con 0,05 ml de Sales E 50 X
(20 g/l MgS0O,4.7H,0; 100 g/l Acido citrico.H,0; 655 g/l K;HPO,4.3H,0; 175 g/l
NaNH;HPO4.4H,0 y 3 mg/l CHCI3), 0,05 ml de glucosa 20 % (p/v) y 5.107 ufp/ml de
fago P22 HT. Tras una incubacion de 6 hs a 37 °C sin agitacion, se agregaron 200 pl de
cloroformo y se centrifugdé durante 10 min a 8.000 rpm. El sobrenadante obtenido, que
contiene la suspension de fagos, se conservo con cloroformo a 4 °C hasta el momento

de su uso.

13.3 Transduccion generalizada

Una alicuota de 100 pl de un cultivo saturado de la cepa receptora se incubd
durante 1 hora a 37 °C sin agitacion con igual volumen de un lisado de P22 HT
proveniente de la cepa dadora (Davis y col., 1980 - ver apartados 13.1-2). La mezcla se
suplementd con 0,05 ml de Sales E 50 X (10 g/l MgS0,4.7H,0, 100 g/l acido citrico.H,0,
655 g/l K;HPO,4.3H,0, 175 g/l NaNH4HPO,4.4H,0, 3 ml/l CHCI3). Se utilizaron como
controles mezclas en las cuales se reemplazaron bacterias o fagos por LB estéril. La
seleccion de transductantes se realizd sembrando el volumen de la transduccion en
placas de Petri con medio LB sdlido, suplementado con el antibi6tico correspondiente
para su seleccién y 1 mM EGTA para evitar la reinfeccion de los transductantes por
fagos. En el caso de transducciones de cassettes de resistencia cromosomales, el plaqueo

de las transductantes se realiz6 en placas LB-agar con 1 mM EGTA, suplementadas con
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la mitad de la concentracion convencional del antibiético adecuado, y posterior repicado
de las mismas en placas LB-agar con 1 mM EGTA y el antibidtico en la concentracion
final correspondiente. Para transducciones del gen reportero lacZY-Cm, las placas se
suplementaron, ademas, con 0,12 mg/ml X-Gal.

14. TRANSDUCCION GENERALIZADA CON BACTERIOFAGO P1
14.1 Obtencidn de lisados de la cepa dadora en medio semisélido

Para transferir por transduccion generalizada mutaciones cromosomales entre
diferentes cepas de E. coli, se obtuvieron los lisados de las correspondientes cepas
dadoras en medio semisolido. Para ello, se inocularon 100 pl de un cultivo saturado en
medio LB en 900 pl de medio LB fresco (Vs=1 ml) y se lo incubd 1 hora a 37 °C con
agitacion. Transcurrido ese tiempo de incubacion, se le agrego 2,5 ul CaCl, 2M (C¢=5
mM) y 100 pl de una dilucién 10 de la suspensién de fagos P1 crecidos en la cepa
salvaje de E. coli W3110. La mezcla se incubd sin agitacion durante 20 min. Se le
agrego luego 4 ml de LB semisolido [0,6 % (p/v) agar] fundido a 42 °C, suplementado
con 10 ul de CaCl, 2M vy se lo vertié sobre una placa de Petri con LB-agar. Las placas
fueron incubadas 5-8 horas a 37 °C hasta observar placas de lisis de aproximadamente 1
mm de diametro. Para recoger el lisado se agregd a la placa 5 ml de medio LB liquido vy,
con ayuda de una espatula de Drigalsky, se recogio la mezcla de LB semisélido,
bacterias y fagos. A esta mezcla se la traté con 200 pl de cloroformo para completar la
lisis celular y se la centrifugd 5 min a 8.000 rpm. El sobrenadante obtenido, que
contiene la suspension de fagos, se conservé con cloroformo a 4 °C hasta el momento

de su uso.

14.2 Transduccion generalizada

Para transducir la mutacion cromosomal de una cepa dadora de E. coli a otra
receptora, 1 ml de cultivo saturado de la cepa receptora crecida en medio LB se
centrifug6 a 7.500 rpm durante 5 min, y el sedimento celular se resuspendi6 en igual
volumen de una solucion MC (100 mM MgSO, y 5 mM CacCl,). 100 pl de estas células

se mezclaron con 100 pl de lisado P1 (apartado 14.1) y se incubd la mezcla durante 20
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min a 30 °C (sin agitacion). Se utilizaron como controles mezclas en las cuales se
reemplazaron bacterias o fagos por LB estéril, segun corresponda. Transcurrido dicho
periodo de incubacion, se suplementd la mezcla con 20 pl de citrato de sodio 1 My 1
ml de medio LB fresco. Se incubd por 3 horas a 30 °C con agitacion y se colectaron
luego las células por centrifugacién a 7.500 rpm durante 5 min. Todo el sedimento
celular se resuspendi6 en aproximadamente 50 pul de LB y se seleccionaron las células
transductantes como se indica en el apartado 13.3.

15. ENSAYOS DE ACTIVIDAD B-GALACTOSIDASA
15.1 En medio sélido: analisis cualitativo

Para una primera determinacion de la actividad p-galactosidasa de fusiones
transcripcionales a lacZY se crecieron las distintas cepas a analizar en placas con medio
LB solido suplementado con el antibidtico correspondiente y X-Gal en una
concentracion final de 0,12 mg/ml. El indicador X-Gal (sustrato de la actividad B-
galactosidasa) se prepard a una concentracion de 20 mg/ml en N-N-dimetilformamida.

Ante la presencia de actividad se observaron colonias de color azul.

15.2 En medio liquido: analisis cuantitativo

Las medidas de actividad PB-galactosidasa de cepas portadoras de distintas
fusiones transcripcionales a los genes lacZY se realizaron siguiendo una modificacion

del protocolo propuesto por Miller (Miller, 1972).

Se crecio un cultivo de la cepa a analizar en medio LB suplementado con el
antibiotico correspondiente, segun la cepa, hasta fase estacionaria en presencia de 10
UM AuHCly;, 1 mM CuSO4 (0 100 pM CuSOy en el caso de mutantes ACOpA) 0 en
ausencia de metal, se tom6 una alicuota de 200 pl del cultivo y se le determind la
densidad celular por medidas de absorbancia a 630 nm. Para el ensayo de actividad, se
agregaron 30 pl del cultivo (30 pl de una dilucion 1/100 de cultivo para el caso de las
fusiones transcripcionales plasmidicas) al medio de reaccion, que contenia 275 pl de
una solucién reguladora Z (16,1 g/l Na;HPO,.7H,0; 5,5 g/l NaH,PO4.H,0; 0,75 ¢/l
KCI; 0,246 g/l MgS0,4.7H,0; 0,27 % (v/v) B-mercaptoetanol), 24 pl de cloroformo, y
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14 ul de SDS 0,1 % (p/v). La mezcla se agitd vigorosamente por 10 segundos. La
reaccion se llevd a cabo a 30 °C y se inicié con el agregado de 60 pl del reactivo o-
nitrofenil-p-D-galactopiranosido (ONPG) 4 mg/ml a cada tubo, se mezclaron los
reactivos y se incub6 en un bafio a 30 °C hasta observar coloracién amarilla. La reaccion
colorimétrica se detuvo con el agregado de 150 ul de Na,CO3 1M. Se registro el tiempo
de reaccion, y se determind la absorbancia de las muestras a 405 nm utilizando un
lector de microplacas BioTek ELy808. Cada reaccion se proceso por duplicado y como
blanco de reaccion se utiliz6 un tubo al que se le agreg6 30 pl de LB en lugar de cultivo.
La actividad enzimatica se calculd segun la formula que se describe a continuacion,
donde DOusosnml Yy DOusgsnm2 corresponden a la absorbancia registrada para cada
reaccion y su duplicado, a la longitud de onda 405 nm, proporcional a la concentracion
del producto formado. El valor de actividad -galactosidasa calculado se multiplico por
el factor de dilucion, segin corresponda.

(DOyp5nml + DOyosnm?)
2 x DOgzopm x At

Act (Unidades Miller) = X 10000

16. CONSTRUCCION DE LOS PLASMIDOS DE EXPRESION pCueR,

pGolS y sus respectivas mutantes quimeras y puntuales
16.1 Construccion de los alelos silvestres cueR y golS

Inicialmente, se amplificaron por PCR los marcos de lectura abiertos (ORFs)
para los reguladores silvestres CueR (Espariz y col., 2007) y GolS (Checa y col., 2007)
a partir de ADN cromosomal de Salmonella 14028s y los oligonucle6tidos CueR-ORF-
Fw / CueR-ORF-Rv 0 GolS-ORF-Fw / GolS-ORF-Rv, respectivamente. Estos
oligonucledtidos contienen los sitios de restriccion para las enzimas BamHI
(oligonucleotidos Fw) o Hindlll (oligonucle6tidos Rv), necesarios para el clonado de

estos productos de PCR en un vector de expresion adecuado.
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16.2 Construccion de alelos hibridos cueR-Ns, cueR-HTH1s, cueR-
(HTH1+L)sy golS-Ngr

La construccion de los alelos quiméricos cueR-Ns, golS-Ng, cueR-HTH1s y cueR-
(HTH1+L)s se llevd a cabo mediante la técnica de mutagénesis por SOE-PCR (Aiyar y
col., 1996; Heckman y Pease, 2007). Brevemente, para cada construccién se realizaron
dos reacciones de PCR independientes usando los cebadores complementarios a la
region hibrida de interés y los cebadores homdlogos a los extremos 5" y 3" de los genes
cueR o golS silvestres. Estos Gltimos contienen los sitios de restriccion para las enzimas
BamHI (oligonucleodtidos Fw) o Hindlll (oligonucle6tidos Rv). En todos los casos, se
utilizo ADN genomico de Salmonella 14028s como molde. Los productos de las dos
reacciones de PCR se purificaron para ser luego combinados y empleados como molde
en una tercera reaccion de PCR con los cebadores Fw y Rv apropiados para generar el
producto final (Fig. 22 A-E).

16.3 Construccion de alelos hibridos cueR-(L+HTH2)s y cueR-HTH2s

Para construir los alelos quiméricos cueR-(L+HTH2)s y cueR-HTH2s, se
amplifico inicialmente de ADN genomico de Salmonella 14028s un primer producto de
PCR utilizando los pares de cebadores GolS-Loop-Fw / GolS-HTH2-Rv 0 GolS-HTH2-
Fw / GolS-HTH2-Ryv, respectivamente. Cada producto fue purificado y empleado como
cebador (megaprimer) en dos reacciones de PCR independientes, junto con los
oligonucleétidos CueR-ORF-Fw o CueR-ORF-Rv para generar los fragmentos
solapantes que, finalmente, fueron purificados, combinados y empleados como molde

en una reaccion final de SOE-PCR, como se describe en la seccion 16.2 (Fig. 22 F-G).

16.4 Construccion de alelos hibridos cueR-a2s, golS-a2g y mutantes

puntuales

Los alelos hibridos cueR-a2s (Fig. 22-H) y golS-a2r (Fig. 22-1), asi como
también los alelos mutantes puntuales en los residuos de aminoacidos correspondientes
a las posiciones 14, 16, 19 y 22, todos situados en la region de la hélice-a2 del regulador
(Fig. 22 J), fueron amplificados en una Unica reacciéon de PCR utilizando los cebadores
Fw con la correspondiente modificacion y el sitio de restriccion BamHI, junto con el
oligonucleétido Rv apropiado (Fig. 22-J - se muestran a modo de ejemplo sélo las

mutantes puntuales en los residuos de aminoacidos 16 y/o 19).
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Fig. 22: Estrategias utilizadas para generar los reguladores quiméricos y mutantes puntuales de S. Typhimurium.
En la figura A se esquematiza la estructura secundaria de los reguladores silvestres CueR y GolS. En las figuras B-E se
esquematizan los pasos a seguir para la amplificacion por SOE-PCR de los reguladores quiméricos CueR-Ng (B), GolS-Ng
(C), CueR-(HTH1+L)s (D) y CueR-HTH14 (E). La estrategia implica dos rondas de PCR (PCR | y PCR Il), cuyos productos
de amplificacién se purifican y combinan luego para ser empleados como molde en una tercera reaccion de amplificacion
(SOE-PCR). En las figuras F y G se esquematizan las estrategias utilizadas para la construcciéon de los reguladores
quiméricos CueR-(L+HTH2); y CueR-HTHZ2;, respectivamente, por combinacién de las técnicas de extensién del
megaprimer y SOE-PCR. La estrategia consiste en una primera reaccién de PCR para generar un megaprimer que es
luego extendido hacia los extremos 5" y 3" del regulador, como se detalla en las figuras indicadas. Finalmente, estos dos
productos extendidos se combinan y utilizan como molde en una Ultima reaccion de SOE-PCR. Los reguladores mutantes
CueR-a2; (H) v GolS-a2y (I) se construyeron mediante una unica reaccién de PCR empleando un oligonucleétido Fw
codificante para la regién de la hélice-a2 correspondiente en cada caso. Los reguladores mutantes puntuales simples y
multiples (J) también se generaron como producto de una Unica reaccion de amplificacién de PCR, para la cual se
utilizaron cligenuclectidos Fw portadores de la/s mutacidn/es puntuales. En todos los casos, los oligonucledtidos Fw y Rv
complementarios a los extremos 5" y 3" de los genes silvestres contienen los sitios de restriccion BamH| y Hindll,
respectivamente, que se utilizaron luego para el clonado de los diferentes reguladores mutantes en los vectores de
expresion pUH21-2/aglf o pSU36.
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16.5 Construccion de alelos hibridos cueRgc-Cstm Y cueRstm-Cec

La construccién de los alelos quiméricos cueRec-Cstm Y cueRstm-Cec se llevd a
cabo mediante la técnica de mutagénesis por SOE-PCR (Aiyar y col., 1996; Heckman y
Pease, 2007), como fue anteriormente descripto para cueR-Ns y golS-Ng (seccion 16.2),

pero empleando como molde los genes cueRec Yy cueRstv Silvestres como molde.

16.6 Clonado de los alelos silvestres, hibridos y mutantes puntuales en

vectores de expresion

Los fragmentos finales de PCR (secciones 16.1-5) fueron purificados, digeridos
con las enzimas de restriccion BamHI y Hindlll (seccion 7), e individualmente clonados
(seccion 9) en los vectores de expresion pUH21-2lagl® o pSU36, previamente
linealizados con el mismo par de enzimas de restriccion. Con la mezcla de ligacion se
transformaron células competentes de E. coli XL1-Blue (seccion 10) y se seleccionaron
las transformantes en placas de LB-agar [1,5 % agar (p/v)] suplementadas con el
antibiotico correspondiente. La presencia del inserto se verificdé por PCR a partir de
colonias (seccidn 4) y analisis por restriccion (seccién 7) utilizando las enzimas BamHlI
y Hindlll. Se realizaron luego extracciones plasmidicas (seccion 3) de cada una de las
mutantes para transformar células competentes de E. coli W3110 AlacZ AcopA
cueR::cm (secciones 10 y 11) portadoras de los vectores reporteros pMC1871::PcopA o
pMC1871::PgolB, o a células competentes de Salmonella 14028s. A partir de esta
Gltima, se hicieron lisados con fago P22 (seccion 13) y transdujeron a una cepa mutante
de Salmonella Agol AgesABC AcueP AcopA cueR::em (seccion 11), la que fue
previamente transformada con los vectores reporteros pMC1871::PcopA o
pMC1871::PgolB.

Los vectores reporteros pMC1871::PcopA y pMC1871::PgolB presentan
fusiones transcripcionales a lacZY a las regiones promotoras PcopA y PgolB, reguladas

por CueR o GolS, respectivamente (Pérez Audero y col., 2010).
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17. EXPRESION Y PURIFICACION DE CueR, CueR-02s, GolS y GolS-a2g
NATIVAS

Las cepas de E. coli XL1-blue pGolS (PB3623) y pGolS-02g (PB8805) fueron
crecidas en LB suplementado con Amp, con agitacion constante a 37 °C hasta
saturacion del cultivo. Luego se diluyeron 1/50 en 300 ml de medio fresco. Se
incubaron a 37 °C hasta DOg3 de 0,6, momento en que se adiciond IPTG hasta una
concentracion final de 500 uM. Los cultivos se cosecharon por centrifugacion a 6.000
rpm a 4 °C durante 10 minutos. Luego se resuspendieron en 30 ml de solucion de
sonicacion (50 mM Tris pH 7, 2 MM EDTA y 5 mM DTT), y se sometieron a 6 pulsos
de sonicacion de 30 segundos cada uno al 35 % de amplitud empleando un procesador
ultrasonico modelo GEX 600 (Sonics and materials). EI procedimiento se llevo a cabo a
4 °C. Las suspensiones obtenidas se centrifugaron durante 20 minutos a 13.000 rpm. Se
realizd un corte con sulfato de amonio al 45 %, conservando la fraccion insoluble que
fue colectada por centrifugacion a 20.000 rpm durante 30 minutos. Se resuspendio el
pellet obtenido en la solucion de sonicacion y se desalé mediante una columna de
Sephadex G50 (HiTrap™ Desalting, Amersham Pharmacia Biotech) empleando para la
corrida la misma solucion. Posteriormente, se sembré en una columna de Heparina
(HiTrap™ Heparin HP 5 ml, Amersham Biosciences) previamente equilibrada con la
solucion de composicion: 20 mM Tris-HCI pH 7 y 5 mM DTT. Se eluy6 con la misma
solucion empleada para equilibrar la columna con un gradiente creciente de NaCl (0-1,5
M). La fraccién de interés fue colectada, en todos los casos, a la mitad del gradiente de
elucién de NaCl (0,7-0,8 M).

En el caso de las cepas de E. coli XL1-blue pCueR (PB8340), y pCueR-a2s
(PB8374) el protocolo de purificacion fue el mismo que el anteriormente descripto para
GolS y su mutante, pero con las siguientes modificaciones: los cultivos se indujeron con
150 uM IPTG a 30 °C, todas las soluciones de purificacion se ajustaron a pH 8, y el
gradiente de elucion se realizé con NaCl 0-1 M (las fracciones de interés se colectaron
siempre a 0,5 M NaCl).

En todos los casos las corridas cromatogréaficas fueron realizadas en el equipo
AKTA purifier (Amersham Pharmacia Biotech).

Las fracciones eluidas de la columna que presentaban la proteina silvestre o

mutante de interés se identificaron por anélisis en geles de poliacrilamida tefiidos con
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azul de Coomasie y por inmunodeteccion utilizando anticuerpos policlonales anti GolS
o0 anti CueR, seguin corresponda, como se describe en las secciones 18 y 19.

18. ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GELES DE
POLIACRILAMIDA

Los lisados celulares de las distintas cepas de Salmonella o E. coli crecidas en
presencia o ausencia de metales, asi como las fracciones eluidas durante la purificacion
de GolS o CueR nativas y las mutantes GolS-02r y CueR-a2s se analizaron mediante
electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (Yanisch-Perron y col.,
1985). Antes de la siembra, las muestras se calentaron 5 minutos a 100 °C en solucion
de siembra de proteinas, compuesta por 120 mM Tris-HCI pH 6.8, 0,5 % (v/v) B-
mercaptoetanol, 2 % (v/v) glicerol, 2 % (p/v) SDS y 0,002 % (p/v) azul de bromofenol.
Las corridas electroforéticas se realizaron en una solucion reguladora 25 mM Tris base,
192 mM glicina pH 8,3 y 0,1 % (p/v) SDS, a una intensidad de corriente constante de 20
mA por gel. La concentracion de acrilamida utilizada en los geles de separacion fue de
18 % (p/v) de una solucion de acrilamida/bis-acrilamida preparada en una relacién
30:0,8. Luego de la corrida, los geles se tifieron en una solucién de 0,25 % (p/v) azul
brillante de Coomasie R 250, 30 % (v/v) isopropanol y 10 % (v/v) acido acético durante
2 horas, y se destifieron en una solucién de 25 % (v/v) etanol y 10 % (v/v) acido acético
durante 1 hora (0o mediante hervor del gel sumergido en agua con 10 % (v/v) acido

acetico durante 10 min).

19. TRANSFERENCIA E INMUNODETECCION DE PROTEINAS EN
MEMBRANA DE NITROCELULOSA (“WESTERN BLOT”)

Las proteinas separadas por electroforesis en geles de poliacrilamida como se
describe en el punto 18 fueron electrotransferidas a membranas de nitrocelulosa (Bio-
Rad) en una cuba de transferencia semi-seca (Trans-blot SD, Bio-Rad). La transferencia
se llevo a cabo con una solucién conteniendo 25 mM Tris, 192 mM glicina pH 8,3 y 10
% (v/v) metanol, durante 30 minutos con una intensidad constante de 300 mA. Una vez
terminada la transferencia, la membrana fue bloqueada con una solucién de TBS (20
mM Tris-HCI pH 7,6 y 137 mM NaCl) conteniendo 5 % (p/v) de leche en polvo
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descremada, durante 60 minutos con agitacion. Luego se incub6 la membrana con una
dilucién 1/100 de anticuerpos de conejo policlonales anti-GolS o anti-CueR, segln
corresponda, en la solucién TBS. Una vez finalizada la incubacion, se realizaron 4
lavados de 15 minutos con TBS. Posteriormente, la membrana se incub6 durante una
hora con anticuerpos policlonales anti-conejo (Sigma) conjugados con la enzima
fosfatasa alcalina, diluidos 1/2000 en la misma solucion TBS. A continuacion, se realizd
un lavado de 10 minutos con TBS y un lavado con una solucién conteniendo 100 mM
Tris-HCI pH 9, 100 mM NaCl y 5 mM MgCl,. Luego, se colocd la membrana en una
solucion de la misma composicion a la cual se le agreg6 0,15 mg/ml BCIP y 0,3 mg/ml
NBT disuelto en 70 % N-N-dimetilformamida y se incub6 en oscuridad a temperatura

ambiente hasta desarrollo de color.

20. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS

La concentracion de las proteinas silvestres GolS y CueR, y mutantes GolS-o2g
y CueR-a2s, purificadas segun el procedimiento descripto en la seccién 17, fue
determinada midiendo absorbancia a 280 nm en un espectrofotdmetro modelo Ultrospec
2000 (Pharmacia Biotech). La férmula utilizada para el calculo de la concentracion fue

la siguiente:

C=A/bst

donde b= 1 cm (tamafio de la cubeta), ecois = 11835 M cm™, ecuer = 4970 M cm

! ecois-or = 10345 M™ cm™ y ecyueraos = 6585 M cm™,

El coeficiente de extincion molar de una proteina esta relacionado con la
composicion aminoacidica de la misma, particularmente con la cantidad de residuos
de cisteina (C), triptofano (W) vy tirosina (Y). Los coeficientes de extincidon molar
para GolS, CueR, GolS-02r y CueR-02s fueron calculados segin la siguiente

formula:
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£ = (NWx5500) + (nYx1490) + (nCx125)

donde n es el numero de cada residuo W, Y y C, y los valores establecidos
para las absortividades molares (M™ cm™) a la longitud de onda de 280 nm del

triptofano, tirosina y cisteina, respectivamente.

21. ANALISIS ESTRUCTURAL DE PROTEINAS POR DICROISMO
CIRCULAR

Para verificar el estado nativo de todas las proteinas purificadas, cada una de
ellas fue diluida en solucién tampén 20 mM Tris-HCIl pH 7 y 5 mM DTT hasta una
concentracion final de 10 uM. Luego, 300 pl de muestra fueron adicionados a una
cubeta (1 mm de longitud de paso Optico) y el espectro de polarizacion entre 190 y 260
nm fue determinado en un espectropolarimetro JASCO J-800 a temperatura ambiente.
Las determinaciones fueron realizadas por sextuplicado a una resolucién de 0,2 nm, un
ancho de bando de 0,2 nm y a una velocidad de escaneado de 50 nm/min. Los espectros
obtenidos fueron promediados y convertidos en archivos de texto para regraficarlos
utilizando el programa Excel. La relacion sefial-ruido de todos los espectros fue

satisfactoria en el rango de longitudes de onda escaneado.

22. FOSFORILACION DE OLIGONUCLEOTIDOS

La reaccion de fosforilacion de los oligonucleétidos se llevd a cabo en un
volumen de 10 pl, conteniendo solucion de fosforilacion comercial suplementada con
30 puCi de [y-**P]ATP (3.000 mCi/pmol, 10 puCi/ul, New England Nuclear), 10 pmoles
del oligonucledtido, y 10 U de T4 polinucledtido quinasa (Invitrogen). Se incub6 30
minutos a 37 °C, y luego se detuvo la reaccidn por inactivacion de la enzima, calentando

la mezcla a 65 °C durante 10 minutos.
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23. CUANTIFICACION DE OLIGONUCLEOTIDOS MARCADOS
RADIACTIVAMENTE

Para cuantificar los fragmentos de ADN utilizados en los ensayos de retardo de
la movilidad electroforética, cada fragmento que incluye el promotor en estudio fue
amplificado con los oligonucleotidos radiactivos (seccion 22) y, a su vez se realizd la
misma reaccion de PCR no radiactiva, de manera de obtener los mismos fragmentos no
marcados radiactivamente. Estos fragmentos no radiactivos fueron cuantificados
midiendo absorbancia a 260 nm, teniendo en cuenta la relacion: 1 UAbszs0 = 50 pg/ml.
Luego, se sembraron en un gel de agarosa (seccién 5) cantidades conocidas del
fragmento no radiactivo cuantificado y distintos volimenes de la sonda a cuantificar. A
partir de estos geles se determind la concentracion de la sonda de interés utilizando el

analisis de regresion lineal.

24. ENSAYOS DE RETARDO DE LA MOVILIDAD ELECTROFORETICA
(EMSA)

Se utiliz6 la técnica de retardo de la movilidad electroforética de Lane y
colaboradores (Lane y col., 1992) para analizar la interaccion de GolS, CueR, GolS-02r

y CueR-a2s con las distintas regiones promotoras (PcopA y PgolB).

Los fragmentos nucleotidicos conteniendo las secuencias de las regiones
promotoras del gen golB o copA, se sintetizaron por PCR utilizando ADN cromosomal
de S. Typhimurium 14028s como molde de reaccion, y los pares de oligonucleétidos
PcopA/cueR-Fw y PcopA/cueR-Rv o PgolB-Fw y PgolB-Rv (Tabla 3). Los cebadores
reversos de cada una de las reacciones fueron previamente marcados en su extremo 5
con %P por medio de la oligonucleétido quinasa T4 (Invitrogen), como se describié en

el punto 22.

Aproximadamente 6 fmol (15 ng) (seccién 23) de cada fragmento de ADN
marcado fueron incubados con diferentes cantidades (indicadas en la leyenda de las
figuras correspondientes) de GolS, CueR, GolS-a2g 0 CueR-a2s purificadas (seccion
17), segun corresponda, por 25 min a temperatura ambiente. Esta mezcla de reaccion se
realizé en un volumen final de 20 ul, conteniendo ademas solucion tampon comercial
React3 (Invitrogen), 5 mM DTT, Glicerol 10%, 2,5 pg/ml ADN de Salmén (DNA from
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salmon testes Sigma) y Albumina Sérica Bovina (BSA) 25 pg/ml. Luego se agrego
solucion de siembra (seccion 18) en una proporcion 20:1 de muestra:solucion (en
volumen) y se sembr6 en geles de poliacrilamida:bisacrilamida 29:1 no
desnaturalizantes de concentracion final 8 % (p/v). Para la preparacion de los geles y
como solucion de corrida se utilizé 25 mM Tris-HCI, 190 mM glicina pH 8,3y 1 mM
EDTA. La corrida electroforética se llevo a cabo a 4 °C a una intensidad de corriente de
10 mA por gel. Los geles fueron secados a 65 °C durante 30 min en un secador de geles
con bomba de vacio (SGD 2000, SAVANT), y sometidos a autoradiografia en placas
Storage Phosphor Screens (Amersham Biosciences) durante 12-24 hs.

Se realizaron seis experimentos individuales para cada interaccion ADN-
proteina.

25. ANISOTROPIA DE FLUORESCENCIA

Para determinar las constantes de afinidad para las interacciones de GolS, CueR,
GolS-a2gr y CueR-02s con las distintas regiones promotoras (PcopA y PgolB), se
empleo la técnica de anisotropia de fluorescencia (Lundblad y col., 1996; Andoy y col.,
2009). Los fragmantos de ADN doble hebra correspondientes a las regiones promotoras
de copA y golB fueron generadas mediante la incubacion de cantidades equimolares de
los correspondientes pares de oligonucledtidos simple hebra conjugados a fluoresceina
(Sigma) (Tabla 3) a 85 °C durante 10 min y dejando luego que la mezcla se enfrie
lentamente hasta llegar a T ambiente. El correcto anillado de los oligonucleotidos para
generar los correspondientes fragmentos doble hebra fue verificado por medio de
electroforesis de los mismos en geles de Tris-Glicina (seccidon 26), empleando como
control negativo de reaccion el mismo volumen de oligonucledtidos sin hibridar (simple
hebra). La concentracion de oligonucledtido doble hebra fue estimada en funcion de las
concentraciones reportadas para cada uno de los oligos simple hebra (Sigma) en el
volumen de reaccion de hibridizacion. La union de los reguladores transcripcionales
nativos y mutantes a los promotores PcopA y PgolB fue medida en un
espectrofluorémetro (Varian Cary Eclipse — Agilent Technologies). Todas las
titulaciones fueron realizadas en una solucion tampon 10 mM Tris pH 7,3,
suplementada con 10 mM NaCl, 2 mM MgCl, y 5 mM DTT. La fluorescencia fue

excitada a 495 nmy la anisotropia (r) fue calculada en funcidn de la siguiente ecuacion:
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r=-Gxl)/(lh+2x Gxl

donde I, y IL son las intensidades de fluorescencia paralela y perpendicular a la
excitacion de polarizacién, respectivamente, y G es el factor de correccion a las
diferentes respuestas del espectrofluorémetro a la luz de polarizacién paralela y vertical.

Las isotermas de union proteina-ADN fueron ajustadas por regresion no lineal
(Sigma Plot software) de la siguiente ecuacion:

r=ri+ (rp—re) X (kax x /(1 +ka X x))

donde r¢ y r, corresponden a los valores de anisotropia en ausencia de proteina y en
concentracion saturante de la misma, respectivamente, x es la concentracion total de

proteina, y ka es la constante de asociacion del complejo proteina-ADN.

Las constantes de disociacion (kp) fueron estimadas con la siguiente ecuacion:

r=ri+axx/(b+x)

siendoa=(rs—r) X (kaxXx)/ (L +kaXxx)yb=kp.

26. ELECTROFORESIS DE ADN EN GELES DE TRIS-GLICINA

La correcta hibridizacion de los oligos empleados luego en ensayos de
anisotropia de la fluorescencia fue verificada por medio de electroforesis en geles de
Tris-Glicina (TG), compuestos por TG 0,5 X (solucién de TG 10 X = 250 mM Tris pH
8 y 2 M glicina) y 15 % acrilamida 29:1 (acrilamida:bis-acrilamida). Previo a la
siembra, las muestras se mezclaron con solucién de siembra compuesta por 0,025 %

(p/v) azul de bromofenol, 0,025 % (p/v) xilencianol y 30 % (v/v) glicerol, en una
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proporcion 5:1 en volumen de muestra:solucion de siembra. Como control de peso
molecular se utilizo un marcador de ADN de 100 pb (Invitrogen). La corrida
electroforética se realizé en solucion TG 0,5 % a 100 voltios durante 3-4 hs. Una vez
finalizada, el gel se sumergié en una solucion de bromuro de etidio diluida durante 30
min y los fragmentos de ADN se detectaron iluminando el gel con un transiluminador
de luz UV.

Esta técnica permitié mejor resolucion que una electroforesis en gel de agarosa

(seccion 5), incluso al 3 % de agarosa.

27. MODELADO in silico DE LOS REGULADORES
TRANSCRIPCIONALES

El modelado estructural por homologia de CueR, CueR-02s y GolS fue generado
usando el software Rosetta version 3.1. La estructura del factor de transcripcion BmrR
unido a su secuencia operadora (codigo del Protein Data Bank: 3Q5R) fue empleado
como molde. Inicialmente, se generaron 100 estructuras utilizando un algoritmo
descendiente coordinado ciclico combinado con el ensamblaje de fragmentos para
modelar la secuencia de CueR con gaps. Las 10 estructuras de menor energia fueron
subsiguientemente refinadas, y la estructura de menor score fue empleada como
modelo. Las estructuras modelo fueron luego superpuestas a la estructura del complejo
proteina-ADN utilizada como molde de manera tal de determinar la posicion de los
residuos de interés (Ala-16 y Phe-19) con respecto a la secuencia promotora y comparar

sus conformaciones relativas en las diferentes proteinas.

28. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION INHIBITORIA
MINIMA (CIM)

Se realiz6 una dilucion 5 x 107 en PBS (150 mM NasPO,, 150 mM NaCl, pH
7,2) del cultivo de la cepa analizada crecida durante 16 horas a 37 °C en medio LB, con
agitacion. Se aplico una alicuota de 20 pl en placas de LB conteniendo concentraciones
crecientes de Espectinomicina o Estreptomicina. Las placas fueron incubadas de 16-40

hs en aerobiosis a 28 °C o0 37 °C. Luego de la incubacion, se calcularon las unidades
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formadoras de colonias (UFC) para cada cepa lo que permitid estimar el porcentaje de
supervivencia en funcion del recuento de la cepa en ausencia de antibiético. La CIM
corresponde a la menor concentracion de antibiotico en la que no se observa formacion

de colonias.

29. ANTIBIOGRAMA. HALOS DE INHIBICION
29.1 Técnica con espéatula de Drigalsky

Se sembraron con espatula de Drigalsky en una placa de Petri conteniendo 20 ml
LB-agar [1,5 % agar (p/v)] suplementado con el antibiético adecuado y 100 uM IPTG,
100 pl de un cultivo saturado, también crecido en LB en presencia del antibiotico
correspondiente e inductor en igual concentracion final. Luego, discos de papel
Whatman estériles, de 5 mm de diametro, fueron embebidos con 5 p de cada dilucion
del antibidtico ensayado (10-50 pg/ml espectinomicina o 10-30 pg/ml estreptomicina) y

colocados sobre la placa. Las placas se incubaron 16 hs a 28 °C o 37 °C.

El grado de sensibilidad de cada cepa a los diferentes antibidticos se determind
en funcion del didmetro de los halos de inhibicion del crecimiento en torno a los discos.

Mayor sensibilidad implica mayor diametro en el halo de inhibicion.

29.2 Técnica con LB-agar

100 pl de un cultivo saturado se mezclaron con 3 ml de LB-agar [0,7 % agar
(p/V)] fundido a 42 °C, el que luego se esparci6 homogéneamente sobre una placa de
Petri con 20 ml LB-agar [1,5 % agar (p/v)]. Una vez solidificado, se colocaron los

discos de papel Whatman como se describe en la seccion 29.1.
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30. ENSAYO DE FORMACION DE BIOPELICULA EN CONDICION DE
CRECIMIENTO ESTATICO

30.1 Formacion de biopelicula

Para analizar la capacidad de formar biopelicula en condiciones de crecimiento
estatico, 2 ml de LB (suplementado con antibiético y 100 uM IPTG en caso necesario)
fueron inoculados con 2 ul de un cultivo crecido durante toda la noche en agitacion
constante a 37 °C. Los ensayos se llevaron a cabo en tubos de ensayo de borosilicato, o
en vasos de precipitado de vidrio para una mejor visualizacion de las diferencias
fenotipicas. Los cultivos se dejaron incubando en condicion estatica durante 6-12 dias a
28 °C.

30.2 Tincion con cristal violeta

La biopelicula formada en la superficie interna del recipiente de vidrio, a nivel
de la interfase liquido-aire del cultivo, fue tefiida con una solucion de cristal-violeta.
Para ello, se descarto el SN de los cultivos y el anillo de biopelicula adherido al vidrio
se lavo 3-4 veces con PBS (150 mM NazPO,4 150 mM NaCl, pH 7,2). Posteriormente,
las biopeliculas se tifieron por incubacion durante 20 min con una solucién de 1 % (p/v)
cristal-violeta, y se lavaron luego con abundante agua destilada para remover el exceso

de colorante adherido a las paredes internas del recipiente.

En algunos casos, se observo la formacion de una biopelicula (membrana) en la
superficie del cultivo. Esta result6 indefectiblemente removida al eliminar el SN, por lo
que solo se visualiza el anillo tefiido adherido al vidrio luego de la tincidén con cristal-

violeta.

31. ENSAYOS DE MOTILIDAD EN PLACA
31.1 Motilidad tipo swarming

La cepa a ensayar se crecié durante toda la noche en medio LB suplementado
con los antibioticos correspondientes y 100 uM IPTG en los casos en que la cepa fuese

portadora de un vector de expresion inducible, con agitacion constante a 37 °C. 5 ul de
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dicho cultivo se inocularon en placas de 20 ml NB (seccién 2) 0,5 % agar,
suplementadas con 0,5 % (p/v) glucosa (Toguchi y col., 2000), antibiéticos y 100 uM
IPTG, en caso necesario. Las placas se realizaron el mismo dia del ensayo, y se secaron
en la estufa a 37 °C durante 30 min antes de ser inoculadas. Una vez absorbida la gota
de 5ul de cultivo, las placas se incubaron a 28 °C o 37 °C durante 5-20 hs. En todos los
casos, cada cepa se inoculd por duplicado en cada condicién, y las fotos de las placas se
tomaron periddicamente a partir de las 4-5 hs de incubacion.

31.2 Motilidad tipo swimming

Los cultivos se crecieron de la misma manera como se describe en la seccion
30.1. Un volumen de 5 pl de cultivo saturado se inocularon en placas de 20 ml NB
(seccion 2) 0,3 % agar, suplementadas con antibioticos y 100 uM IPTG, en caso
necesario. El procedimiento para el armado, secado, inoculacion e incubacion de las

placas se describe detalladamente en la seccion 30.1.

32. PLACAS DE CALCOFLUOR

Para evaluar la produccion y secrecion de celulosa y otros exopolisacaridos, 20
ul de un cultivo saturado se inocularon en forma de gota sobre una placa de Petri con 20
ml SLB-agar [1 g % peptona de carne (p/v), 0,5 % extracto de levadura (p/v) y 1,5 %
agar (p/v)], suplementada con 50 pg/ml de Calcoflior (Fluorescent Brightener 28). La

incubacion se realizd a 28 °C o 37 °C durante 12-48 hs.

Alternativamente, 10 pl del cultivo saturado se estriaron con ansa (de manera tal
de obtener colonias aisladas) sobre una placa de Petri constituida como se describe
anteriormente. La incubacion se realiz6 en las mismas condiciones que el ensayo de

gota.

En ambos casos, la fluorescencia de las diferentes cepas se detectdé por
exposicion de las placas en un transiluminador de luz UV. Una mayor intensidad de
fluorescencia implica mayor produccion y secrecion de celulosa y posiblemente también

de otros exopolisacaridos.
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33. FENOTIPO RDAR. PLACAS DE ROJO CONGO

20 pl de un cultivo en fase estacionaria se inocularon sobre una placa de Petri de
SLB-agar [1 g % peptona de carne (p/v), 0,5 % extracto de levadura (p/v) y 1,5 % agar
(pV)], suplementada con 40 pg/ml de Rojo Congo y 20 pg/ml de Azul Brillante
Coomassie G-250. La incubacion se llevo a cabo a 28 °C o 37 °C durante 7 dias.

Una mayor coloracion de la cepa, y una mayor rugosidad de la misma, implica
mayor produccién de curli en las condiciones ensayadas.

34. HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS

Las secuencias de aminoacidos de los reguladores transcripcionales de la familia
MerR fueron obtenidas de la base de datos NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Para
el alineamiento (algoritmo Clustal W) y el anélisis filogenético (método de maxima
similitud) se emple6 el programa MEGA version 6.0 (http://www.megasoftware.net/).
En la Tabla 4 se detallan las secuencias proteicas de los reguladores MerR empleados
en la construccion del arbol filogenético (Fig. 8 — Introduccidn). Para cada regulador se
detallan ademas la especie y el numero de acceso al GenBank

(www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

Las regiones promotoras de los genes cueRstv Yy cueRec (Fig. 32 — Capitulo 1)
fueron predichas mediante el programa Neural Network Promoter Prediction para

procariontes (http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html).

Para la prediccidbn de las regiones regulatorias (promotor y terminador
transcripcional) de STM1266 (Fig. 40 — Capitulo 1) se emplearon los programas
PePPER  (Prediction of Prokaryote Promoter Elements and Regulons)
(http://pepper.molgenrug.nl/index.php/pepper-tools/promoter-predictie-tool) y Neuronal
Network Promoter Prediction para procariontes

(http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.megasoftware.net/
http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html
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Tabla 4: Reguladores transcripcionales de la familia MerR utilizados para la construccion del arbol filogenético de la Fig. 8 - Introduccion

Especie Numero de acceso al GenBank Regulador Secuencia proteica
Escherichia coli MENNLENLTIGVFAKAAGVNVET IRFYQORKGLLREPDKPYGSIRRYGEADVVR
0i[289065343|gb|ADC80844.1 VKFVKSAQRLGFSLDEIAELLRLDDGTHCEEASSLAEHKLKDVREKMADLARM
ETVLSELVCACHARKGNVSCPLIASLQGEAGLARSAMP
Salmonella enterica MEKNLENLTIGVFAKAAGVNVET IRFYQRKGLLPEPDKPYGSIRRYGEADVTR
0i[229561733|gb|ACQ77935.1 MerR VRFVKSAQRLGFSLDEIAELLRLDDGTHCEEASSLAEHKLQDVREKMTDLARM
ETVLSELVFACHARQGNVSCPLIASLQGEKEPRGADAV
Pseudomonas MFIGRLAELTGCTPKAIRLYEQMGLISEPEREGRYRLYNAHHLEIVHLIRKAQ
fluorescens F113 0i|359760676|gb|AEV62755.1 TAGFKLAEMNPLIAAKNKLKSFPLELANQAVDDKRQQVRDRIAELQALDLHLI
ELKSEMNSMFAPRPVAGLHKVDAPACTDKQTLASRPLOAAEG
Escherichia coli MNISDVAKITGLTSKAIRFYEEKGLVTPPMRSENGYRTYTQQHLNELTLLRQA
BL21(DE3) gi[251783995|ref|YP_002998299.1 RQVGFNLEESGELVNLFNDPQRHSADVKRRTLEKVAEIERHIEELQSMRDQLL
ALANACPGDDSADCPIIENLSGCCHHRAG
Salmonella enterica MNISDVAKKTGLTSKAIRFYEEKGLVTPPLRSENGYRTYTQKHLNELTLLRQA
Typhimurium str. LT2 0i[16763879|ref[NP_459494.1 CueR ROVGFNLEECGELVNLFNDPRRHSADVKKRTLEKVAEIERHISELQSMRDQLL
ALAESCPGDDSADCPIIDNLSGCCHHKAQKPR
Pseudomonas MNIGQAARHSGLSAKMIRYYESIGLLKAAHRTDSGYRVYSDDDLHTLAFIKRS
fluorescens R124 0i|404302408|gb|EJZ56370.1 RDLGFSLEEVGKLLTLWHDRQRASADVKALARQHIDELNRKIRELGELRDTLQ
DLVEHCNGDHRPDCPILKELASGCCAHPARA
Escherichia coli str. K- MYRIGELAKMAEVTPDTIRYYEKQOMMEHEVRTEGGFRLYTESDLQRLKFIRH
12 substr. W3110 0i[388479946|ref|YP_492140.1 ARQLGFSLESIRELLSIRIDPEHHTCQESKGIVQERLQEVEARIAELQSMQRS
LORLNDACCGTAHSSVYCSILEALEQGASGVKSGC
Salmonella enterica MYRIGELAKLADVTPDTIRYYEKQQOMMDHEVRTEGGFRLYTENDLQRLKFIRY
Typhimurium str. LT2 0i|16766701|ref[NP_462316.1 ZntR ARQLGFTLDSIRELLSIRIDPEHHTCQESKSIVQERLQEVEARIAELQTMQRS
LORLNDACCGTAHSSVYCSILEALEQGASGAKSGC
Pseudomonas protegens _ MKIGELAKLTDCQVETIRYYEREGLLPEPARSEGNYRLYTQAHTERLTFIRNC
CHAO 0i|501683253|ref|YP_008003079.1 RSLDMTLEEIRSLLNLRDSPQDQCASVNALIDEHIHHVKARIDGLLALQEQLL
DLRQRCSEGPDLEHCGILQRLEVSGSVAPNESEPSHVGRSHGH
Micromonospora sp. MYFRPADLAHEHGLSPQSVRNYERDGLIPPARRTESGYRRYTEKHAAALRAYR
ML1 _ _ ALIPAHGYAESGAIMRDITAGRLNEALTTIDRSHAELLRDRGTLDAVAEVLTH
0i|81681114|emb|CAJ34361.1 TioE LTGRSTGTWRAPKSIQPYSIGELAHRLGVNVATIRKWETSGVLAPVRRPETGH

RMYDASDVRDAELAHFLRRGRYPLELTATVVQQOVRAAGDTQALAAALADWROR
VTTRGLAMLNAAAQLASYLAMEEN
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Especie Numero de acceso al GenBank Regulador Secuencia proteica
MDHLRPTDLAREHGISTQAVRNYERDGCIPLADRTASGYRVYTETHAAALRAY
LALVPAHGYAVSGQIMRALNTGELDAALTAVDRSHAQLLRDRGTLDAVGQAVA
Streptomyces triostinicus 0i|219565278|dbj|BAH04174.1 HLTTGPDAAAHTPVSSETFSIGELAHRLGVTAATLRNWEAAGILAPDRAPVTG
HRTYGAPEVRDAELAHLLRRGGYQLDQIATVVQQIRTAGGTQALSAALDDWRQ
TioE RLAVRGVAMLNASVQLARYTALLGIAPPQPSHRR
10 MRPIDLAREHGLSAQATRNYDDAGILPPTERSETGYRRYTPLHAQALRAFLAL
RGGHGHRQATDIMRSVNRGDTESAYRLIDAAHVALLAERGTRTEVATALGALS
Rhodococcus sp. EsD8 il494000777|ref|WP_006943357.1 ATAPTAVRGGPLTVGELARRLGVHPATLRTWETQGILRPDRDRATGYREYGPD
CVRDAETARQLRQGGYPLSQVARFLESLRTAGGADALAAFLGSWQDRLTTRSR
NLLAGAAQLDTYLTMLDD
Pseudomonas MSSQTYSISDLARELDITTRAIRFYEEQGLLSPERRGQERTYSPRDKVSLKLT
fl 0i|359761802|gb|AEV63881.1 LRGKRIGFSLAECRELIELYDPSSGNQKQLHSMLAKITERREQLEQQLLDIEQ
uorescens F113 MKLELDTAEERCIQALEQTIKGEEIVQ
Pseudomonas MSSQTYSISDLARELDITTRAIRFYEEQGLLSPERRGQERTYSPRDKVSLKLT
fl 0i|489316338|ref|WP_003223708.1 LiuR LRGKRIGFSLAECRELIELYDPSSGNTKQLNSMLAKISERREQLEQQLLDIEQ
Uorescens MKLELDTAEERCVQALEQTLKSQQIAQ
Pseudomonas MSTTYTISDLARELDITTRAIRFYEEQGLLSPERRGQERIYSPRDKVSLKLIL
. Qil497562143|ref|WP_009876327.1 RGKRIGFSLAECRELIELYDPDPSSGNQKQLNTMLEKIAERRAQLEQQLLDIE
aeruginosa OMOLELDTAEERCRAALIKSYNKQPVTT
MSAYTVSRLALDAGVSVHIVRDYLLRGLLRPVAYTTGGYGLFDDTALQRLREV
Escherichia coli 0i[289065311|gb|ADC80813.1 RAAFEAGIGLDALARLCRALDAADGDGASAQLAVLRQLVERRREALASLEMQL
AAMPTEPAQHAESLP
Salmonella enterica MSAYTVSQLAHNAGVSVHIVRDYLVRGLLRPVACTTGGYGVFDDAALQRLCEFV
Typhimurium 0i|410652336|ref|YP_006955478.1 MerD RAAFEAGIGLDALARLCRALDAADGAQAAAQLAVLRQLVERRRAALAHLDAQL
ASMPAERAHEEALP
Pseudomonas MNAYTVSRLALEAGVSVHIVRDYLLRGLLRPVACTTGGYGLFDDAALQRLCFV
. 0i|356609695|gb|AET25343.1 RAAFEAGIGLDALARLCRALDAADCDETAAQLAVLSQFVERRREALADLEVQL
aeruginosa AAMPTAPAQQAESLP
MEHHYNEPVYLISVVAKVLSIHPQTLRQYEREGLIEPSRTDGKIRLYSQRDID
Campylobacter coli 2553 0i[380523296|gb|E1A48948.1 RIKLILRLTRDMGVNLAGVDVILKLKNQLHEFENLIDELRLELSKQQNPNASS
KAVVKHKNSFDLIFYEKK
Mycobacterium avium _ MAKNRKGHESRTFLISVAAELAGMHAQTLRTYDRLGLVSPQRTSGGGRWYSEH
. 0i|41409941|ref|INP_962777.1 DVDLLREVQRLSQDEGVNLAGIKRIIELTNQVEALQARVKELTEELAQVRAGQ
paratuberculosis K-10 - HspR

Bifidobacterium breve
UCC2003

gi[50952940|gb| AAT90387.1

RRDLAVLPKSTALVVWQPRKGGTRT

MARLANQMKQLYAMCATALVMGRADLDGADDVGFDIELPIFTVGQTAELANTH
POTLRQYDRLGLVRPOQRTDGGARRYCLRDIARLTRAQRLSQDEGINLSGIARI
LVLEEENRQLRREVKRMQTGDQESVFAAGRDGNIVEVQRSNRARLWRNATRRE
TRELPGRDTAADTAAGATGDSNSTPADFKSMVLWGW
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Especie

NUmero de acceso al GenBank

Regulador

Secuencia proteica

Mycobacterium liflandii
128FXT

gi[443490958]ref|YP_007369105.1

Mycobacterium marinum
M

gi[183982992|ref|YP_001851283.1

HspR_2

MADRPGHAGGPAPDVGVYGISVTAELSGIAVQSLRLYERHGLVTPARSEGGTR
RYSADDLVRLOQRVSVLIEAGINLAGISRILNLEDDNAALAAANCDLLASNRSL
RDAARAAVRLMNHGRSAENGEGGDTS

MADRPGHAGGPAPDVGVYGISVTAELSGIAVQSLRLYERHGLVTPARSEGGTR
RYSADDLVRLOQRVSVLIEAGINLAGISRILNLEDDNAALAAANCDLLASNRSL
RDAARAAVRLMNHGRSAENGEGGDTS

Bacillus subtilis

gil1750110|gb|AAB41079.1

Streptococcus salivarius

0i[196968498|gb]ACG80825.1

Listeria innocua
Clip11262

gi[16413809/emb|CAC96567.1

GInR

MSDNIRRSMPLEFPIGIVMQLTELSARQIRYYEENGLIFPARSEGNRRLESFHD
VDKLLEIKHLIEQGVNMAGIKQILAKAEAEPEQKONEKTKKPMKHDLSDDELR
QLLKNELMQAGRFQRGNTFRQGDMSREFFH

MIMAREKELRRSLAVFPIGTVMKLTDLTARQIRYYEDQGLIQPERTAGNRRMY
SLNDMDRLLEIKDFLDDGYNIAATKHEYEEREVRAQQKOATLTDADVRRILHD
ELLOQOGRFTTPSQQFGNLRI

MSEKEIRRSMPLFPIGPVMKLTDLTARQIRYYEDQGLIHPARNQGNHRLYSLQ
DIDVLLEIKDYLNDGLNIAGIKKMYQOMQOKESKEPLTDDDVRKILRKEMQQAG
REVKQDATGKQQLPRF

Streptomyces avermitilis
MA-4680

gi[29604856|dbj|BAC68924.1

Pseudonocardia
dioxanivorans CB1190

0i[331699105|ref|YP_004335344.1

Micromonospora sp. L5

0i[315501042|ref|YP_004079929.1

LitR

MSESTRAEGRPGGLRPGTAAVDDTGLTTGALARRLGVSPTTLRSWDRRYGVGP
QIRADGRHRRWSPQDVAMLETMCRLTSAGVPPAEAARVAKEGGGSSSPTPAQP
EAAGAPAVRVRSHAGGTLPLGDVRQECRGLARAAVRLDAPAVEDQLTSSVERH
GLTVAWAEVMVPTLHAVGRKWESSGDRYVEVEHLLSWHISTALRRVLAPVRPG
DRDAAGPVVLACVPGEQHTLPLEALNAGLIELGLPTRMFGAAVPVEALTAAVR
RLGPAAVVLWAQARSTASLPLARHVAATQWGVKGARRHPLVMLGGQGWAGRSA
QGMLRPPGLREALDALAATYEGAASGPRG

MYGDAGPASAHPAGPSPGAATDELSLPVAAVARRLGVAPATLRTWARRYGLEP
SGHVPGSHRRYTTTDLARLQVMHRALTHGSGPAEAARLALTTPLEALPTVPAP
RPAMAPRLDLAPDPHVPARSWPAATGLREDTVAAELDDDRPGPAAGRGGRVLR
LPGATPRARGLARAASAMDAEGIRAVLLDSVTADGLVVSWDQVARPVLVAVAQ
RWESTGRGVEIEHLVSDCVTAVENARAVLAPARAGLRPVLLAGMPREQHVLPL
TVLAAVLAERGIPCRPLGADLPADALADAVRRTAPAAVVLWSQVPETADADVV
TGLPRTRPRHRLLVGGVGWDETLLPPATTRLSTLVDAADLLTRVATS

MADEALSAGAVARRLGVAVTTLRTWHQRYGLGPSEHVPGHHRRYTPADLARLE
IMRRLTTEGVAPAEAARWARQAPAVLPPERLGLKARASTVRDGGGTIPVGRAG
PAARGLARAAMRLDSVTIGRTIADALAADGVVATWEGLLRPVLAGIGERHAAT
SALIEVEHLMSRCVSEAFATVARTYPMTGPPRILLSCADEEQHSLPLEALAAA
LAEVGVSYRMLGARVPVPALVEAVNRTGPAAVVLWSHIRATADPCQLTALLAV
PRRPLLVLAAGPGWRADSLPAGVVRPVDLAEALSLAVAVRDSLDQSTTS
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Especie

NUmero de acceso al GenBank

Regulador

Secuencia proteica

Myxococcus xanthus

gi[499870290]ref|WP_011551024.1

Stigmatella aurantiaca
DW4/3-1

gi[309397369|gbJADO74828.1

Dermacoccus sp.
Ellin185

gi[308434939|gb|EFP58773.1

CarA

MTLRIRTTIARMTGIREATLRAWERRYGFPRPLRSEGNNYRVYSREEVEAVRRV
ARLIQEEGLSVSEATIAQVKTEPPREQPEAERLREREFWSSVGALEGDEVTRVLD
DAQTVMDVEAYCDGFLLPLLREMGVRLDVAREHLASALTRQRLROVYDALSPA
PAGPRALLACPSGDHHEGGLLVLGIHLKRKGWRVTMLGADTPAAALQGACVQV
RPDVVALSEFVRARAPEEFASVLEDALRACAPFPVVVGGLGAREHLKAIFSLGA
QYAESSEELVAIWNQVRNAQNRP

MSLLRIRTIARLTGIREATLRAWERRHGFPRPHRSENNYRAYTREEVENIRRV
AKLIEEGLSVSEATIAQVKALPVGALPAGERLSERFWSAVMGMDTDEAQRVLDE
GQOASMDVDTYCDGFLLPLLREMGGRLDIAREHMASALTRQRLSALMAAEGTROQ
EGPRVVLACPARDHHEGGLLALGLYLKRRGWRVTMLGADTPAEALRSACAQVR
PDLVALSFVRHREPEEMAAVLRECVQACSPVLVVVGGAAAREHLKAIFSAGAQ
YAETASEMMAQWQOQOARGASNRT

MSTHVEGLQIGELAERVGVSTHTLRAWERRYGILKPSRTTGGYRVYSELDVRR
VSAVLGLREQGVSIAEAARRVNANVVAQIPAGRRIDAAAIVYEMHRAVDREDE
FALSAALDRLLSSHRLEEALRDGLMPFLVQLGGRWERGEVSVAHEHFATQLIR
RRLDSYSLMWADGDGPLVVLACPPGEQHDIPLLVLGVLLARSGWRIRYIGQET
PVADLAQACSILQPDLVVMAATRDTTFRRSLDELRDLARSYRLLIGGRGATDT
ICADLGVEAMSQDVVAAASALIDESGRTGRSDSDAAAQLVG

Salmonella enterica
Typhimurium str. LT2

gi|16764617|ref[NP_460232.1

Salmonella enterica
Schwarzengrund str.
CVM19633

0i|194737264|ref|YP_002114281.1

Salmonella enterica
Agona str. SL483

gi|197250449|ref|YP_002146775.1

STM1266

MATFSISAMAAQCGVTTANIRSWERYGLLOPTKDEAGNRFYCIEDATIRIQHIT
DALSKGEFSLKEIKPALYGEETHCRSGWLEFYQEEILAQCRKFEPAKLRKLLWRY
GREIPPCIVIESILRPLRLWLSAGDDDARRFEKALLDTAITEYATFQLSSVRK
APAGTMLIAAFSLNDPIELWLETIKYCSEGMRVEVIPWQAPMPDLLSTSFEHT
VLWHDETLTPAQENLIQALKESGKEFSLHVKNGSGLTLLPAVYRQHEMPESMQH
VAPQIHANGYEKSGTAR

MATFSISAMAAQCGVTTANIRSWERYGLLOPTKDEVGNRFYCIEDATRIQHIT
DALSKGEFSLKEIKPALYGEETHCRSGWLEYQEEILAQCRKFEPAKLRKLLWRY
GREIPPCIVIESILRPLRLWLSAGDDDARRFEKALLDTAITEYATFQLSSVRK
APAGTMLIAAFSLNDPIELWLETIKYCSEGMRVEVIPWQOAPMPDLLSTSFEHT
VLWHDETLTPAQENLIQALKESGKEFSLHVKNGSGLTLLPAVYRQHEMPESMQH
VAPQIHANGYEKSGTAR

MATFSISAMAAQCGVTTANIRSWERYGLLOPTKDEAGNRFYCIEDATIRIQHIT
DALSKGEFSLKEIKPALYGEETHCRSGWLEFYQEEILAQCRKFEPAKLRKLLWRY
GREIPPCIVIESILRPLRLWLSAGDDDARRFEKALLDTAITIEYATFQLSSVRK
APAGTMLIAAFSLNDPIELWLETIKYCSEGMRVEVIPWOAPMPNLLSTSFEHT
VLWHDETLTPAQENLIQALKESGKEFSLHVKNGSGLTLLPAVYRQHEMPESMQH
VAPQIHANGYEKSGTAR
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Regulador

Secuencia proteica

Salmonella enterica
Typhimurium str. LT2

gi|16764740|ref[NP_460355.1

Salmonella enterica
Newport str. SL254

gi|194445173|ref|YP_002040644.1

STM1390

MSYSIGEFARLCGINAATLRAWQRRYGLLKPQRTDGGHRLYSDDDIRQALSTIL
DWVRKGVPISQVKPLLSRPVIRLGDNWITIQETMLOHLHEGRIDALRQLIYDC
GREYPRAELVTHLLRPLRSKVSAHLPAVMTLREILDGITIIAYTSFCLEGDRKA
PGNNAFISGWNLSDHCEIWLETLTRTGQELRLNVLPSPPVVLAPELFAQRKWE
LVTTGKLTAGOKKQLAQWRNVVASLEVITL

MSYSIGEFARLCGINAATLRAWQRRYGLLKPQRTDGGHRLYSDDDIRQALSIL
DWVRKGVPISQVKPLLSRPVIRLGDNWITIQETMLOHLHEGRIDALRQLIYDC
GREYPRAELVTHLLRPLRSKVSAHLPAVMTLREILDGITIIAYTSFCLEGDRKA
PGNNAFISGWNLSDHCEIWLEALTRTGQELRLNVLPSPPVVLAPELFAQRKWE
LVTTGKLTAGQOKKQLAQWRNVVASLEVITL

Escherichia coli str. K-
12 substr. MG1655

gi[16130065|ref|NP_416631.1

Salmonella enterica
Typhimurium str. LT2

gi|16765490|ref|[NP_461105.1

Citrobacter

gi[489117507|ref|WP_003027351.1

MirA

MALYTIGEVALLCDINPVTLRAWQRRYGLLKPORTDGGHRLENDADIDRIRET
KRWIDNGVQVSKVKMLLSNENVDVONGWRDOQETLLTYLOSGNLHSLRTWIKE
RGODYPAQTLTTHLFIPLRRRLOCQOPTLOALLAILDGVLINYIAICLASARK
KOGKDALVVGWNIQDTTRLWLEGWIASQQGWRIDVLAHSLNQLRPELFEGRTL
LVWCGENRTSAQQQQLTSWOQEQGHDIFPLGI

MALYTIGEVALLCDINPVTLRAWQRRYGLLKPQRTDGGHRLEFNDADIDRIRET
KRWIDNGVQVSKVKVLLSSDSSEQPNGWREQQOEILLHYLOSSNLHSLRLWVKE
RGODYPAQTLTTNLEFVPLRRRLOCQOPALQALLGILDGILINYIALCLASARK
KOGKDALVIGWNIHDTTRLWLEGWVASQQGWRIDVLAHSLSQFRPELEFDGKTL
LVWCGENQTLAQOOQLLAWRAQGRDIHPLGV

MALYTIGEVALLCDINPVTLRAWQRRYGLLKPQRTDGGHRLEFNDADIDRIRET
KRWINNGVQVSKVKMLLSNESIDVHNGWREQQETLLSYLOSNNLHSLRLWIKE
RGODYPAQTLNTHLFIPLRRRLOCQOPILOALLGILDGVLINYIAICLASARK
KOGKDALVVGWNIQDTTRLWLEGWVASQQGWRIDVLAHSLNQLRPELFEGRTL
LVWCGENQTPAQOOQLNEWRALGHDIYPLGI

Escherichia coli str. K-
12 substr. MG1655

gi[1787409|gb|AAC74246.1

Shigella sonnei Ss046

gi[74311698|ref|YP_310117.1

BIuR

MAYYSIGDVAERCGINPVTLRAWQRRYGLLKPQRSEGGHRLFDEEDIQRIEET
KRWISNGVPVGKVKALLETTSQDTEDDWSRLOEEMMS ILRMANPAKLRARIIS
LGREYPVDQLINHVYLPVRORLVLDHNTSRIMSSMEFDGALIEYAATSLEEMRR
KPGKEAILMAWNVEERARLWLEAWRLSLSGWHISVLADPIESPRPELEFPTQTL
IVWTGMAPTRRONELLOHWGEQGYKVIFHAP

MAYYSIGDVAERCGINPVTLRAWQRRYGLLKPQRSEGGHRLFDEEDIQRIEET
KRWISNGVPVGKVKALLETTSQDTEDDWNRLOQEEMMSILRMANPAKLRARIIS
LGREYPVDQLINHVYLPVRORLVLDHNTSRIMSSMEFDGALIEYAAASLEFEMRR
KPGKEAILMAWNVEERARLWLEAWRLSLSGWHISVLADPIESPHPELFPTQTL
IVWTGMAPTRRONELLOHWGEQGYKVIFHAP
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NUmero de acceso al GenBank

Regulador

Secuencia proteica

Citrobacter sp. KTE30

gi[507079609]ref\WP_016150367.1

BIuR

MSGGTMAYYSIGDVAERCGINPVTLRAWQRRYGLLKPQRSEGGHRLFDEEDIQ
RIEETIKRWISNGIPVGKVKALLETSTROQADDDWNQLQOEEMMSILRMAHPPKLR
AKITALGRVHPVDALIDHVYLPVRQRLILDHNTSRIMNSMLDGALIEYVATLL
SETRRKSGKDALLLAWDVEDRTRLWLEAWRLSQSGWHIAVLAEPIESPRPELF
PGOQTLFVWTGIAPTRRONELLOHWNEQGYKVIFHSP

Bacillus subtilis

gi[2627064|dbj|BAA23495.1

Bacillus subtilis subsp.
subtilis str. BSP1

gi[430759133|ref|YP_007209057.1

Bacillus sp. JS

gi[386758994|ref|YP_006232210.1

BmrR

MKESYYSIGEVSKLANVSIKALRYYDKIDLEFKPAYVDPDTSYRYYTDSQLIHL
DLIKSLKYIGTPLEEMKKAQGLRDGRTVCFLYRAGEANQGEIRLEFTISPGANHF
IGEKADETADGISRRLGEVEVLDEEEIRIIQTEAEGIGPENVLNASYSKLKKEFE
IESADGFTNNSYGATESFQPYTSIDEMTYRHIFTPVLTNKQISSITPDMEITT
IPKGRYACIAYNFSPEHYFLNLOKLIKYIADRQL

MKESYYSIGEVSKLANVSIKALRYYDKIDLEFKPAYVDPDTSYRYYTDSQLIHL
DLIKSLKYIGTPLEEMKKAQDLEMEELFAFYTEQERQIREKLDFLSALEQTIS
LVKKRMKROMEYPALGEVEVLDEEETIRITIQTEAEGIGPENVLNASYSKLKKE I
ESADGFTNNSYGATEFSFOQPYTSIDEMTYCHIFTPVLTNKQISSITPDMEITTI
PKGRYACIAYNFSPEHYFLNLOKLIKYIADRQLTVVSDVYELITIPIHYSPKKQ
EEYRVEMKIRIAE

MKESYYSIGEVSKLANVSIKALRYYDKIDLFKPAYVDPDTSYRYYTDSQLIHL
DLIKSLKYIGTPLEEMKKAQDLEMEELFAFYTEQERQIREKLDFLSALEQTIS
LVKKRMKROMEYPALGEVEVLDEEEIRITIQTEAEGIGPENVLNASYSKLKKE I
ESADGFTNNSYGATFSFQPYTSIDEMTYRHIFTPVLTNKQISAITPDMEITTI
PKGRYVCIAYNFSPEHYFLNLOKLIKYIADRQLTVVSDVYELITIPVHYSPKKQ
EEYRVEMKIRIAE

Bacillus
amyloliquefaciens
FZB42

0i|154685067|ref|YP_001420228.1

Bacillus

amyloliquefaciens subsp.

plantarum CAU B946

gi|375361212|ref|YP_005129251.1

BItR

MSEDVRKYFTTGEFAKLCHVKKQTLFHYDEIGLLSPEIKKANGYRYYSYHQFE
LFQVIGLFKEVGVPLKQIKPLLTDKTPEGIITLLKEKSSEIESKIKKLEHLQR
MIRTKVKLTEQALETDESSVSLORLDEETLMIGRPVLHLPERQYTAAISELIR
YMRVHELDQGHPVGGLFAREQILKKEFYNYTHEFYMKTDEGIENRDLHIKPKGL
YAVGYQIGDEAEAAYRSIMQFIEEYGLEMGDYAYEEYMLDEVVADGEDNQITR
IQLQVRST

MSEDVRKYFTTGEFAKLCHVKKQTLFHYDEIGLLSPEIKKANGYRYYSYHQFE
LFQVIGLFKEVGVPLKQIKPLLTDKTPEGIITLLKEKSSEIESKIKKLEHLQR
MIQTKVKLTEQALETDEFSSVSLORLDEETLMIGRPVLHLPERQYTAAISELIR
YMRVHELDQGHPVGGLFAREQILKKEFYNYTHFYMKTEEGIENRDLHIKPKGL
YAVGYQIGDEAEAAYRSIMQFIEEYGLEMGDYAYEEYMLDEVVADGEDNQITR
IQLOVRNR
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Especie Numero de acceso al GenBank Regulador Secuencia proteica

Bacillus sp. 916

gi[494651367|ref[WP_007409311.1

BItR

MSEDVRKYFTTGEFAKLCHVKKQTLFHYDEIGLLSPEIKKANGYRYYSYHQFE
LFQVIGLFKEVGVPLKQIKPLLTDKTPEGIIALLKEKSSEIESKIKKLEHLQOR
MIRTKVKLTEQALETDESSVSLORLDEETLMIGRPVLHLPERQYTAATISELIR
YMRVHELDQGHPVGGLFAREQILKKEFYNYTHEFYMKTEEGIENRDLHIKPKGL
YAVGYQIGDEAEAAYRSIMQFTEEYGLEMGDYAYEEYMLDEVVAGGVGNQITR
IQLOVRNP

Salmonella enterica
Typhimurium

gi[410652310|ref|YP_006955452.1

Escherichia coli

0i[446539462|ref\WP_000616808.1

Citrobacter rodentium
ICC168

gi[283777751|ref|YP_003368449.1

TipA

MAVVYVGVFLLGKALALPAEPFMTKLFADKSIPDVILTLLTIFILAPLNEETL
FRGIMLNVFRSRYCWTMWLGALITSLLFVAAHSQYONLLTLAELFLVGLITSV
ARIRSGGLLLPVLLHMEATTLGLLFEG

MIQTRNQYLOQFMLVMLAAWGISWGSREVMEQAVLLYGPGKNYLFEFSHGAVLMY
LLCVFLVYRRWIAPLPVVGQLRNVGVPWLVGAMAVVYIGVEFLLGKVLALPAEP
FMTKLFADKSIPDVILTLLTIFILAPLNEETLFRGIMLNVEFRSRYCWTMWLGA
LITSLLFVAAHSQYKNLLTLAELFLVGLITSAARIRSGGLLLPVLLHMEATTL
GLLFG

MIQTRNQYLOFMLVMLAAWGISWGARFVMEQAVLLYGSGKNYLEFEFSHGTVLMY
LLCVFLVYRRWIAPLPVVGQLRNVGVPWLVGAMAVVYVGVFLLGKALALPAEP
FMTKLFADKSIPDVILTLLAIFILAPLNEETLFRGIMLNVFRSRYCWTMWLGA
LITSLLEVAAHCQYONLLTLAELFLVGLITSATKIRSGGLLLPVLLHMEATTL
GLLFC

Bradyrhizobium
diazoefficiens USDA
110 (1)

gi[27377130|ref|NP_768659.1

Bradyrhizobium
diazoefficiens USDA
110 (2)

gi[128502Jsp|P22537.1

Bradyrhizobium elkanii

gi[1709329]sp|P50329.1

NolA

MRTLHHYEHTGLLAATERTEGGHRMYDRESGQRVHQIRALRELGEFSLVEIRKA
MEGTTSLTDLLRKHLERIEVQVARTTLLRDRLRNMTIDSEAQVSVDELPATLN
AMSRAETRSQTSRCTCNLAAEREDRWRRIRDDLRDCMDGGEHPCGERAKAVAV
AARLLISEIAGDDSRVSMILKVLARLSAPRSLAGWDPCLMQYLDLALGGLEDQ
PY

MNRATPRRRRWRIGELAEATGVITVRTLHHYEHTGLLAATERTEGGHRMYDRES
GORVHQIRALRELGFSLVEIRKAMEGTTSLTDLLRKHLERIEVQVARTTLLRD
RLRNMTIDSEAQVSVDELPATLNAMSRAETRSQTSRCTCNLAAEREDRWRRIR
DDLRDCMDGGEHPCGERAKAVAVAARLLISEIAGDDSRVSMILKVLARLSAPR
SLAGWDPCLMQYLDLALGGLEDQPY

MSKATPRRRRWRIGELAEATGVTVRTLHHYEHTGLLAASERTDGGHRMYDRES
VORVHQIRALRELGFSLHEIRKAMEGTTSLIDLLRKHLERIELQVARATLLRD
RLRDMTTGSEIQVSVDELPATLDAMSKVQTRSQTSRCTCKLAIEREERWRRIR
DELRDCMDRGEHPCGERAKAVAVAARLLISEIAGADSRVSTILKVLARLSAPR
SLAGWDP
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Especie

NUmero de acceso al GenBank

Regulador

Secuencia proteica

Escherichia coli
0O157:H7 str. EDL933

gi[15804655|ref|NP_290696.1

Salmonella bongori
NCTC 12419

gi[340001621ref|YP_004732505.1

Shigella

gij446334579|ref|WP_000412434.1

SoxR

MEKKLPRIKALLTPGEVAKRSGVAVSALHEFYESKGLITSIRNSGNQRRYKRDV
LRYVAITKIAQRIGIPLATIGEAFGVLPEGHTLSAKEWKQLSSQWREELDRRI
HTLVALRDELDGCIGCGCLSRSDCPLRNPGDRLGEEGTGARLLEDEQN

MEKKSPRLKALLTPGEVAKRSGVAVSALHEFYESKGLITSIRNSGNQRRYKRDV
LRYVAITKIAQRIGIPLATIGEAFGVLPEGHTLSAKEWKQLSSQWREELDRRI
HTLVALRDELDGCIGCGCLSRSDCPLRNPGDRLGEQGTGARLLEDD

MEKKLPRIKALLTPGEVAKRSGVAVSALHEFYESKGLITSIRNSGNQRRYRRDV
LRYVAITKIAQRIGIPLATIGEAFGVLPEGHTLSAKEWKQLSSQWREELDRRI
HTLVALRDELDGCIGCGCLSRSDCPLRNPGDRLGEEGTGARLLEDEQN

Salmonella enterica
Typhimurium str. LT2

gi|16767570|ref|NP_463185.1

Salmonella enterica (1)

gij447088216]ref|WP_001165472.1

Salmonella enterica (2)

gi[555234083|ref{\WP_023220848.1

STM4320

MOIGKLAALTGVSIRMLRYYESAGLLHPSRTDTGYRSEFSSEDVDIVRRILILN
GAGFTLPVVCSLLNCVHAGTSPCEELKAKVREQLAQIDRQFDALSESRNLLNK
FLND

MOIGKLAALTGVSIRMLRYYESAGLLHPSRTDTGYRSEFSSEDVDIVRRILILN
GAGFTLPVVRSLLNCVHAGTSPCEELKAKVREQLAQIDRQFDALSESRNLLNK
FLND

MOIGKLAVLTGVSIRMLRYYESAGLLHPSRTDAGYRSEFSSEDVDIVRRILILN
GAGFTLPVVRGLLNCVHAGTEPCEELKAKVREQLTQIDRQFEALSESRNILNK
FLID

Clostridium difficile P53

gi[548677355|gb|ERM46587.1

Clostridium difficile 630

gi[126700809|ref|YP_001089706.1

Clostridium difficile

gi|545005435|ref|[WP_021397403.1

AdhR

MTISEVSKKYELSADTLRYYERIGLIPPVNRNKSGIRSFTEEDCEWVNEIKCM
RGAGLSIETLIEYVAMFQOGSSTIKARKELLIEQRNQLAKRIEEMOKTLERLN
FKIDRYEEGITIEKEKVLKSSRNKKMEAVSYE

MTISEVSKKYELSADTLRYYERIGLIPPVNRNKSGIRSFTEEDCEWVNEIKCM
RGAGLSIETLIEYVAMFQOGSSTIKARKELLIEQRNQLAKRIEEMOKTLERLN
FKIDRYEEGITIEKEKVLKSSRNKKMEAVSYE

MTISEVSKKYELSADTLRYYERIGLIPHVNRNKSGIRSFTEEDCDWVNEIKCM
RGAGLSIETLIEYVAMFQOGSSTIKARKELLIEQRNQLAKRIEEMOKTLERLN
FKIDRYEEGIVEKEKVLKSSRNKKMEAVSYE

Salmonella enterica
Typhimurium str. LT2

gi[16763734|ref[NP_459349.1

Salmonella enterica

0i|554959932|ref|WP_023204766.1

Salmonella enterica
Minnesota str. A4-603

gi[353625269|gb|EHC74121.1

GolS

MNIGKAAKASKVSAKMIRYYEQIGLIPAASRTDSGYRAYTQADVNQLHEFIRRA
RDLGEFSVAEISDLLNLWNNQSRQSADVKRLAQTHIDELDRRIQNMOHMAQTLK
ALTHCCAGDALPDCPILHTLGQPDDSEPEARTGAVLRRPRRHGLAKRL

MNIGKAAKASKVSAKMIRYYEQIGLIPAASRTDSGYRAYTQADVNQLHFIRRA
RDLGEFSVAEISDLLNLWNNQSRQSADVKRLAQTHIDELDRRIQNMOHMAQTLK
ALTHCCAGDALPDCPILHTLGQPDDSEPEARTGAVLRRPRRHGLAKRL

MCXXARDLGEFSVAEISDLLNLWNNQSRQSADVKRLAQTHIDELDRRIQNMQOHM
AQTLKALIHCCAGDALPDCPILHTLGQPDDSEPEARTGAVLRRPRRHGLAKRL
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Especie

NUmero de acceso al GenBank

Regulador

Secuencia proteica

Pseudomonas putida
ND6

gi[38638567|ref|NP_943153.1

Pseudomonas sp. TJI-51

gil497371961|ref|WP_009686174.1

Acinetobacter baumannii
AYE

gi|169797521|ref|YP_001715314.1

PbrR

MRIGQLAQLVGVETQTIRFYEQQGLLPPPDRODNGYRVYTEKHGEGLAFIRRC
RILGLSLAETIHELQSYEDDPHQPCTAVNALLDDHISHVRSQITALQALEKQLV
SLRASCNDDREVEACGVLAGISEGNMHQQ

MRIGQLAQIAGIDTQTIRFYEQQGLLPPPDRODNGYRVYTEKHGEGLAFIRRC
RILGLSLAETIHELQSYEDDPHQPCTAVNALLDDHISHVRSQITALQALEKQLV
SLRASCNDDREVEACGVLAGISEGNMHQQ

MRRNPMRIGQLAQSVGVDTQTIRFYERQGLLPPPGRQENGYRVYTEKHVERLA
FIRRCRILDLSLAETHELKRYQDDPHQSCTAVNALLDDHISHVRSQITALQAL
EKQLVSLRARCNDDREVEACGVLAGISEGSMHQQ

Bacillus subtilis subsp.
subtilis str. 168

gi|16080713|ref|[NP_391541.1

Bacillus subtilis

gi[516292719|ref\WP_017696026.1

Bacillus subtilis BSn5

gi[321313208]ref|YP_004205495.1

Mta

MKYQVKQVAEISGVSIRTLHHYDNIELLNPSALTDAGYRLYSDADLERLQQTIL
FFKEIGFRLDEIKEMLDHPNFDRKAALQSQKETILMKKKORMDEMIQTIDRTLL
SVDGGETMNKRDLFAGLSMKDIEEHQQTYADEVRKLYGKEIAEETEKRTSAYS
ADDWRTIMAEFDSIYRRIAARMKHGPDDAEIQAAVGAFRDHICQYHYDCTLDI
FRGLGEVYITDERFTDSINQYGEGLAAFLREATIITIYCDHQENPRP

MKYQVKQVAEISGVSIRTLHHYDNIELLNPSALTDAGYRLYSDADLERLQQIL
FFKEIGFRLDEIKEMLDHPNFDRKAALQSQKEILMKKKQRMDEMIQTIDRTLL
SVDGGETMNKRDLFAGLSMKDIEEHQQTYADEVRKLYGKEIAEETEKRTSAYS
ADDWSTIMAEFDSIYRRIAARMKHGPDEAEVQAAVGAFRDHICQYHYDCTLDI
FRGLGEVYITDERFTDSINQYGEGLAAFLREAIITIYCDHQENPRP

MKYQVKQVAEISGVSIRTLHHYDNIELLNPSALTDAGYRLYSDADLERLQQIL
FFKEIGFRLDEIKEMLDHPNFDRKAALQSQKEILMKKKQRMDEMIQTIDRTLL
SVDGGETMNKRDLFAGLSMKDIEEHQQTYADEVRKLYGKEIAEETEKRTSAYS
ADDWSSIMAEFDSIYRRIAARMKHGPDDAEIQAAVGAFRDHICQYHYDCTLDIT
FRGLGEVYITDERFTDSINQYGEGLAAFLGDAIIIYCDHQENPRP
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Capitulo I

Co-evolucion de selectividad sensor/operador en metalo-
reguladores transcripcionales de la familia MerR
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Resultados

1. EIl reconocimiento selectivo sensor/operador esta dirigido por residuos de

aminoacidos en la hélice-a2 de la proteina sensora

En Salmonella Typhimurium, los metalo-reguladores transcripcionales CueR y
GolS, ambos pertenecientes a la familia MerR, son capaces de distinguir sus operadores
blanco de aquellos del regulador pardlogo mediante el reconocimiento selectivo de dos
bases nucleotidicas correspondientes a las posiciones 3" y 3 respecto del centro de la
secuencia operadora (Pérez Audero y col., 2010). Para identificar la regién responsable
de la selectividad sensor/operador disefiamos mutantes quimeras de CueR y GolS en las
que se reemplazaron diferentes dominios de un regulador por los respectivos fragmentos
del regulador paralogo. Haciendo uso de la técnica de megaprimer, combinada con la
técnica de SOE-PCR, se sustituyeron la secuencia N-terminal completa, dos fragmentos
de la region HTH1, dos fragmentos de la region HTH2 y la hélice-a2 de CueR por los
respectivos motivos conservados en GolS. De manera similar, se reemplazaron el
dominio N-terminal completo y la hélice-a2 de GolS por los de CueR (Fig. 23).

Todas estas quimeras se clonaron en el vector de expresion pSU36, bajo el
control un promotor inducible por IPTG. El nivel de actividad transcripcional se
determiné por medio de ensayos de actividad [B-galactosidasa en una cepa de S.
Typhimurium  Agol  AgesABC

AcueP AcopA cueR::cm o en una  Fig.23

. HTH1 L HTH2
cepa de E. coli (W3110) AlacZ o o o g2 @ w s
CueR N - ) I —— - C
ACOpA cueR::cm, ambas GolS R S G —— c
transformadas  con  plasmidos . . P .
i - S e - —
reporteros derivados del vector — CueR-(HTHI*L)s N - - _-c
CueR-HTH1s N -~ — =) ISR —— - C
pMC1871 que expresan el gen  CueR{L+HTH2)s N <)o) —— - C
| 7 b . | | d | CueR-HTH2s N - )| —— - C
ac ajo e contro e 0s CueR-a2s N~ — ) I - C
promotores de copA y golB, y los GolS-Ng N - — ) - I —— c
vectores que llevan las diferentes — GolS-a2= N~ ) ) —— c

versiones de los reguladores Fig. 23: Representacion esquematica de los reguladores

quimeéricos. Sustitucién de distintos fragmentos del N-terminal de un

d regulador por los respectivos fragmentos del regulador paralogo. En
€ cepas verde seindican los dominios de CueR y en naranja, los de GolS.

quimeras. (El uso
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mutantes delecionadas en el gen copA contribuy6 a minimizar diferencias en los niveles

intracelulares de cobre como consecuencia de la activacion parcial del transportador de

este metal por los distintos reguladores quiméricos). Los reguladores quimeras CueR-Ns

(CueR con el dominio N-terminal de GolS) y GolS-Nr (GolS con el dominio N-

terminal de CueR), que poseen la sustitucién completa de sus dominios N-terminal

desde Met-1 a Asn-68, manifestaron un patron de induccién similar al del regulador

parélogo silvestre (Fig. 24). Es decir, CueR-Ns fue capaz de activar eficientemente la

expresion del gen reportero bajo el control del promotor PgolB, en tanto que perdio

capacidad de activar su promotor nativo PcopA, adoptando un perfil de induccion

similar al de GolS silvestre. GolS-Ng también mostré un cambio de selectividad en el

Fig. 24
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Fig. 24: El dominio N-terminal es responsable del reconocimiento selectivo sensor/operador.
A. Representacién esquemética de los reguladores CueR y GolS, y de las proteinas quiméricas
CueR-Ng y GolS-Ng En verde se indican los dominios de CueR y en naranja, los de GolS. B-C.
Actividad p-galactosidasa (Unidades Miller) de fusiones reporteras con el promotor regulado por
CueR (PcopA) o por GolS (PgolB). Las células, todas derivadas de W3110 AlacZ AcopA cueR:.cm
(B) o de Salmonella enterica serovar Typhimurium 14028 Agol AgesABC AcueP AcopA cueR::cm (C),
transformadas con el regulador silvestre o quimera de CueR y GolS, se crecieron toda la noche en
medio LB en ausencia (-) o en presencia de 10 pM AuHCI, (Au) o 100 uM CuSO, (Cu). Los valores
corresponden al promedic de cuatro experimentos independientes realizados por duplicado. Las

barras de error corresponden a los desvios estandar.
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reconocimiento de operador, actuando como un mejor inductor del promotor nativo de
CueR PcopA, que de su propio promotor PgolB. ElI mismo perfil de activacion se
observo en una cepa de E. coli W3110 AlacZ AcopA cueR::cm (Fig. 24-B) o de
Salmonella enterica serovar Typhimurium 14028 Agol AgesABC AcueP AcopA
cueR::cm (Fig. 24-C).Como se obtuvieron esencialmente los mismos resultados con los
dos metales (Au y Cu) en ambas cepas y nuestro analisis se focaliza en el estudio de la
interaccion del regulador con el ADN, decidimos continuar la caracterizacion de estos
reguladores transcripcionales s6lo en presencia de Cu y empleando la cepa de E. coli
W3110 AlacZ AcopA cueR::cm como modelo celular debido a que, al carecer ésta
naturalmente del reguldn gol, ofrece un entorno celular més simple que el de Salmonella

que contiene dos sistemas de detoxificacion similares (cue y gol). Estos resultados son

Fig. 25
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Fig. 25: La hélice-a2 es la minima unidad estructural responsable de la
especificidad en el reconocimiento sensorfoperador. Actividad -
galactosidasa (Unidades Miller) de fusiones reporteras con el promotor regulado
por CueR (PcopA) o por GolS (PgolB). Las células {todas derivadas de W3110
AlacZ AcopA cueR:cm) transformadas con el regulador silvestre o quimera de
CueR o GolS, se crecieron toda la noche en medio LB en ausencia (-) o0 en
presencia de 100 uM CuS0Q, (Cu). Los valores corresponden al promedio de
cuatro experimentos independientes realizados por duplicado. Las barras de
error corresponden a los desvios estandar.
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indicativos que el dominio de selectividad al operador estd ubicado en la region N-
terminal del regulador y por lo tanto nos centramos en la diseccion de este dominio para

acotar la region responsable de la selectividad.

Al igual que CueR-Ns, los reguladores mutantes CueR-HTH1s y CueR-a2s, con
el primer motivo HTH (desde Met-1 a Lys-23) o con la hélice-a2 (desde Thr-13 a Lys-
23) de GolS, manifestaron un patron de induccién del gen reportero similar al de GolS
silvestre (Fig. 25). Estas proteinas hibridas mostraron mejor activacion del promotor
PgolB y disminucion en el nivel de activacion a partir del operador nativo PcopA en
comparacion con el regulador CueR silvestre, sugiriendo que la selectividad de operador
reside en la hélice-a2 del dominio N-terminal. Ademas, el reemplazo equivalente de la
hélice-a2 de GolS por la de CueR resultd en un regulador transcripcional con un perfil
de activacion semejante al de CueR silvestre, capaz de inducir la expresion del gen
reportero con mayor eficiencia desde el promotor PcopA que desde PgolB (Fig. 25). Las
otras construcciones quiméricas de CueR con reemplazo del bucle B1-f2 o del motivo
HTH2 por los correspondientes motivos de GolS, CueR-HTH2s, CueR-(HTH1+L)s, 0
CueR-(L+HTH2)s, resultaron en reguladores poco activos o incapaces de activar la
expresion reportera ya sea desde PcopA o PgolB (Fig. 25). La inactividad de estos
constructos puede ser consecuencia de su incapacidad para transducir
intramolecularmente la sefial inductora desde el dominio sensor de un mondmero al
dominio de unién al ADN del otro monémero, ya que en todos los casos descartamos
desnaturalizacion proteica mediante ensayos de dicroismo circular. Decidimos no
continuar profundizando en el estudio de estos mutantes debido a los resultados con los
reguladores mutantes CueR-HTH1s y CueR-a2s (Fig. 25).

2. Caracterizacion in vitro de la interaccion de cada regulador transcripcional

con fragmentos de los promotores de genes de los regulones gol y cue

Para verificar la importancia de la hélice-a2 en el reconocimiento selectivo de
operador, llevamos a cabo ensayos de retardo de la movilidad electroforética (EMSA)
empleando sondas derivadas de las regiones promotoras de copA o golB a las que
incubamos con las proteinas silvestres o quiméricas CueR-a2s 0 GolS-a2r purificadas
(Figs. 26 y 27-A). CueR-a2s mostré una ganancia importante de afinidad por el

fragmento de ADN que contiene la region promotora de golB y observamos, a su vez,



Resultados y Discusion — Capitulo I

que fue necesaria una concentracion siete veces mayor de este regulador quimera para
lograr un retardo del fragmento de ADN que contiene al promotor PcopA comparable al
obtenido con CueR silvestre. GolS-02g, por el contrario, gané afinidad por la region
promotora PcopA, asemejando su comportamiento al de CueR silvestre, en tanto que
mostré menor afinidad por el promotor PgolB que el regulador parental GolS (Fig. 27-
A).

La afinidad de union para Fig. 26

cada par regulador/operador fue A

estimada por anisotropia de

fluorescencia. Para este ensayo 47,1%B

37,9%B 55,7%B

se emplearon sondas de ADN
doble hebra de 41 pares de

-

Abs. 280 nm (u. a.)

bases de longitud marcadas con

.'L'.;.ULI:.' HIHULENE] e SR WYY HH R VR RS W
Volumen de elucion (ml)

ﬂd_ 37,9%8 47,1%8 557%B

fluoresceina, que abarcan las
B

secuencias operadoras de copA

y golB (Tabla 3 - Materiales y
, — A — «+— CueR (15pl)
Métodos). Cada una de estas

sondas fue titulada con Fig. 26: Perfil de purificacion de CueR. A. El regulador silvestre

CueR, como asi también el regulador paralogo GolS y los mutantes
CueR-a2; y GolS-a2; fueron purificados por cromatrografia de
afinidad por medio de la unién de los mismos a una matriz de

concentraciones crecientes de

CUER1 o de GOIS! o de las heparina y posterior elucién con un gradiente de NaCl (solucion B -
. verde). El protocolo de purificacién fue puesto a punto para cada
variantes mutantes CUeR'UZS 0 regulador ([IPTG] empleada en la induccién del cultivo, pH, [NaCl] y
tiempo de elucién, entre otros — ver seccién 17 de Matenales y

GolS-u2g. Las curvas de Métodos). A modo de sjemplo, sélo se muestra el perfil de
purificacion para CueR silvestre. B. Gel de poliacrilamida tefiido con

titulacion para cada par Azul Brillante de Coomassie R. Las bandas proteicas corresponden
a 15 pl del eluato, obtenido a una concentracién aproximada de

sensor/operador se muestran en solucion B del 56 % (equivalente a una concentracién de NaCl de

0,5 M). Los picos de absorbancia a 280 nm observados a menores
concentraciones de solucién B (37,9 % y 47,1 %) podrian deberse a

la Flg' 27-B. Las curvas para impurezas o a burbujas de aire.

GolS/PgolB y GolS-a2gr/PcopA

no llegan a saturacién debido a que estas dos proteinas sufren agregacién a altas
concentraciones. Este comportamiento se evidencia con incrementos exacerbados en los
valores de anisotropia provocados por la dispersion de la luz generada por particulas de
alto peso molecular a concentraciones proteicas mayores gque las consideradas para
determinar afinidad y reportadas en la Fig. 27-B. Los valores de anisotropia observados
a concentraciones saturantes de las dos variantes de CueR son 0,102 y 0,133. Los

valores obtenidos del ajuste de las medidas para los complejos con las dos variantes de
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Fig. 27: El reemplazo de la hélice-a2 cambia la
selectividad de operador. A. Ensayo de
retardo de la movilidad electroforética
(EMSA). Se emplearon 6 fmoles de sonda
amplificada por PCR y marcada con 3P en su
extremo 3°, correspondientes a las regiones
promotoras de copA o golB, y las proteinas
CueR, CueR-a2;, GolS o GolS-a25 purificadas,
como se indica en cada caso. Los reguladores
silvestres y mutantes se emplearon en
concentraciones finales de 0, 0.025, 0.050, 0.075,
0.100, 0.125, 0.250, 0.500, 0.750 y 1.000 uM con
PcopA, y 0, 0.002, 0.004, 0.012, 0.025, 0.050,
0.100, 0.250, 0.500 y 1.000 pM con PgolB. El
complejo proteina-ADN se indica en cada caso
(«). B. Anisotropia de fluorescencia. Los
valores de anisotropia se midieron en funcion de
la cantidad de proteina agregada al sistema de
reaccion y las constantes de asociacién (k) se
obtuvieron del ajuste por regresién no lineal de
los mismos: f = r; + () (kx/(T+k %)) r;y 1y
representan los valores de anisotropia en
ausencia de regulador y a concentraciones
saturantes del mismo, respectivamente. x
simboliza la concentracién de proteina agregada.
En cada caso, el oligo doble hebra PcopA () o
PgolB (v) se encuentra marcado con fluoresceina
en el extremo 5 de |la hebra complementaria. Las
constantes de disociacion (k; = 1/k,) de los
cuatro reguladores para cada una de las
secuencias operadoras fueron determinadas
expresando los valores de  anisotropia
normalizados [(k,"x)/(1+k,*x)] en funcién de la
concentracion  del regulador en escala
logaritmica.

GolS son 0,133 y 0,147, estos ultimos cercanos a los valores obtenidos para CueR.

Asumiendo la formacion de complejos similares con ambas proteinas, podemos concluir

que los valores de saturacion extrapolados son coherentes para el sistema fisico del

ensayo. Con esta informacion, las constantes de equilibrio (kp) calculadas para las
interacciones CueR/PcopA y GolS-a2gr/PcopA fueron 141 + 15 nM y 198 £ 49 nM,

respectivamente. De manera similar, los valores de kp estimados para las interacciones

GolS/PgolB y CueR-a2s/PgolB fueron 12 + 3 nM y 52 + 12 nM, respectivamente. Las

constantes de equilibrio para los complejos GolS/PcopA, CueR-a2s/PcopA, CueR/PgolB

y GolS-a2gr/PgolB no pudieron ser estimadas como consecuencia de la baja afinidad de

estas interacciones, impidiendo la adquisicion de datos a concentraciones saturantes de

las proteinas, que por lo tanto imposibilitd el ajuste de los puntos experimentales en
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cada caso. Sin embargo, las afinidades de union para las interacciones heterdlogas
GolS/PcopA y CueR/PgolB previamente reportadas (Pérez Audero y col., 2010) fueron
al menos de uno o dos 6rdenes de magnitud inferiores que las afinidades determinadas
para las interacciones nativas CueR/PcopA y GolS/PgolB, respectivamente.

Esta informacion indica que las mutantes CueR-a2s y GolS-a2r exhiben una
mayor afinidad de unién al promotor heterélogo en detrimento de sus secuencias
operadoras nativas respecto de las proteinas parentales, simulando el comportamiento
del regulador paralogo. En conclusidn, estos resultados demuestran que la especificidad

sensor/operador reside en la hélice-a2 de estos factores de transcripcion.

3. Los residuos de aminoacidos correspondientes a las posiciones 16 y 19 del

sensor determinan el reconocimiento de la secuencia blanco

Decidimos llevar a cabo un andlisis mas detallado de la region de la hélice-a2
con el fin de identificar los residuos de aminoacidos que dirigen el reconocimiento
especifico del operador. Considerando que muchos de los miembros de la familia MerR
emplean un mecanismo de distorsion del ADN similar para activar la transcripcion
(Brown y col., 2003; Ma y col., 2009; Summers, 2009 y Chen y col., 2010 — ver ademas
seccion 4.3.1 de Introduccion), incluimos en el analisis la secuencia de la region a2
predicha para los reguladores MtaN, BmrR y SoxR (Zheleznova Heldwein y Brennan,
2001; Newberry y Brennan, 2004; Watanabe y col., 2008). Estos ultimos son
reguladores de la familia MerR, pero no sensores de metales, de los que se dispone de
informacion estructural del regulador unido a su secuencia nucleotidica blanco.
Incluimos también la region a2 predicha para los reguladores de respuesta a metal MerR
y ZntR. Nos focalizamos en aquellos residuos de aminoacidos que, de acuerdo con los
estudios cristalograficos realizados con MtaN, BmrR y SoxR, podrian establecer
enlaces puente-hidrogeno o contactos del tipo van der Waals con el ADN; estos son los
residuos correspondientes a las posiciones 15, 16, 18, 19 y 20 relativas a CueR (Fig. 28-
A). De este alineamiento observamos que la Tyr-20 de CueR esta conservada en todos
los sensores analizados; los residuos lle-17 y Arg-18 estan presentes en los sensores de
metal pero no en los sensores homologos que responden a sefiales de otra naturaleza;
mientras que el residuo de Lys en la posicién 15 de CueR y GolS no esta conservado en

otros metalo-reguladores. Los residuos correspondientes a las posiciones 16 y 19
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difieren entre GolS y CueR. Por lo tanto, procedimos a examinar la identidad de estos
residuos en los diferentes homdlogos de CueR y GolS que se caracterizaron
previamente en el laboratorio para sus selectividades de operador (Pérez Audero y col.,
2010). Como se muestra en la Fig. 29, todas las proteinas del tipo GolS para las cuales
se demostrd o propuso interaccion con secuencias operadoras del tipo gol conservan un
residuo de Met en la posicién 16, en tanto que en los homdlogos de CueR se observa la
presencia de Ala, Ser o Thr, pero nunca Met, en esta posicion. La identidad del residuo
en la posicion 19 estd menos conservada, pero interesantemente, los reguladores
homdlogos a CueR mas cercanos conservan una Phe en dicha posicion, mientras que los

xendlogos mas cercanos a GolS presentan una Tyr.

En vista a estas observaciones, construimos las versiones mutantes simples y
dobles de CueR y GolS, reemplazando los residuos de GolS de las posiciones 16 y/o 19
por aquellos presentes en CueR vy viceversa, y ensayamos su habilidad de activar la
transcripcion desde PcopA y PgolB en presencia de cobre. (Aungue no se predice
interaccion con el ADN para los residuos en las posiciones 14 y 22 (Fig. 28-A), también
analizamos el rol de estos residuos en el reconocimiento selectivo de operador ya que
difieren entre los conservados en CueR y GolS.). El perfil de activacion inducido por
CueRaism-F19y Y por GolSmisa-vior Se asemeja al observado con las mutantes a2 de
CueR y GolS, respectivamente. Ambas mutantes tienen una mejor capacidad de
induccion de la transcripcidn a partir de los promotores heterlogos y una capacidad de
induccion disminuida desde las secuencias promotoras innatas en comparacion a los
reguladores silvestres (Fig. 28-B). CueRaism Y GoOISmisa manifestaron patrones de
induccion transcripcional similar al de las proteinas mutantes dobles, mientras que el
solo reemplazo del residuo en la posicion 19 (CueRrioy Y GoISyigr) tuvo un efecto

menor en el patrén de reconocimiento de operador (Fig. 28-B).



Resultados y Discusion — Capitulo I
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Fig. 29: La identidad de los residuos en las posiciones 16 y 19 esta conservada entre
proteinas homélogas a CueR y a GolS. Arbol filogenético obtenido por comparacidn de las
secuencias completas de reguladores del tipo CueR (negro) y del tipo GolS (gris). El arbol fue
construido por inferencia Bayesiana como fue descripto anteriormente (Pérez Audero y col,
2010). Se detallan las secuencias correspondientes a la hélice-a2 de cada homdélogo a CueR y a
GolS. Las secuencias de los homalogos mas cercanos a CueR y a GolS se muestran recuadradas
y resaltadas en color verde y naranja, respectivamente. Los residuos correspondientes a las

posiciones 16 y 19 estan indicados (V).
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Estos resultados claramente indican que la identidad del residuo en la posicion
16 es la principal determinante de la selectividad sensor/operador entre los regulones
gol y cue. Nuestras observaciones también resaltan que el residuo en la posicién 19
ajusta de manera fina la selectividad ya que el reemplazo simultaneo de los residuos 16
y 19 manifiesta un mejor perfil de activacion que el observado con el s6lo reemplazo
del residuo en la posicion 16, asemejandose ain mas al patron de induccion obtenido
con la sustitucion de la hélice-a2 completa. Realizamos ademas la sustitucion del
residuo Ala-16 de CueR por Thr (conservado en muchos homélogos de este regulador
pero ausente en GolS y sus homdlogos — Fig. 29) y determinamos que no afecta la
selectividad de operador (Fig. 28-B). Finalmente, y como era de esperar, los reguladores
mutantes con sustituciones en los residuos de las posiciones 14 y 22 mostraron un perfil
de induccion transcripcional semejante al silvestre (Fig. 28-B), indicando que estos

residuos no estan involucrados en la discriminacion de operador.

4. Los residuos en las posiciones 16 y 19 del regulador reconocen las bases

selectivas del operador 3"y 3

Actualmente no se dispone de informacion estructural del reconocimiento de
operadores por metalo-reguladores MerR. Por este motivo, y asumiendo que la mayoria
de los homologos MerR interaccionan con el ADN de manera similar (Brown y col.,
2003; Ma y col., 2009; Summers, 2009 y Chen y col., 2010 — ver ademas seccion 4.3.1
de Introduccion), utilizamos la estructura cristalografica del regulador homoélogo BmrR
unido a su secuencia promotora blanco (Zheleznova Heldwein y Brennan, 2001) para
simular la interaccibn de CueR o GolS con el ADN. ElI motivo por el cual
seleccionamos a BmrR es que, al igual que CueR y GolS, reconoce operadores con un
espaciamiento de 19 pb entre las cajas -35 y -10 e interacciona con secuencias diadas
simétricas separadas por 1 pb (Watanabe y col., 2008; Pérez Audero y col., 2010). En
los modelados estructurales sustituimos los residuos de aminoacidos presentes en la
region N-terminal de BmrR (desde el residuo 1 al 88) por aquellos presentes en CueR,
CueR-a2s 0 en GolS. Como se muestra en la Fig. 28-C, la cadena lateral del residuo 16
tanto en CueR como en GolS esta cercana y direccionada hacia la base de la posicion 3
desde el centro del operador (Pérez Audero y col., 2010). El reemplazo del grupo metilo
de la cadena lateral de la Ala por uno mas voluminoso como Met altera posiblemente la

orientacién del motivo HTH respecto del operador. La cadena lateral del residuo de
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aminoacido en la posicion 19 también se mostr6 orientada hacia una posicion
intermedia entre las bases nucleotidicas 3 y 4, lo cual refuerza la informacion
experimental acerca del rol de este residuo en la determinacion del reconocimiento

selectivo de operador.

Para verificar la participacion de los residuos de aminoécidos correspondientes a
las posiciones 16 y 19 en la distincion de la bases nucleotidicas del operador situadas en
posicion 3" y 3, comparamos la capacidad de los reguladores silvestres y mutantes
CueRaiem-F1oy Y GOISmisa-vior de activar transcripcién a partir de los promotores
nativos PcopA y PgolB o de las versiones mutantes PcopAar ¥ PgolBcc. Las versiones
mutantes PcopAar Y PgolBcc poseen las bases nucleotidicas de las posiciones 3" y 3
sustituidas por aquellas presentes en los operadores heterélogos (Pérez Audero y col.,
2010) (Fig. 30-A).

La induccidn de expresion a partir de los promotores gol y cue silvestres y
mutantes por CueRaism-rioy €S Similar a aquella obtenida con GolS, mientras que el
perfil de activacion de los mismos promotores por GolSuisa-y1or S€ asemeja al de CueR
silvestre (Fig. 30-B). Es decir, CueRaism-r1oy fue mas eficiente en la activacion de la
expresion desde PcopAar que desde el promotor silvestre PcopA. Ademas, reconocio
mejor a la secuencia promotora PgolB silvestre, que presenta las bases A 'y T en las
posiciones 3" y 3, respectivamente, que al promotor mutante PgolBcc con bases C en
dichas posiciones, exhibiendo un patron de induccion similar al de GolS. A su vez,
GolSmisa-vior, al igual que CueR silvestre, reconocidé mejor a los promotores que
poseen C en las posiciones 3" y 3 de los operadores gol/cue, tales como PcopA o
PgolBcc, que a PgolB y PcopAar, ambos promotores con bases Ay T en posiciones 3" y
3. En resumen, estos resultados demuestran la importancia del residuo en la posicion 16,
y la influencia positiva del residuo en posicion 19, en la seleccion de operadores de los

regulones cue y gol de Salmonella.
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Fig. 30: La discriminacion de operador entre los
promotores reconocidos por CueR y GolS
depende de residuos clave de la hélice-02 y de
bases nucleotidicas  determinantes de
especificidad de sensor. A. Secuencia de los
promotores nativos y mutantes de copA (verde) y
golB (naranja). Se indican las bases nucleotidicas
que se modificaron en cada caso. B. Las
actividades [B-galactosidasa (Unidades Miller)
fueron determinadas en cepas AlacZ AcopA
cueR::cm con las fusiones reporteras a los
promotores silvestres (PcopA o PgolB) o mutantes
(PcopA sr 0 PgolB), portadoras de los vectores de
expresion con los reguladores parentales o
mutantes para CueR o GolS, como se indica en
cada caso. Las bacterias fueron crecidas toda la
noche en medio LB (-) o en LB suplementado con
100 M CuSO, (Cu). Los datos corresponden a los
valores promedic de tres  experimentos
independientes realizados por duplicado. Las
barras de error corresponden a los desvios
estandar.
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5. Diferencias en el dominio N-terminal de union al ADN de los sensores

ortélogos CueRstm Y CueRgc afectan la induccion residual de los genes del

regulon gol

Paralelamente a la identificacion del dominio y los residuos de aminoacidos que

dictan la selectividad de operador en los reguladores transcripcionales paralogos CueR y

GolS, se compar0 la respuesta a metales y el reconocimiento del ADN de CueR de S.

Typhimurium (CueRstyv) con el de su ortélogo en E. coli (CueRgc). Si bien ambos

reguladores poseen un 91% de identidad y desde la hélice-al a la hélice-a4 solo 4

residuos varian en el dominio de union al ADN (Figs. 17-A y 31), estas diferencias

podrian definir afinidades diferentes para los mismos operadores, o influir en los

cambios conformacionales requeridos para la activacion de los promotores reconocidos

por estos reguladores. Alternativamente, diferencias en la concentracion intracelular de

estos dos reguladores podria provocar variaciones en los niveles de induccién de sus
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genes blanco, ya que el efecto regulatorio no sélo depende de la afinidad por el

operador, sino también de la concentracion intracelular del sensor (Alon, 2007; Balleza

y col., 2009). Por lo tanto, estabilidades proteicas diferentes o distintos niveles

transcripcionales entre estos dos reguladores podria contribuir a la alteracion del perfil

de activacion de los regulones.

Fig. 31
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Fig. 31: CueR de E. coli (CueR;;) y de S. Typhimurium (CueR¢y,) son 91% idénticos.
Alineamiento de las secuencias proteicas de CueRg:y CueRgyy,. En negro se muestran los
residuos de aminoacidos idénticos y en rojo los diferentes entre ambos reguladores. Los
residuos sombreados corresponden a aquellos aminoacidos no conservados, ubicados en el
dominio N-terminal de unién al ADN (posiciones 9, 30, 42 y 83, respectivamente). Debajo del
alineamiento se indican en azul los residuos conservados en GolS para aquellas posiciones
donde difieren ambos reguladores CueR en su secuencia aminoacidica. Se muestra también
un esquemade las estructuras secundarias correspondientes a cada region proteica.

Los promotores de cueRstv Y cueRec no han sido aun caracterizados y s6lo se

conoce el sitio de inicio de la transcripcion para cueR de Salmonella (Kroger y col.,

2012). Ademas, y a pesar del alto grado de homologia entre las regiones codificantes

para estos dos genes ort6logos, las regiones corriente arriba de los mismos no presentan

conservacion de secuencia (Fig. 32). Esta diferencia de secuencia entre las regiones

promotoras de cueRstw Y de cueRec podria resultar en una disparidad en la transcripcion

de estos genes manifestdndose en diferencias en la concentracion efectiva de ambos

reguladores.
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Fig. 32

PcueR;.  GTTGATATGGATTATTGGCTCACTCTTACTCAGCCTTATTGTGGCAATGGTCATGAA
PcueRgy, CATCCGGACGTTGTTCAAGACTTTCTTTCACGCGTTTAACGCAATGACCGCAGGACA

PcueR;, GCGCAATAAAACCGTATAACATCTCTCTGTGCGCAGTACTTCCTGTATTATTGTGGT
PcueRg, AACCGTCCAGGGTCAGGTCGATAGTTTGAGACATAGTAAAAACTCCTTTATGATTGG

PcueRe:  GGCGGTCGATATTCGCACTGGCARAAAAACGTGCTTGAATATCTGTTGAAACCCTTT
PcueRg;,; TCATCAATTCATTGACCTTAGTAATCGTAGTGACTCACTGTGATAAAGGTTAAACCT

PcueR:c  AACAAAGCACAGGAGGCGTTGCGCGAACGATG
PcueRgy; TCCAGCAAGGTTAAGGTCAAGGGGGAAATATG
Fig. 32: Comparacion de las regiones promotoras de los genes cueR de E. coli y Salmonella. Se indican
en rojo el sitio de inicio de la transcripcion para cueRgr, (Kroger y col., 2012) y un posible sitio +1 para cueRz,
determinado por anélisis bicinformatico. Los sitios de inicio de la traduccién se muestran en verde y las regiones

sombreadas en gris representan los promotores probables de ambos genes, predichos mediante el programa
Neural Network Promoter Prediction para procariontes (http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html).

Para analizar el comportamiento de CueRstm Y CueRgc en la induccién de los
genes del regulon cue y del reguldn paralogo gol, en una cepa de E. coli MC4100 se
sustituyé el promotor y/o la regién codificante de cueRec por la regién equivalente de
cueRstvm de Salmonella, de manera tal de expresar el regulador nativo de E. coli CueRgc
0 su ortdlogo CueRsryv desde sus respectivas secuencias promotoras o desde el
promotor del otro regulador, pero siempre en un mismo entorno celular (Fig. 33) (estos
constructos se hicieron en colaboracion con el Lic. Mauricio Grisolia). Estas cepas
fueron transformadas con plasmidos derivados del vector pMC1871 que contienen al
gen reportero lacZ bajo el control de los promotores de copA y golB, y crecidas toda la
noche a 37 °C con agitacion en medio LB sin metal o suplementado con 10 uM AuHCl4
0 1 mM CuSOq. El nivel de activacion de los genes reporteros se determind mediante

ensayos de actividad p-galactosidasa.

Fig.33

PcueRpc cueR:: Fig. 33: Esquema de las cuatro f:onjbinaciones
cromosomales promotor — gen disefiadas para

MC4100 AcueRg. :: cueRgq analizar el efecto de la fuerza promotora sobre la
actividad transcripcional de los reguladores CueRg

| PcueRgq cueRgry . Y CueRgqy,. Las construcciones fueron realizadas en
colaboracién con el Lic. Mauricio Grisolia (segin las

MC4100 AcueRg :: cueRsry instrucciones detalladas en el apartado 11 de Materiales
¥ Métodos de su trabajo de Tesina, afio 2009).

| PcueRgry | cueRgq

MC4100 APcueRgc :: PcueRgry

| PoueRgpy cueRsry

MC4100 APcueRg. - cueRg. :: PcueRgry - cueRgry



Resultados y Discusion — Capitulo I

El comportamiento de CueRstw frente a PcopA resulto ser similar al de CueRec,
tanto en ausencia como presencia de ambos metales, independientemente del promotor
bajo el cual se expresara (PcueRstm 0 PcueRgc). Sin embargo, a pesar del alto grado de
identidad entre estos dos reguladores, s6lo CueRstv fue capaz de reconocer el promotor
PgolB (secuencia blanco de GolS), aunque con baja afinidad y s6lo en presencia de
AuHCI, (Fig. 34). Este mismo resultado se obtuvo sobre-expresando ambos reguladores
bajo el control del promotor Plac inducible por IPTG, desde un plasmido de nimero de
copias medio (pSU36::cueRec y pSU36::cueRstm) en una cepa de E. coli W3110 AlacZ
AcueR transformada con los mismos vectores reporteros que expresan lacZ bajo el
control transcripcional de los promotores PcopA y PgolB. A bajas concentraciones de
inductor se observo esencialmente el mismo comportamiento que cuando los
reguladores estan codificados en el cromosoma. Nuevamente, CueRgc fue incapaz de
activar la transcripcion del gen reportero lacZ a partir del promotor de golB, ain en altas
concentraciones de inductor. Estos resultados descartan diferencias en los niveles
transcripcionales del regulador. Las diferencias en la induccion de PgolB mediada por
CueRec 0 por CueRstv podrian explicarse, en parte, por variaciones en la estabilidad
proteica y consecuente discrepancia en la concentracion intracelular efectiva de
regulador. Por el Principio de Le Chatelier, un aumento en la concentracion del
regulador libre desplaza al mismo hacia la formacidn del complejo regulador-promotor
produciendo, en consecuencia, un aumento en la actividad transcripcional del promotor
blanco. Alternativamente, la diferente capacidad de induccion de PgolB podria ser
causada por las diferencias en la secuencia de aminoacidos de estos dos reguladores
(Fig. 31), que podrian estar modificando o la afinidad por el ADN, o la capacidad de
transducir intramolecularmente la sefial inductora desde el dominio sensor al dominio

de unién al ADN, o la capacidad para formar el complejo abierto.
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Fig. 34
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Fig. 34: En E. coli, los reguladores homélogos CueR;. y CueRs, ho se comportan de
manera idéntica en la induccion de los genes del regulén gol. Activacion transcripcional
(ensayo de actividad B-galactosidasa) de fusiones reporteras a los promotores PcopA o PgolB
en una cepa de E. coli (MC4100), mediada por CueR: o CueRgqy,, cada uno expresado desde
el cromosoma bajo el control de su propio promotor o desde el promotor del regulador
homdlogo. En el recuadro superior derecho se muestran, en una escala adecuada, los valores
de actividad transcripcional obtenidos para el promotor del gen golB. Las medidas se realizan
a partir de las cepas en fase estacionaria cultivadas en medio LB con agitacion durante toda la
noche a 37 °C, sin el agregado de metal, con 10 yM AuHCI, (Au) o 1mM CuSO, (Cu), segln
se indica. La actividad se expresa en unidades Miller. Los resultados muestran el promedio de
5 ensayos independientes realizados en idénticas condiciones. Se exponen como control los
mismos ensayos obtenidos con el vector pMC1871 vacio. Las barras de error corresponden a
los desvios estandar.

Se analiz6 la capacidad de los reguladores CueRstm Y CueRgc para activar la
transcripcién de reporteros bajo control de PcopA y de PgolB, en una cepa de
Salmonella delecionada en golS y en cueRstm. A diferencia de lo observado en E. coli,
la sobre-expresion plasmidica de CueRgc activé la expresion del gen reportero desde el
promotor heter6logo PgolB de manera similar a lo observado con CueRstm en ambos
entornos celulares, esto es en E. coli y en Salmonella (Fig. 35). En ambos casos, el
agregado de altas concentraciones de inductor de expresion plasmidica (IPTG) afecta
negativamente la expresion del gen reportero, posiblemente debido a una disminucién

de la concentracién del metal inductor libre en el citoplasma, producto del secuestro por
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parte del exceso del regulador que es a su vez proteina de unién al metal, o bien a un

efecto tdxico provocado por el exceso de regulador.

Fig. 35
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Fig. 35: En Salmonelia, CueR¢. y CueR;;, manifiestan el mismo perfil de
activacion transcripcional. Actividad B-galactosidasa (Unidades Miller) de fusiones
reporteras a los promotores de los genes golB (A) y copA (B) en una cepa de S.
Typhimurium (14028) AgolS cueR::km , mediada por CueRc: o CueRgqy,, cada uno
sobre-expresado desde un promotor inducible por IPTG, desde un plasmido de nimero
de copias medio (pSU36). Las medidas se realizaron a partir de las cepas en fase
estacionaria cultivadas en medio LB con agitacién durante toda la noche a 37 °C, sin el
agregado de metal, con 10 uM AuHCI, (Au) o TmM CuSQ, (Cu), vy suplementadas con 0
MM, 200 uM o 1 mM IPTG, segun se indica. Los resultados muestran el promedio de 4
ensayos independientes realizados en idénticas condiciones. Las barras de error
corresponden a los desvios estandar.

Esta diferencia de actividad transcripcional entre CueRstm Y CueRgc podria
deberse a variaciones en la concentracion intracelular de metal entre E. coli y
Salmonella, y/o a factores estructurales intrinsecos a dichos reguladores, tales como la
afinidad por la secuencia promotora blanco o por el ion metalico inductor. Para poder
discernir entre estas dos posibilidades, se construyeron reguladores quimeras
fusionando el dominio N-terminal de uniéon al ADN (desde Met-1 a Asn-68) de
CueRstym al fragmento C-terminal (dominio de unién al efector metalico) de CueRgc y

viceversa. Estas quimeras se clonaron en el vector de expresién pSU36, bajo el control
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un promotor inducible por IPTG, como se describié anteriormente para los reguladores
silvestres. El nivel de actividad transcripcional se determind in vivo por medio de
ensayos de actividad -galactosidasa en una cepa de E. coli (W3110) AlacZ AcueR
transformada con los plasmidos reporteros derivados del vector pMC1871 que expresan
el gen lacZ bajo el control de los promotores de copA y golB, y los vectores que
expresan los reguladores silvestres CueRegc Y CueRstv Y quiméricos CueRgc-Cstwv Y
CueRstm-Cec. Como se muestra en la Fig. 36, el comportamiento de los reguladores
quiméricos se asemeja al del regulador silvestre del cual proviene su dominio N-
terminal. Es decir, CueRgc-Cstm manifiesta un perfil de induccion similar al del
regulador silvestre CueRgc, lo que indica que es el dominio N-terminal de unién al
ADN vy no el dominio sensor C-terminal el responsable de conferir la respuesta
transcripcional caracteristica de este regulador. Lo mismo se observd con los
reguladores CueRstm Y CueRstm-Cec. Por lo tanto, las diferencias entre CueRstm Y
CueRgc podrian ser consecuencia, al menos en parte, de sutiles diferencias en sus
afinidades por el ADN, o en la transduccion intramolecular de la sefial, y no parecieran

ser debidas a la deteccion del metal inductor.
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Fig. 36
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Fig. 36: El distinto comportamiento entre los reguladores homélogos CueR;. y CueRy, en la induccién
de los genes del regulén gol se limita a sus diferencias a nivel del dominio N-terminal de uni6n al ADN.
A. Representacidon esquematica de los reguladores CueRg. y CueRgry,, v de las proteinas quiméricas
CueRg-Cer ¥ CueRg--Csry En verde claro se indican los dominios de CueRg: y en verde oscuro, los de
CueRgpy;. B. Actividad B-galactosidasa (Unidades Miller) de fusiones reporteras a los promotores PcopA o
PgolB en una cepa de E. coli (W3110) AlacZ AcueR, mediada por los reguladores silvestres CueRg: ©
CueRgqy, © los reguladores quimeras CueRg;-Cgry © CueRgy-Cee, cada uno sobre-expresado desde un
promotor inducible por IPTG, desde un plasmido de numero de copias medio (pSU36). El comportamiento de
los reguladores quimeras se asemeja al del regulador silvestre del cual proviene su dominio N-terminal. Las
medidas se realizan a partir de las cepas en fase estacionaria cultivadas en medio LB con agitacién durante
toda la noche a 37 °C, sin el agregado de metal, con 10 uM AuHCI, (Au) o TmM CuS0O, (Cu), y suplementadas
con 200 uM IPTG, segln se indica. Se muestran como control los mismos ensayos obtenidos con el vector
pMC1871 vacio. Los resultados muestran el promedio de 4 ensayos independientes realizados en idénticas
condiciones. Las barras de error corresponden a los desvios estandar.
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Discusion

1. CueR Yy GolS: evolucidn selectiva

Los factores transcripcionales deben ser capaces de localizar sus operadores a lo
largo de todo el cromosoma, impidiendo su unién improductiva o incluso dafiina a sitios
ectopicos. Esto resulta particularmente relevante cuando proteinas regulatorias similares
que reconocen operadores casi idénticos coexisten en una misma célula. Salmonella
posee dos metalo-reguladores estructuralmente relacionados pero funcionalmente
diferentes, pertenecientes a la familia de reguladores transcripcionales MerR, y que
modulan la respuesta celular a la presencia de cantidades toxicas de iones metalicos
monovalentes en el medio ambiente (Checa y Soncini, 2011). Por medio del re-
ensamblaje de la deteccion de la sefial y de las secuencias operadoras reconocidas, el
sensor de oro GolS, adquirido probablemente por transferencia horizontal, es capaz de
inducir la expresion de sus genes blanco sin interferir con la funcion de la homeostasis
de cobre del regulon cue, controlado por el regulador ancestral enterobacteriano CueR.
En el trabajo publicado por Pérez Audero y colaboradores (2010) se demostrd que la
selectividad en el reconocimiento de los operadores blanco de cada regulon por sus
reguladores innatos se logra por medio de modificaciones sutiles de las secuencias
operadoras (bases nucleotidicas determinantes de especificidad de sensor
correspondientes a las posiciones 3" y 3 del operador). Esto también sugiere cambios
sutiles en el motivo de union al ADN en dichos reguladores transcripcionales, tal como

se muestra en este Capitulo de Tesis.

Construimos proteinas hibridas entre GolS y CueR para identificar la region que
dirige el reconocimiento de operador (Fig. 23). Estos estudios permitieron focalizarnos
en la hélice-a2 (desde el residuo 14 al 22), que puede definirse como la minima unidad
estructural necesaria para la discriminacion de operador entre los regulones gol y cue.
Experimentos in vitro confirmaron estas observaciones mostrando que el sélo
reemplazo de dicho motivo en cada regulador disminuye su afinidad por los operadores

innatos e incrementa la afinidad por los operadores paralogos (Fig. 27).

No se dispone actualmente de informacion estructural de ningun sensor de metal

del tipo MerR unido a su secuencia operadora, y en base a la informacion bioquimica y
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genética disponible, se postuld que el mecanismo de distorsion del ADN para la
activacion transcripcional estd conservado entre todos los miembros de la familia
(Brown y col., 2003; Ma y col., 2009; Summers, 2009; Chen y col., 2010). Es por este
motivo que asumimos que tanto CueR como GolS interaccionan con sus secuencias
blanco de manera similar a como lo hacen homélogos MerR que no unen metal para los
cuales se dispone de la estructura cristalografica del complejo proteina-ADN
(Zheleznova Heldwein y Brennan, 2001; Newberry y Brennan, 2004). Esto es, el eje de
simetria del dimero de CueR y GolS se dispone enfrentado al surco menor en el centro
del palindromo (posicion 1), mientras que la hélice-02 se acerca al ADN en un segundo
surco menor cercano a los surcos mayores adyacentes, en donde se localizan las bases
nucleotidicas 3" y 3. Un modelado in silico realizado para ambos reguladores, CueR y
GolS, destaca a los residuos 16 y 19 como posibles candidatos para dirigir selectividad
de reconocimiento de operador (Fig. 28-C). El intercambio de estos residuos de
aminoacidos demostro que el residuo 16 es clave para reconocimiento selectivo de la
base operadora de la posicion 3 (Fig. 28). En presencia de iones de cobre la mutante
CueRaism iMitd a GolS en la induccion de la expresion de PgolB::lacZ y PcopA::lacZ
(Fig. 28-B). El cambio inverso en el perfil de induccién se detecté con GolSmisa.
PcopA::lacZ alcanz6 mayores niveles de induccién con GolSuisa que con GolS, en
tanto que se logro una menor induccion por cobre de PgolB::lacZ con GolSyisa que con

el sensor nativo de oro.

La contribucién del residuo en posicion 19 fue auxiliar al cambio del residuo en
la posicion 16. Los reguladores CueRr19y Y GolSy19r exhibieron un patron de activacion
intermedio entre el regulador parental y el mutante con su hélice-a2 reemplazada. Sin
embargo, su participacién al ajuste fino en la interaccion sensor/operador se corrobora
por la observacion de que los reguladores mutantes CueRaiem-rioy Y GOISmisa-v19F
fueron tan efectivos como los reguladores hibridos CueR-a2s y GolS-a2g,
respectivamente, para activar los promotores controlados por los reguladores paralogos
(Fig. 28-B). Ademas, CueRaiem-Fioy Y GOISmisa-v19r activaron con mayor eficiencia la
transcripcion del gen reportero desde los promotores con sus bases 3" y 3 sustituidas
que desde los promotores silvestres (Fig. 30). Nuestra hipotesis es que la incapacidad de
GolS de reconocer operadores con sustituciones C/G en las posiciones 3" y 3 se deba a
la formacidn de un tercer puente de hidrogeno entre los pares de bases C-G, que resultan

ser menos deformables que los pares A-T. Esto podria resultar en interferencias
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estéricas o electrostéticas en la interaccion de GolS, el cual presenta un residuo de
metionina en la posicion 16, mas voluminoso e hidrofébico que un residuo de Ala, Ser o
Thr. La presencia de un residuo distintivo de Met en la hélice-a2 del dominio de unién
del ADN de GolS se extiende a todas las proteinas homdlogas a GolS cuyas secuencias
operadoras en sus genes blanco putativos conservan las bases 3" y 3 A-T (Fig. 29; Pérez
Audero y col., 2010). En cambio, los homdlogos de CueR que reconocen promotores
con las bases 3" y 3 C/G-C/G conservan una Ala, Ser o Thr en la posicién 16 y, de
hecho, el reemplazo del residuo Ala;s de CueR por Thr no afecta su selectividad de
operador (Fig. 28-B). Como era de esperar, el residuo en la posiciéon 19 no muestra el
mismo grado de conservacion pero, interesantemente, los homologos mas cercanos a
GolS presentan una Tyr en dicha posicién, mientras que todos los homdlogos a CueR
poseen una Phe. De hecho, El recientemente caracterizado sensor de oro CupR de
Cupriavidus metallidurans CH34, que controla la expresion de genes con operadores
del tipo 3" y 3 A-T (Jian y col., 2009), conserva los residuos Met y Phe distintivos de
GolS en su dominio N-terminal de union al ADN. Notoriamente, varios homdlogos
MerR que reconocen secuencias pseudopalindromicas con un espaciamiento de 1 pb y
que presentan las bases C/G-C/G tipicas de los operadores reconocidos por CueR (por
ejemplo los sensores BmrR, Mta y TipA, y los metalo-reguladores CadR y PbrR)
conservan una Ala o una Thr en la posicién 16, pero nunca una Met, mientras que
poseen una Phe o una Tyr en la posicion 19 (Watanabe y col., 2008). Por lo tanto, es
evidente que el reconocimiento especifico de operador entre reguladores del tipo CueR
y GolS depende de la interaccion del residuo de aminoacido en la posicion 16 con la

base nucleotidica distintiva en la posicion 3 del operador.

En resumen, estos estudios sugieren que, a lo largo de la evolucion, el re-
ensamblado de ambos reguladores transcripcionales GolS y CueR, y de los elementos
regulatorios en sus genes blanco, confiere una nueva habilidad para detectar diferentes
sefiales ambientales, evitando, al mismo tiempo, la regulacion cruzada que podria poner

en riesgo la respuesta adecuada a una situacion de estrés especifica.



Resultados y Discusion — Capitulo I

2. CueRstm Y CueRgc: ¢imagenes especulares?

Sumado a la caracterizacion de la interaccion sensor/operador en los reguladores
parédlogos CueR y GolS de Salmonella, comparamos el perfil de activacion de los
sensores maestros de los regulones cue de Salmonella y E. coli, CueRstm Yy CueRegc,
respectivamente. Si bien estos reguladores ortélogos son altamente homdlogos en su
secuencia proteica, las regiones promotoras de los genes que los codifican no muestran
el mismo grado de conservacién (Fig. 32). Es por ello que, en una primera instancia, se
indagd acerca de la posible influencia de la concentracion intracelular de los reguladores
en su rol como activadores transcripcionales, generando distintas cepas de E. coli que
expresen cada regulador ortélogo bajo el control de los promotores de cueR de S.
Typhimurium, PcueRstv, 0 de cueR de E. coli, PcueRegc (Fig. 33). A pesar de que ambos
reguladores poseen un 91% de identidad, y solo los residuos correspondientes a las
posiciones 9, 30, 42 y 63 varian en el dominio de unioén al ADN desde la hélice-al a la
hélice-a4 (Fig. 31), s6lo CueRstm manifesto una cierta actividad residual en la
induccion del reportero a partir del promotor de golB en presencia de oro, en tanto que
no se vio activacion del mismo reportero por CueRec (Fig. 34). Ambos reguladores, sin
embargo, se comportaron de manera similar en la activacion del reportero a partir del
promotor PcopA. Estos resultados sugieren que CueRstm €S capaz de reconocer los
operadores del regulon gol mientras que CueRgc presenta mayor selectividad por sus

operadores.

Para minimizar diferencias en los niveles de expresidn entre estos dos
reguladores, los genes que codifican para los reguladores CueRec y CueRstm fueron
expresados desde un plasmido multicopia, bajo el control de un mismo promotor
inducible por IPTG. Si bien no cuantificamos la concentracion de estas proteinas sobre-
expresadas, tampoco observamos induccion del gen reportero a partir de PgolB en la
cepa que sobre-expresa CueRgc, aun aumentando la concentracion de IPTG. EI hecho
de que se haya observado un mayor nivel de activacion del gen reportero bajo el control
de PcopA de manera correlativa al aumento de la concentracion de IPTG sugiere que la
proteina sobre-expresada se pliega correctamente y que la actividad transcripcional es
proporcional a la concentracion del regulador (Alon, 2007; Balleza y col., 2009).
Seguido al andlisis del perfil de regulacidon transcripcional de los sensores ortélogos
CueRstm Y CueRgc expresados en E. coli desde cromosoma y desde plasmido, y en

vista a las diferencias de estos dos reguladores en cuanto a su capacidad de activar
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PgolB, decidimos evaluar el comportamiento regulatorio de los mismos sobre-
expresandolos desde plasmido en Salmonella. En esta bacteria, CueRgc fue capaz de
activar el promotor heterdlogo de golB de manera similar a como lo hace su regulador
ortdlogo CueRstym, que mantuvo el mismo perfil de activacion que en E. coli (Fig. 35).
Por lo tanto, la diferencia en la capacidad de estos dos reguladores de modular la
expresion del gen reportero a partir del promotor heter6logo PgolB podria explicarse, al
menos en parte, por variaciones en la concentracion intracelular de metal entre E. coli y
Salmonella. Factores intrinsecos a los mismos, como la afinidad por la secuencia
promotora blanco o por el ibn metalico inductor, tal vez influenciadas por diferencias
sutiles en la conformacion estructural como consecuencia de los cambios puntuales en
su secuencia primaria, también podrian contribuir a la discrepancia observada en la

capacidad de regulacion transcripcional de ambos sensores.

Con el objetivo de determinar si diferentes afinidades por la secuencia blanco
y/o por el metal inductor son la causa de las distintas capacidades de CueRstv Y CueRec
para activar un gen perteneciente al regulén pardlogo gol, construimos reguladores
quiméricos combinando los dominios N-terminal de union al ADN y C-terminal de
union al efector de ambos reguladores (Fig. 36-A). Evaluamos la capacidad de estos
reguladores de inducir al reportero a partir de PgolB en E. coli. En ambos casos, los
reguladores quimeras conservaron el mismo comportamiento de activacion
transcripcional que el del regulador silvestre del cual proviene su dominio N-terminal.
En otras palabras, CueRec, incapaz de inducir PgolB en E. coli, manifestd capacidad de
hacerlo cuando se le reemplaz6 su dominio N-terminal de unién al ADN por la region
homologa en CueRstv, adquiriendo el mismo perfil regulatorio que dicho sensor
silvestre. La sustitucion del dominio C-terminal de unidn al efector metalico de CueRgc
por el de su regulador ortélogo, sin embargo, no le confirié la capacidad de activar el
promotor de golB (Fig. 36-B). Estos resultados indican que es el dominio N-terminal de
union al ADN y no el dominio sensor, es el responsable de conferir la respuesta
transcripcional caracteristica de cada regulador. El hecho de que la sustitucion del
dominio C-terminal de CueRstwm por el de CueRegc no afecte la capacidad del regulador
de Salmonella para inducir PgolB refuerza esta hipotesis (Fig. 36-B). Para corroborarlo
hemos planificado construir reguladores mutantes mediante la sustitucion puntual,
simple y combinada, de los residuos de aminoacidos en las posiciones 9, 30, 42 y 63

(Fig. 31) de un regulador por el del sensor ortologo. La caracterizacion de la interaccion
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sensor/operador, in vivo por medio de ensayos de actividad [-galactosidasa, e in vitro
mediante ensayos de retardo de la movilidad electroforética y anisotropia de la
fluorescencia, podria contribuir a la identificacion de los residuos en el dominio de
unién al ADN responsables de la actividad regulatoria diferencial de los sensores
CueRstm Y CueRgc en la induccion residual del promotor PgolB.

Cada regulador posee una afinidad determinada hacia cada secuencia regulada, y
en esa interaccion existe una cierta probabilidad de que se produzca el reclutamiento de
la maquinaria transcripcional y consecuente expresion del gen blanco (Balleza y col.,
2009). Mientras mayor sea la afinidad de un determinado sensor por su operador, mayor
es el tiempo en el que se mantiene esta interaccion, y mayor es la posibilidad de que se
inicie la transcripcion antes que se produzca la disociacion por alguna fluctuacion
térmica. A pesar de que ninguno de los cuatro residuos de aminoacidos diferentes entre
los dos reguladores ortélogos CueR coincide con los conservados en esas mismas
posiciones en el dominio N-terminal de GolS (Figs. 17-A y 31), y que ninguno de estos
cambios puntuales afecta la integridad de la hélice de reconocimiento a2, podrian estar
contribuyendo a una mayor flexibilidad estructural de CueRstv Y, por lo tanto, a una
mayor versatilidad en la interaccion proteina-ADN. Si bien la selectividad en el
reconocimiento de operador esta principalmente determinada por unos pocos contactos
base-especificos entre residuos de la hélice-o2 y el surco mayor del ADN (Zheleznova
Heldwein y Brennan, 2001; Newberry y Brennan, 2004; Aravind y col., 2005; Humbert
y col., 2013), otras regiones proteicas distintas del dominio HTH mantienen contacto
con el surco menor de la doble hélice, remodelando la estructura operadora o
incrementando la afinidad del regulador por la misma. De hecho, en los reguladores
transcripcionales del tipo wHTH, las laminas-p adoptan una conformacion flexible y
desestructurada (“ala”), capaz de interactuar con el surco menor del ADN (Brennan,
1993; Clark, 1993; Huffman y Brennan, 2002; Bréchemier-Baey y col., 2012). Esta
interaccion, junto con la de las hélices al, a3 y a4, provee una interfase adicional para
la interaccidn con el sustrato y es critica en la estabilizacion del complejo regulador-

operador.

Independientemente de la causa, resulta interesante que s6lo CueRstv Sea capaz
de reconocer, aungue con baja afinidad y en presencia de oro, a la secuencia promotora
nativa de GolS, teniendo en cuenta que E. coli, a diferencia de Salmonella, carece del

reguldn gol. Esta afinidad residual de CueRstv por operadores del regulon gol podria
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entonces ser el reflejo de una adaptacion de especie en el reconocimiento sensor-
operador. La promiscuidad adquirida por CueRstm podria conferirle a Salmonella la
ventaja evolutiva de poder inducir los regulones cue y gol en forma auxiliar cuando las
concentraciones de Cu y Au alcanzan niveles saturantes para sus correspondientes

sistemas primarios de detoxificacion (Pérez Audero y col., 2010).



Resultados y Discusion — Capitulo 11

Capitulo II

STM1266: Un nuevo regulador MerR implicado en la

formacion de biopeliculas
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Resultados

1. Analisis in silico del entorno génico de STM1266

Ademas de la presencia de golS y de cueR (McClelland y col., 2001), existen
otros 6 marcos de lectura con homologia a reguladores de la familia MerR en el genoma
de Salmonella Typhimurium LT2 (Fig. 37). De estos, 5 fueron ya caracterizados tanto
por nosotros, como por otros grupos en Salmonella o en otras enterobacterias
relacionadas. Este es el caso de golS y cueR, previamente analizados en el Capitulo |
(Changela y col., 2003; Stoyanvov y Brown, 2003; Checa y col., 2007); de mlIrA
(Brown y col., 2001), responsable de la sintesis de fibras agregativas tipo curli, presente
en ésta y otras enterobacterias; y de zntR (Brocklehurst y col., 1999) y soxR (Watanabe
y col., 2008), caracterizados como responsables de la resistencia a zinc y a estrés

oxidativo en E. coli, respectivamente, pero aun no analizados en Salmonella.

Fig. 37
Reguladores MerR en Salmonella Typhimurium
golT golS golB
2 golS: sensor de oro (S.E.)
copA cueR
3 cueR: sensor de cobre
aadA STM1265 STM1266
Y STM1266: ;? (S.E.)
orf319 STM1390 ssrB ssrA
| < ] _ STM1390: ;? (S.E.)
mirA
> mlrA: regulador de curli
STM3411 zntR yhdN
| < zntR: sensor de zinc
yjeC soxS soxR
| soxR: regulador rédox
phoN STM4320 tRNA yjdC
1 STM4320: ;? (S.E.)

Fig. 37: Reguladores transcripcionales tipo MerR en Salmonella. Representacion esquematica
de los 8 marcos de lectura abiertos con homologia a reguladores de la familia MerR identificados
en el genoma de Salmonella Typhimurium LT2 (McClelland y col., 2001). En azul se destacan los
reguladores ya caracterizados y en rojo los genes cuyos productos génicos no presentan identidad
con ningun regulador bacteriano conocido. En cada caso se indican la funcion del regulador y el
entorno génico del mismo (gris). S.E.: Salmonella especifico.

Entre estos genes se distinguen 3, STM1266, STM1390 y STM4320 (Fig. 37), ya

que sus productos génicos no presentan identidad con ningin regulador bacteriano
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conocido, y resultan especialmente interesantes por encontrarse ubicados en regiones

del genoma especificas de Salmonella (McClelland y col., 2001).

STM1266, objeto de estudio de este proyecto, codifica para una proteina 26 %
idéntica a MIrA, con un 46 % de similitud en su secuencia aminoacidica (Fig. 38).

Fig. 38
HTH1

MIrA MALY TIGEVALLCDINPVTLRAWORRYGLLKPQRTDGGHRLENDADIDRIREIKR
STM1266 MATFSISAMAAQCGVTTANIRSWER-YGLLOPTXDEAGNREYCIEDAIRIOHIID

MirA WIDNGVQVSKVKVLLSSDSSEQPNGWREQQE I LLHYLOSSNLHSLRLWVKERG
STM1266 AILSKGFSLK:IKPALYGEETHCRSGWLFYQEEILAQCRKFEPAKLRKLLWRYG

MirA YPAQTLTTNLFVPLRRRLQC-QQPALOALLGILDGILINYIALCLASARKKQGKD
STM1266 IPPCIVIESILRPLRLWLSAGDDDARRFEKALLDTAIIEYATFQLSSVRKAPAGT

MIrA ALVIG DTTRLWLEGWVASQOGWRIDVLAHSLSQFRPELFDG-—KTLLVWCG
STM1266 ML AA DPIELWLETIKYCSEGMRVEVIPWQAPM--POLLSTSFEH WHD
MiIrA ENQTLAQOQQLLAWRAQGRDIHPLGV.

STM1266 ETLTPAQENLIQALKESGHKFSLHVKNGSGLTLLPAVYRQHEMPESMQHVAPQIHA

STM1266 NGYEKSGTAR.

Fig. 38: Las proteinas MIrAy STM1266 son 26 % idénticas y 46 % similares. Alineamiento de las
secuencias proteicas de los reguladores transcripcionales MIFrA y STM1266 de Salmonella
Typhimurium LT2 (McClelland y col., 2001). En rojo se indican los residuos idénticos entre ambos
reguladores y en naranja, los similares. Scobre el alineamiento se muestra la regién proteica
correspondiente al primer dominioHTH (verde).

Corriente arriba de STM1266 se encuentra STM1265, un gen que codifica para
un regulador transcripcional putativo, también especifico de Salmonella, perteneciente a
la familia LuxR; la misma familia a la que pertenece CsgD (seccion 4.3.2.3 de
Introduccion). Los reguladores del tipo LuxR estan normalmente vinculados a sistemas
de deteccion de densidad poblacional, conocido como “quorum sensing”, que modulan
la expresion de determinados genes en respuesta a fluctuaciones en la densidad
bacteriana en el entorno. Involucra la produccion, liberacion y posterior deteccion de
moléculas sefial llamadas autoinductores (Asad y Opal, 2008). Existen diferentes
sistemas reguladores de quorum sensing, siendo uno de ellos el denominado Sistema del
Autoinductor Tipo |, especifico de bacterias Gram negativas (Fig. 39). Este sistema se
caracteriza por la presencia de los genes luxl y luxR, fundamentalmente. Los genes del
tipo luxl y sus homdlogos codifican para una sintasa de N-acyl-homoserin lactonas

(AHLs) que actian como moléculas sefial. En condiciones de alta densidad celular se
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acumula suficiente cantidad de AHLs para interactuar con su respectivo receptor
citosolico, LuxR. Este ultimo, unido a su respectiva AHL, actlla como co-activador
interaccionando con regiones promotoras de genes involucrados en la respuesta de

quorum sensing, mejor conocidas como “boxes lux” (Antunes y col., 2008).

Fig. 39
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Fig. 39: Posibles roles de reguladores LuxR huérfanos en bacterias productoras
y no productoras de AHLs. A. En bacterias productoras de AHLs, los reguladores
LuxR huérfanos (Rh) (verde) pueden sensar dicha sefial endogena (rosado) y también
la exégena (amarillo). Los LuxR tipicos (R) (celeste), en cambio, sélo son capaces de
unir AHL endégena producida por la sintasa (1) (rosado) a la que estén asociados. B.
En bacterias no productoras de AHLs, los Rh sélo pueden sensar AHLs exdgenas u
otras sefiales de naturaleza desconocida (negro). Los reguladores LuxR tipicos (R) y
huérfanos (Rh) controlan luego la expresion de sus genes blanco, generalmente
vinculados a sistemas de quorum sensing (gris).

Los reguladores LuxR tipicos reconocen AHLs producidas endégenamente por
la sintasa LuxI a la que estan asociados (Fig. 39-A). Algunas bacterias, como E. coli y
Salmonella, no sintetizan AHLs pero conservan un LuxR funcional. Estos LuUxR no
asociados a una sintasa (luxl) se denominan “huérfanos” (Subramoni y Venturi, 2009).
Algunos LuxR huérfanos reconocen AHLS exdgenas, como por ejemplo SdiA, presente

en E. coli y Salmonella. Existen otros reguladores huérfanos tales como CsgD y
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Tabla 5

Comparacion de residuos conservados en mas del 95% de las proteinas tipo LuxR
Residuos de aminoacidos conservados de TraR, mefaciens

Dominio de unién al inductor Dominio de unién al ADN
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STM1265 S. Typhimurium N-term E120 L124 G130
CsgD S. Typhimurium N-term E160 L164 G170
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Tabla 5: Conservacion de residuos de aminoacidos directamente involucrados en la union al inductor y al
ADN en reguladores del tipo LuxR. Del alineamiento de secuencia de TraR de A. tumefaciens con ofras proteinas
LuxR se identificaron 9 residuos de aminoacidos conservados en mas del 95% de los reguladores de esta familia. Seis
de estos residuos en el dominio N-terminal (Ws7, Yg, D7, P71, Was ¥ Gy42) estan involucrados en la unidn al inductor, y
tres residuos ubicados en el dominio C-terminal (E 7z, Lizz ¥ Gige) estén asociados a la union al ADN. Del anélisis de
estructuctura-funcidon de TraR y otros homdlogos LuxR se destaca el alto grado de conservacion a nivel del dominio de
unién al ADN, no asi a nivel del dominio de unién al inductor, posiblemente para ampliar el rango de respuesta a
estimulos de diferente naturaleza. La correccion de las mutaciones de corrimiento en el marco de lectura de TrIR (%)
restauran los correspondientes residuos de aminoacidos conservados. En negrita se destacan las sustituciones de
residuos conservados, y en cursiva las sustituciones por residuos similares con respecto a los conservados en TraR,
tumefaciens- EN T0J0 Se indican los residuos conservados en STM1265 (Eyap, Lize ¥ Giag) ¥ CsagD (Eqgp, Lige ¥ Giga),
correspondientes al dominio C-terminal de union al ADN. (Adaptado de Patankar y Gonzalez, 2009).
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STM1265, para los cuales se desconoce si son capaces de reconocer una molécula sefal
y cudl es ésta (Fig. 39-B). Tanto los reguladores LuxR tipicos como los LuxR huérfanos
que detectan AHL exdgenas conservan un alto grado de homologia a nivel del dominio
de unién al inductor en el N-terminal. Los LuxR huérfanos que no detectan AHL no
conservan esta homologia en el dominio de union al inductor, pero poseen homologia
en el dominio de unién al ADN, caracterizado por la presencia de 3 residuos de
aminoécidos: glutdmico (E), leucina (L) y glicina (G), con un espaciamiento conservado
de 3 y 5 residuos de aminoécidos entre ellos (Tabla 5) (Patankar y Gonzélez, 2009).

Corriente arriba de STM1265 se localiza aadA, que codifica para una
aminoglicésido adeniltransferasa. Los aminoglicésidos, como estreptomicina y
espectinomicina, son antibidticos que afectan la subunidad menor de los ribosomas
bacterianos, inhibiendo la sintesis proteica (Kotra y col., 2000; Wright, 2010). Existen
diferentes mecanismos bacterianos de resistencia a aminoglicésidos, incluyendo
modificacion quimica de la droga (adenilacion, acetilacion o fosforilacion), alteracion
del blanco de la misma (mutaciones puntuales en la proteina ribosomal S12 y en el
ARNTr 16S, entre otras), o disminucion del influjo y aumento del eflujo de la droga. El
gen aadA se encuentra normalmente en plasmidos como el plasmido R (Fling y col.,
1985) y esta asociado genéticamente a transposones (Hollingshead y Vapnek, 1985),
tales como el Tn1331 en K. pneumoniae (Tolmasky, 1990) y el Tn7 en E. coli (Fling y
col., 1985). El extensivo grado de conservacion del producto génico de aadA en
bacterias es sorprendente, presentando cerca del 100 % de identidad aminoacidica entre
bacterias como E. coli (Fling y col.,, 1985), K. pneumoniae (Tolmasky, 1990), S.
marcescens (Van Nhieu y Collatz, 1987) y S. enterica (Leung y col., 1992; Koskiniemi
y col., 2011), con la excepcidn de la aminoglicésido adeniltransferasa de A. tumefaciens

que presenta el 82 % de homologia con el resto de estas proteinas (Tait y col., 1985).

En S. enterica aadA es de localizacién cromosomal (Leung y col., 1992) y su
transcripcion depende del regulador global de respuesta a estrés (p)ppGpp (guanosina
penta/tetra-fosfato) (Koskiniemi y col., 2011). Ante una escasez de aminoacidos o una
limitacion en la fuente de carbono disponible, las bacterias estimulan la produccién de
(p)ppGpp para desviar los recursos invertidos en crecimiento celular hacia la activacion
de metabolismos biosintéticos (Block y Haseltine, 1975). Los niveles de (p)ppGpp estan
regulados por RelA, que sintetiza (p)ppGpp en condiciones de hambruna de

aminodcidos (Xiao y col., 1991), y por SpoT, que sintetiza e hidroliza (p)ppGpp
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regulando los niveles intracelulares de este metabolito en respuesta a una privacion de la
fuente de carbono (Murray y Bremer, 1996). Se desconoce, sin embargo, el responsable
de la induccion transcripcional de aadA dependiente de (p)ppGpp. Los reguladores
putativos STM1266 (homdlogo a reguladores MerR) y STM1265 (LuxR huérfano)

resultan, por su cercania fisica al gen aadA, dos posibles candidatos.

1.1 Arquitectura génica de STM1266

Del anélisis in silico del gen STM1266 y de su entorno (Fig. 40), identificamos
las cajas regulatorias -35 y -10 posibles, y un terminador p-independiente a 21 pb
corriente abajo del gen. El sitio de inicio de la transcripcion +1, localizado a 24 pb del
ATG, fue determinado por el laboratorio del Dr. Ifiigo Lasa (comunicacion personal) y
por Kroger y colaboradores (Kréger y col., 2012). En la region promotora de STM1266
identificamos, ademas, un sitio putativo de unidén a RpoS, el factor sigma alternativo
(6*®) caracteristico de fase estacionaria, involucrado en la respuesta general a estrés
(Hengge-Aronis, 1993). Esto concuerda con el hecho de que RpoS haya sido reportado
como un regulador positivo de MIrA en S. Typhimurium (Brown y col., 2001; Weber y
col., 2006). Por lo tanto, decidimos ensayar la dependencia de RpoS en la expresion de
STM1266. Sin embargo, a diferencia de lo esperado por el grado de conservacion del
sitio putativo de union a este factor sigma alternativo, la expresion de STM1266 resultd
ser independiente de ¢*®, ya que no se observaron diferencias en el nivel de actividad

transcripcional del mismo entre la cepa silvestre y la cepa ArpoS (Fig. 40-B).
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Fig. 40
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Fig. 40: A. Arquitectura del gen STM7266. Analisis in silico de las regiones regulatorias (promotor y terminador
transcripcional) de STM17266. En la secuencia se indican los elementos regulatorios -35 y -10 y sitio de inicio de la
transcripcion +1 (recuadrados en gris), el sitio de unién putativo a RpoS (azul), y un terminador transcripcional con
estructura secundaria de «tallo y burbuja» (verde). La regién promotora fue predicha por medio de los programas
PePPER (Prediction of Prokaryote Promoter Elements and Regulons) (http://pepper.molgenrug.nl/index.php/pepper-
tools/promoter-predictie-tool) y Neuronal Network Promoter Prediction para procariontes
(http://www fruitfly.org/seq_tools/promoter.html). B. La expresion de STM1266 es independiente de Rpo$S. Actividad
B-galactosidasa (Unidades Miller) determinada en cepas silvestre y ArpoS, ambas con la fusién reportera cromosomal
al promotor PSTM7266. Las bacterias fueron crecidas toda la noche en medio LB con agitacién a 28°C. Los datos
corresponden a los valores promedio de tres experimentos independientes realizados por duplicado. Las barras de
error corresponden a los desvios estandar.

1.2 Reguladores STM1266 y STM1265: ¢ cascada regulatoria?

Nos propusimos estudiar la posibilidad de que el sensor STM1266, homdlogo a
MIrA (Fig. 38), fuese responsable de activar la transcripcion de STM1265, de manera
anadloga a MIrA, que activa la transcripcion de csgD (Brown y col, 2001). STM1265
conserva los tres residuos de aminoécidos del dominio C-terminal de unién al ADN
tipicos de reguladores de esta familia (E12o, L124 Y G130) (Vannini y col., 2002; Zhang y
col., 2002; Nasser y Reverchon, 2007; Patancar y Gonzélez, 2009), pero no esta
asociado a un gen luxl y se desconoce la naturaleza de la sefial que lo induce (Fig. 39-B
y Tabla 5). Del analisis in silico de la regiéon promotora de STM1265 encontramos dos

secuencias diadas, una de ellas situada entre los elementos regulatorios -35 y -10,
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analoga a la arquitectura de
J qurectu Fig. 41

romotores
P A

regulados  por

sensores MerR convencionales,
y la otra localizada corriente
arriba del elemento regulatorio -
35, similar a la disposicion de la
diada reconocida por MIrA en la
region promotora de csgD de E.
coli y S. enterica. Si bien no hay
homologia de secuencia entre
esta region diada y la repeticion
invertida blanco de MIrA en
PcsgD, es notable que ambas
son ricas en las bases Ay T
(Fig. 41).

Para evaluar posible

regulacion transcripcional de
STM1265 por parte de
STM1266, construimos una

mutante transcripcional en la
cual se inserto el gen reportero
lacZ corriente abajo del marco

de lectura abierto codificante

Prom STM1265
CEETCERAEESEINNEE T CCATTHTCCERSRESES CAEN TEBECCACGCAGTTCAC

ATRAGATGCCCCAGGACGTCTGTCAGGTTGCGCAARCGGCGTTCCTCRAACTA

CTACTTAATAGGTTCTCATCGCTGRAGTAAGCAGAT GATCTTATGCGGGCCA
TCGRAATGGATATTCCCACATGGCTCTCGTTTTGTTGAGGTGGATATG

Prom csgD (E. coli)
TTTTTTRAABRATTGTGCAATAAAANCCAAATGTACAACTTTITCTATCATTTCT
ARACTTAATARAACCT TAAGGTTAACATTTTAATATAACGAGTTACATTTAG
TTACATGTTTRACACTTGATT TAAGATTTGTRAATGGCTAGATTGAAATCAGA
TGTAATCCATTAGTTTTATATTTTACCCATTTAGGGCTGATTTATTACTACA
CACAGCAGTGCAACATCTGTCAGTACTTCTGGTGCTTCTATTTTAGAGGCAG
CTGTCAGGTGTGCGAT CAATAARANAAGCGGGGTTTCATCATG

Prom csgD (STM)

TTTTTAAATCTATGCAATAACAGCGARATGTACAACTTTACTATCARATCTA
AACTTCAARAAAACCCARAAANCAACATTTTAATATATATTTTTACATTTGGT
TACAAGTTTAACACTTGCTTTAAGATTTGTAATGGCTAGAT TGAARACAGTT

AARAGTATTTTCGTAAATATTTTTCTCTTTCTGGATAATGGGCTATTTCAAC
CCACAGCAGTGCRAACATCTGT CAGTACTTCTGGTGCCTTTATTTTATGGGGG
CAGCTGTCAGATGTGCGATTARAARANGTGGAGTTTCATCATG

Fig. 41: Analisis in silico de la region promotora de STM7265. A.
Predicién de secuencias diadas en el promotor de STM1265. En
la grafica se indican dos repeticiones invertidas, ambas posibles sitios
de unidn del regulador MerR STM1266. En verde, una diada simétrica
entre los elementos regulatorios -35 y -10 (subrayados), y en rosado,
una diada de localizacién comparable al sitio blanco de unién de MIrA
en la regién promotora de csgD, respectc de la caja -35 (B). En
celeste se destaca la secuencia correspondiente al extremo 3™ del
marco de lectura abierto para STM7264. B. Region promotora de
¢sgD. Secuencia diada blanco de MIrA (rosado) en el promotor de
csgD en E. coli (Ogasawara y col., 2010) y en Salmonella. En todos
los casos (A y B), las cajas -35 y -10 se indican subrayadas, el sitio
+1 de la transcripcion en negrita y cursiva, y el codon de inicio de la
traduccion ATG en negrita.

para STM1265 por medio de transformaciéon lineal, manteniendo la integridad del

mismo. La actividad transcripcional de STM1265 se determind mediante ensayos de

actividad B-galactosidasa de cultivos en fase estacionaria crecidos a 28 °C, en una cepa

silvestre para STM1266, y en una cepa delecionada de este ultimo gen, ASTM1266 (Fig.

42). Sin embargo, no pudimos completar este ensayo ya que el gen reportero en

STM1265 no se expresa, 0 al menos no pudimos evidenciar el desarrollo de color

caracteristico en un ensayo de B-galactosidasa. Ademas, las colonias resultaron blancas

en medio LB solido suplementado con X-gal. La delecién de STM1266 su expresion a

partir de un plasmido inducible por IPTG tampoco indujeron la actividad transcripcional

del gen que codifica para el regulador LuxR huérfano, indicando que en las condiciones
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de cultivo ensayadas, STM1265 no se expresa o lo hace a muy bajos niveles, aun cuando
se sobre-exprese STM1266.

Fig. 42
seen—p STM1265 : lacZ — STM1266 et
v n——i STM1265 - lacZ —
pSTM1266
o STM1265 - lacZ  —— e

Fig. 42: El regulador LuxR huérfano putativo no
manifiesta actividad transcripcional. Representacion
grafica de las construcciones cromosomales reporteras
en STM1265, en un entorno silvestre, en ausencia de
STM1266 y en una cepa transformada con un vector
gque expresa ectépicamente STM1266 a partir de un
promotor inducible. Las condiciones de cultivo
ensayadas se detallan en el texto.

Construimos una cepa reportera mediante la insercion del gen reportero lacZ
corriente abajo de STM1266, manteniendo integro a dicho gen. Analizamos la actividad
transcripcional del mismo por medio de ensayos de actividad B-galactosidasa de
cultivos en fase estacionaria crecidos a 28 °C en un entorno silvestre o en la mutante
ASTM1265 (Fig. 43-A y B). La delecion de STM1265 provocd un incremento de 5
veces en los niveles transcripcionales de STM1266 (Fig. 44). Sin embargo, la
complementacion con el gen codificante para el LuxR huérfano, clonado en el vector
pUH21-2lacl® bajo el control del promotor lac inducible por IPTG, no alterd los niveles
de activacion transcripcional de STM1266. Este efecto resulta interesante debido a que,
como fue anteriormente mencionado, los niveles de transcripcion en las condiciones de
cultivo ensayadas de STM1265 serian suficientemente bajos para no observar su
expresion mediante el gen reportero lacZ. Ademas, la complementacion de la mutante
ASTM1265 con un vector que expresa ectopicamente a STM1265 a partir de un
promotor inducible no revirtio el fenotipo observado por la delecion del mismo. Esto
sugiere que la alteracion producida sobre la activacién de STM1266 en una mutante
ASTM1265 es consecuencia de un efecto en cis. De hecho, el gen codificante para
STM1265 termina a 6 pb de la caja -35 ubicada en la region promotora de STM1266
(Fig. 43-A).
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Fig.43
A .
Silvestre
-35 -10 +1
i STM1265 > -- (6 pb)-- TTGCTT - (17 pb) - CACTAT ---—- T ------- (24 pb) - STM1266 = lacZ -
B

ASTM1265::km
10 +

-35
----- 1D - 6 ob) - TTGCTT — (17 pb) — CACTAT - T --rrrrr (24 pb) - |STM1266  lacZ

ASTM1265 curada
-35 -10 +1
------------------------------- [ (6pb) - TTGCTT - (17 pb) - CACTAT - T -~ (24 pb) | STM1266  lacZ
D ASTM1265;.::km
-35 -10 +1
----- D 250 pb) - (6 pb) - TTGCTT - (17 pb) — CACTAT - T - (24 pb) ——|STWIH266)  JacZ

Fig. 43: La secuencia codificante para STM1265 termina a 6 pb de la caja -35 de STM17266.
Representacion grafica de las construcciones cromosomales realizadas sobre el gen STM17265, en cepas
reporteras para STM1266. Las cepas (A-D) se discuten individualmente en el texto.

Una explicacion posible a este resultado es que el cassette de resistencia a
antibiotico insertado en STM1265 (ASTM1265::km) estuviese provocando un efecto
polar sobre la transcripcion de STM1266, ya que el cassette de resistencia esta clonado
en la misma orientacion que el gen que codifica al regulador tipo MerR.
Alternativamente, que la delecidn del gen que codifica para el regulador LuxR huérfano
haya eliminado una region represora 0 moduladora negativa de la transcripcion de
STM1266. Para evaluar estas hipotesis, decidimos eliminar el cassette de resistencia a
kanamicina (seccion 11, Fig. 20 — Materiales y Métodos). De esta manera se elimina el
posible efecto polar del mismo sobre la transcripcion de STM1266 (Fig. 43-C). El nivel
de expresion del gen que codifica para el regulador tipo MerR en la mutante ASTM1265
curada continu6 siendo alrededor de 5 veces mayor que el observado en la cepa silvestre
para STM1265, similar a la transcripcion medida para la mutante polar ASTM1265::km
(Fig. 44). Esto sugiere fuertemente la presencia de una region represora dentro de la
region codificante para STM1265. Para analizar esta hipotesis, construimos una mutante
en la que solo delecionamos los primeros 344 nt de STM1265, conservando 250 pb en el
extremo 3’ del mismo, ASTM1265s-::km (Fig. 43-D). La actividad transcripcional de
STM1266 en esta mutante fue de alrededor de 2 veces la determinada para la cepa

silvestre en STM1265, significativamente menor que el nivel de expresion observado en
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Fig. 44
PSTM1266::lacZ
350 - Fig. 44: El marco de lectura codificante para
STM1265 presenta una regién moduladora
© 300 1 negativa de STM171266. Las actividades f-
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ausencia de la totalidad del marco de lectura abierto codificante para STM1265 (Fig.
44). Estos resultados sugieren la existencia de una region que ejerce un efecto represor
sobre la transcripcion de STM1266 en el extremo 3" de STM1265. Alternativamente,
podria existir un sitio de union para el mismo STM1266, si éste estuviese siendo
autorregulado, como ha sido previamente descripto para otros reguladores de la familia
MerR (Ansari y col., 1995; Zheleznova Heldwein y Brennan, 2001; Newberry y
Brennan, 2004; Checa y col., 2007; Pidot y col., 2010; Takano y col., 2011). La notable
cercania de STM1265 a las cajas regulatorias -35 y -10 en la region promotora de
STM1266 y la presencia de tres repeticiones invertidas localizadas en el extremo 3" de la

region codificante STM1265, refuerzan esta hipétesis (Fig. 45).

Fig. 45

Prom STM1266

CTGACTARAATTAGGTT GTAGAACAGTTCTGGATTAT CAAATACTGTCCERTT
CEARAGCCTTTACCCAGTGCGCTTACAATARATAATGTTGATAATGTRAATTTC
CCGTGTAAATAGTAAGGTCATTGCTTAATAATGATTTGCTT CTGATGGCGTT
TAGGTTCACTATGCTTTCTTACATCATCATGAGGCCAGACAGGCATG

Fig. 45: Analisis in silico de la region promotora de STM1266.
Predicién de secuencias diadas en el promotor de STM71266. En
rosado, verde y gris se indican tres repeticiones invertidas, todas
posibles sitios de union del regulador MerR STM1286. En las regiones
de supemosicién de posibles diadas (rosado y verde), las bases se
indican de color verde. En celeste se destaca la secuencia
correspondiente al extremo 3 del marco de lectura abierto para
STM1265. Las cajas -35 y -10 se indican subrayadas, el sitio +1 de la
transcripcion en negrita y cursiva, y el codén de inicio de la traduccién
ATG en negrita.
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2. Caracterizacion fenotipica de la mutante ASTM1266 y de una cepa que

expresa ectépicamente a STM1266

MIrA fue identificado como el regulador positivo para la sintesis de fimbria tipo
curli y de la matriz extracelular en E. coli y S. Typhimurium (seccion 4.3.2.3 de
Introduccién) (Brown y col., 2001). Su Unica funcién conocida hasta el momento es la
de activar la transcripcion del regulador maestro de produccion de curli y celulosa
CsgD, el principal regulador de respuesta para la formacion de biopeliculas. De manera
analoga a como fue descripto para MIrA, analizamos si la expresién ectépica de
STM1266 a partir de un plasmido afecta la motilidad y modifica la formacién de
biopeliculas.

2.1 Altos niveles de STM1266 disminuyen la motilidad

Para evaluar si STM1266 esta implicado en mecanismos regulatorios vinculados
a cambios en la motilidad, construimos una mutante delecionada en STM1266. Ademas
clonamos a STM1266 en un plasmido bajo el control de un promotor lac inducible por
IPTG, pUH21-2lacl® Con la cepa carente de STM1266 y la cepa que sobre-expresa al
regulador realizamos ensayos comparativos de motilidad tipo swarming y swimming.
En medio rico (LB), la sobre-expresion de STM1266 imposibilitd la motilidad tipo
swarming a 25 °C. De manera contraria, la delecion de STM1266 incremento la
motilidad respecto de la cepa silvestre y manifesto, ademas, un fenotipo mucoso (Fig.
46-A). Altos niveles de expresion de STM1266 provocaron también una disminucion en
la capacidad de motilidad tipo swimming respecto de la cepa delecionada en STM1266
y la cepa silvestre, aunque las diferencias fenotipicas, en este caso, fueron menos

drésticas que las observadas en los ensayos de motilidad tipo swarming (Fig. 46-B).
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Fig. 46
A

Motilidad tipo swarming, 25 °C (24 hs.)
ASTM1266 Silvestre pSTM1266

/—\

B
Motilidad tipo swimming, 25 °C (24 hs.)

ASTM1266 Silvestre pSTM1266

Fig. 46: Altos niveles de STM1266 disminuyen la motilidad tipo swarming
y swimming. A. Ensayo de swarming en medio LB agar 0,6 % suplementado
con glucosa 0,5 %. B. Ensayo de swimming en medio LB agar 0,3 %
suplementado con glucosa 0,5 %. En ambos casos, el experimento se realizé
por triplicado, a 25 °C, con las cepas ASTM1266, pSTM1266 y silvestre
como control. Las fotos corresponden a 24 hs. de incubacion.

2.2 La sobre-expresion de STM1266 estimula la formacion de biopeliculas

Como fue anteriormente descripto para los reguladores MIrA 'y CsgD (Pesavento
y col., 2008; Ogasawara y col., 2011; Boehm y Vogel, 2012; Lindenberg y col., 2013),
una disminucion de la motilidad estd comUnmente asociada a la formacion de
biopeliculas. Decidimos entonces analizar si la sobre-expresion de STM1266 estaba
vinculada a una mayor capacidad de formar biopeliculas. Para ello probamos distintas
condiciones de cultivo, tanto en tubos de ensayo, en vasos de precipitado (ambos de
borosilicato), a 28 °C, 37 °C y 42 °C, en luz y oscuridad, e incubando por 6 o 12 dias,
siempre en condiciones de cultivo estatico. Detectamos que la incubacion a 28 °C, tanto
en luz como en oscuridad, es la condicion mas optima para la deteccion de diferencias
fenotipicas entre las mutantes en la formacidn de biopeliculas. Ademas, no se detecto la
formacidn de biopelicula ni a 37 °C ni a 42 °C, sugiriendo una regulacién térmica en la
induccion de los mecanismos asociados a este fendomeno, similar a como fue
previamente reportado para los procesos celulares dependientes de MIrA en E. coli
(Gerstel y col., 2003; Ogasawara y col., 2010).
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Fig. 47
Silvestre ASTM1266 pSTM1266

Silvestre ASTM1266 pSTM1266

Fig. 47: STM1266 induce la formacion de biopelicula. A. Ensayo de formacién
de biopelicula en medio LB. La incubacién se realizé en vaso de precipitado de
borosilicato, a 28 °C durante 12 dias, en condicién de cultivo estatico. B. Tincion
con cristal violeta. C. Ensayo de biofilm en medio LB. La incubacion se llevé a cabo
en tubos de ensayo de borosilicato, a 28 °C durante 6 dias, sin agitacion. D. Tincién
con cristal violeta.

Una cepa con altos niveles del regulador STM1266 no soOlo pierde
completamente su capacidad de motilidad tipo swarming y muestra una disminucién en
su capacidad de motilidad tipo swimming (Fig. 46), sino que ademas muestra un
aumento en la produccion de biopelicula respecto de la cepa silvestre. La delecidn de
STM1266 muestra, de forma opuesta, una produccion de biopelicula disminuida
respecto de la cepa silvestre, limitandose al anillo adherido a la superficie del tubo en la
interfase liquido-aire, y se observa ausencia de biopelicula en vaso de precipitado, que
presenta mayor diametro que los tubos de ensayo. En este Ultimo caso y a diferencia de
la cepa que sobre-expresa STM1266 y de la cepa silvestre, la mutante ASTM1266 no
forma la pelicula sobre la superficie del cultivo (en tubo de ensayo o en vaso de
precipitado), la cual resulté ser extremadamente fina y particulada en el caso de la cepa
parental, y mucho més gruesa y resistente en la mutante con altos niveles del regulador
(Fig. 47).
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2.3 La induccion de STM1266 incrementa la produccion y secrecion de

celulosa

Uno de los principales componentes de la matriz extracelular de Salmonella es la

celulosa (Zogaj y col., 2001; Garcia y col., 2004; Kader y col., 2006; Jonas y col.,

2007). El Calcofltor es un indicador de la produccion de este polisacarido, ya que

fluoresce cuando se intercala en este compuesto. Altos niveles del regulador STM1266

no sélo favorecen la formacion de biopelicula (Fig. 47), sino que ademas se

correlacionan con una mayor produccion y secrecion de celulosa, que se detecta por

medio de una mayor intensidad de fluorescencia en medio SLB-agar suplementado con

Calcofluor (Fig. 48-A y B). Estos resultados se confirman creciendo a las mutantes en

medio rico, sélido, suplementado con Rojo Congo y Azul Brillante de Coomassie, un

colorante que, de manera
similar al Calcofltor, también
permite la deteccién de celulosa
secretada, evidenciado en este
caso por el fenotipo Rdar (Red,
dry and rough) (R6mling,
2005). La mutante sobre-
expresante de STM1266, a
diferencia de la  cepa
delecionada de este regulador y
de la cepa silvestre, manifestd
las caracteristicas fenotipicas
propias del fenotipo Rdar,
demostrando una mayor
produccién y secrecion de
celulosa (Fig. 48-C y D). Estos
resultados contribuyen a la
explicacion de cdémo altos
niveles de este regulador MerR
estimulan o favorecen a la

formacién de biopeliculas.

Fig.48
Calcofluor,28°C (48 hs.)

A ASTM1266 Silvestre pSTM1266

FenotipoRdar, 28 °C y 37 °C (7 dias)

ASTM1266 Silvestre

one
] [

Fig. 48: Altos niveles de STM1266 estimulan la produccion y secrecion
de celulosa. A-B. Calcofllor. Estriado (A) y gota de 20 pl (B) de cultivos
en fase estacionaria de las cepas ASTM1266, silvestre y pSTM1266 en
placas de SLB-agar suplementadas con 50 ug/ml de Calcofllor, incubadas
durante 48 hs. a 28 °C. Las fotos fueron tomadas en un transiluminador de
luz UV. Una mayor intansidad de fluorescencia indica mayor produccion de
exoplisacaridos. C-D. Fenotipo Rdar. 20 pl de cultivo en fase estacionaria
de las cepas ASTM1266, silvestre y pSTM1266 en placas de SLB-agar
suplementadas con Rojo Congo y Azul Brillante Coomassie, incubadas
durante 7 diasa 28 °C (C) o a 37 °C (D).
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2.4 Altos niveles de STM1266 confieren resistencia a estreptomicina

Muchos de los reguladores del tipo MerR caracterizados hasta el momento
regulan la expresion de genes cercanos. Corriente arriba de STM1266 se encuentra un
gen que codifica para una proteina de resistencia a aminoglicésidos (STM1264),
también conocido como aadA (seccién 1). Predecir los elementos promotores de
reguladores MerR, sobre todo la caja -10 que es la menos conservada, resulta dificultoso
ya que estos sensores reconocen secuencias operadoras con un espaciamiento sub-

Optimo entre las cajas -35 y -10 de 19 o0 20 pb (Lund y Brown, 1989; O Halloran y col.,

1989; Park vy 1992;
Brocklehurst y col.,, 1999). Sin

embargo, un andlisis in silico de la

col.,

region promotora de STM1264 nos
cuatro
Una de

ellas, por la longitud y continuidad

permitio detectar

repeticiones invertidas.

de cada una de sus hemi-diadas

Fig.49

Prom STM1264
AGGCATTGTTGCAAGAGATGGAARACTGGCCTACCTATTATCCTTATCAGTT
ARAGGCGAATGAGGTCGTTGACGAAATGCTACATCATTARAGTCTGATTGCAA

TGTTARAAGCTCGCTATCAATAGCGAGETTTTTTTC TGCCGTTAT GCCATER
ErcreccaBTCEEEEEANAAAATACCTGCGCCCCCGGAGCGATGATG

Fig. 49: Analisis in silico de la region promotora de STM1264.
Predicién de secuencias diadas en el promotor de STM1264. En
rosado, verde, gris y vicleta se indican cuatro repeticiones invertidas,
todas posibles sitios de union del regulador MerR STM1266. Por su
longitud y continuidad, la diada simétrica destacada en color rosado

es la mas probable. En las regiones de superposicién de posibles
diadas (verde y violeta), las bases se indican de color viocleta. En
celeste se destaca la secuencia correspondiente al extremo 3" del
marco de lectura abierto para STM7263. Las cajas -35 y -10 se
indican subrayadas, el sitio +1 de la transcripcién en negrita y cursiva,
y el codén de inicic de la traduccidén ATG en negrita.

simétricas, resulta ser la mas
factible de unir algun tipo de

regulador del tipo MerR (Fig. 49).

En una primera aproximacion para la determinacion de una posible regulacion
transcripcional de aadA por parte de STM1266, decidimos analizar si la delecion del
regulador, o su sobre-expresion, afectaban la resistencia a aminoglicésidos. Para ello,
determinamos la concentracion inhibitoria minima (CIM) en placa suplementando el
medio con concentraciones crecientes de dos antibioticos aminoglicésidos,
estreptomicina y espectinomicina. Tal como se ha reportado previamente (Koskiniemi y
col.,, 2011), la presencia de aadA confiere resistencia a aminoglicosidos, principalmente
estreptomicina, ya que su delecion reduce significativamente la resistencia a dicho
antibiotico (Fig. 50-A). Observamos ademas que altos niveles de STM1266 confirieron
mayor resistencia a estreptomicina (Fig. 50-A), mientras que las diferencias fenotipicas
en presencia de espectinomicina fueron mas sutiles y se observaron a tiempos mayores
que con estreptomicina. Esto mismo lo analizamos también con antibiogramas en
funcion de la comparacion cualitativa de los didmetros de los halos de inhibicién del

crecimiento, confirmando asi una mayor resistencia a estreptomicina en la cepa que
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sobre-expresa STM1266 (Fig. 50-B). Este fenotipo no se observd en la mutante
ASTM1266 la que, a diferencia de la mutante delecionada en aadA, presentd cierta
deficiencia en cuanto a su capacidad de crecimiento en medio sélido, aln en ausencia
del antibidtico. Estos resultados sugieren que no habria regulacion transcripcional
directa de aadA por parte de STM1266. Este regulador, en cambio, estaria participando
de otras funciones importantes para el crecimiento de la bacteria. La mayor resistencia a
estreptomicina que se observé con la sobre-expresion de STM1266 posiblemente se
deba a un efecto indirecto conferido por una mayor capacidad de formar biopelicula
(Koskiniemi y col., 2011). Alternativamente, es posible que altos niveles de expresion
de STM1266 estuviesen provocando, directa o indirectamente, una acumulacién
intracelular del regulador global de respuesta a estrés (p)ppGpp, que actuaria luego
como regulador positivo de la transcripcion de aadA, resultando finalmente en un
fenotipo de mayor resistencia a aminoglicosidos (Koskiniemi y col., 2011).

Fig. 50
A CIM- Estreptomicina, 25 °C (36 hs.)

ASTM1266 Silvestre pSTM1266 AaadA Estrep. (ug/ml)

)

10

20

B  Antibiograma- Estreptomicina (pg/ml), 25 °C (12 hs.)
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Fig. 50: La sobre-expresion de STM1266 confiere mayor resistencia a
estreptomicina. A. Concentracion inhibitoria minima (CIM). Formacion de colonias
en placas con las concentraciones indicadas de estreptomicina, de las cepas
ASTM1266, AaadA y conteniendo el plasmido pSTM1266, comparadas con la cepa
silvestre. B. Antibiograma. Analisis de la sensibilidad a estreptomicina en funcion de
la comparacion cualitativa de los halos de inhibicion del crecimiento de las cepas
ASTM1266, silvestre y pSTM1266. Se indica la concentracion (ug/ml) de antibidtico
empleadaen cada caso.



Resultados y Discusion — Capitulo 11

3. STM1266 y su implicancia en la regulacion de la formacion de biopeliculas

MIrA y STM1266 son dos reguladores MerR homdlogos y atipicos (seccion
4.3.2 de Introduccion) que presentan un dominio C-terminal de unidn al inductor mucho
mayor que el presente en los metalo-reguladores de la familia y, en ambos casos, se
desconoce la sefal inductora. MIrA induce la transcripcion de csgD (Brown y col.,
2001). Sin embargo, existe un amplio nimero de reguladores transcripcionales para
csgD (Gerstel y col., 2003; Ogasawara y col., 2010; Ogasawara y col., 2011). De hecho,
su promotor es reconocido como uno de los mas complejos de E. coli. Debido a que la
sobre-expresion de STM1266 estimula la formacion de biopelicula y su delecion afecta
drasticamente esta capacidad (seccién 2.2), este regulador podria estar afectando la
transcripcion de csgD, de manera anédloga a MIrA. De hecho, la region de union al ADN
presenta un alto grado de homologia con la misma region de MIrA (Fig. 38), por lo cual
es factible que ambos reguladores estuviesen reconociendo y posiblemente compitiendo
por los mismos operadores blanco. Alternativamente, STM1266 podria modular la
expresion de mirA. Para analizar la primera hipétesis, construimos cepas reporteras con
el gen lacZ fusionado corriente abajo del promotor de csgD, en una cepa silvestre para
mirA y en una cepa AmIrA, y ensayamos la actividad transcripcional de csgD en
presencia y en ausencia de STM1266. Para evaluar la segunda hipotesis, construimos
una cepa reportera en mlrA y analizamos posibles variaciones en los niveles
transcripcionales de la misma como consecuencia de la presencia o ausencia de
STM1266 o de su sobre-expresion. Estos experimentos nos permiten ademas determinar
si la mayor capacidad de formar biopelicula de una cepa que sobre-expresa STM1266 se
debe a su capacidad de induccion de la expresion de CsgD, ya sea por un efecto directo
sobre la region promotora del regulador maestro de curli o por la activacion de mirA.

De manera concordante con las evidencias fenotipicas que demuestran que la
cepa que produce altos niveles de STM1266 posee una mayor capacidad de formar
biopeliculas que la cepa silvestre, los ensayos transcripcionales confirman que la
delecion de STM1266 disminuye aproximadamente a la mitad la expresion de csgD, aln
en presencia de mlrA. Sin embargo, la sobre-expresion del regulador no mostrd
diferencias con la cepa control, sugiriendo que STM1266 podria estar ademas
estimulando la formacién de biopeliculas por medio de algun mecanismo independiente
de CsgD. La delecion de mlrA, principal activador de c¢sgD, disminuye

significativamente el nivel de activacion del sistema, impidiendo detectar diferencias
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por delecion o por sobre-expresion de STM1266 sobre csgD. Es decir, en ausencia de
MIrA, la transcripcién de csgD disminuye, incluso por debajo de los niveles detectados
con la cepa mutante ASTM1266, enmascarando cualquier posible efecto de STM1266
sobre la induccidn del regulador de curli. En una mutante AmlrA complementada con
MIrA expresada de manera ectopica a partir de un plasmido bajo el control de un
promotor inducible por IPTG, sin embargo, se recupera el efecto de STM1266 sobre la
expresion de csgD (Fig. 51-A). Por otra parte, no se vio regulacién transcripcional
directa de mIrA por STM1266 (Fig. 51-B y D); y observamos que la incubacién de las
cepas a 37 °C inactiva el sistema (Fig. 51-C), coherente con reportes previos que
demuestran activacion del mismo a 28 °C (Gerstel y col., 2003; Ogasawara y col., 2010;

Ogasawara y col., 2011).
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Fig. 51
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Fig. 51: La ausencia de STM1266 disminuye la expresion de csgD. Las actividades [-galactosidasa (Unidades Miller)
fueron determinadas en cepas silvestre, ASTM1266, AmirA v AmirA ASTM1266 con las fusiones reporteras a los promotores
PesgD (Ay C)o PmirA (B y D), portadoras de los vectores de expresidn con los reguladores STM1266 o MIrA, como se indica
en cada caso. Las bacterias fueron crecidas toda la noche en medio LB con agitaciéna 28 °*C (Ay B)oa 37 °C (C y D). Los
datos corresponden a los valores promedio de tres experimentos independientes realizados por duplicado. Las barras de error
corresponden a los desvios estandar.
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Discusion

Al dia de la fecha han sido reportados numerosos trabajos que demuestran el alto
grado de conservacion en los mecanismos de activacion transcripcional entre la mayoria
de los reguladores pertenecientes a la familia MerR (O"Halloran y col., 1989; Ansari y
col., 1992; Blocklehurst y col., 1999; Outten y col., 1999; Zheleznova Heldwein y
Brennan, 2001; Godsey y col., 2001; Godsey y col., 2002; Brown y col., 2003;
Changela y col., 2003; Newberry y Brennan, 2004; Checa y col., 2007; Espariz y col.,
2007; Pontel y col., 2007; Watanabe y col., 2008; Pérez Audero y col., 2010; Humbert y
col., 2013, entre otros). Sin embargo, investigaciones recientes (Brown y col., 2001;
Navarro-Avilés y col., 2004; Navarro-Avilés y col., 2007; Ogasawara y col., 2010;
Pidot y col., 2010; Ortiz-Guerrero y col., 2011; Takano y col., 2011) sugieren que el
mecanismo estructural de reconocimiento del ADN vy activacion transcripcional
inicialmente propuesto para BmrR (Zheleznova Heldwein y Brennan, 2001), y
demostrado luego para otros sensores tipo MerR, no constituye un paradigma de
regulacion para reguladores de esta familia y nos permiten inferir la existencia de al
menos dos grupos de reguladores filogenéticamente emparentados y estructuralmente

analogos, aunque funcionalmente divergentes (Fig. 8 — Introduccion).

En este Capitulo se describe la caracterizacion molecular y fenotipica de
STM1266, un regulador MerR especifico de Salmonella que conserva un 46 % de
similitud con MIrA. Por medio de la construccion de un reportero cromosomal en
STM1266 y ensayos de actividad transcripcional del mismo en una cepa silvestre o en
una mutante para STM1265, que codifica para un regulador LuxR huérfano putativo,
demostramos la presencia de una region de represion transcripcional ubicada en el
extremo 3" de STM1265, que afecta la regidbn promotora de STM1266 (Fig 44).
Desconocemos hasta el momento como funciona esta region o si incluso es reconocida
por el mismo STM1266.

Nuestros resultados sugieren que los fenotipos de menor motilidad, mayor
produccién y secrecion de polisacaridos, mayor resistencia a aminoglicosidos y
capacidad aumentada de formar biopelicula de una mutante que sobre-expresa a este
regulador respecto de la cepa silvestre, podrian estar vinculados al menos en parte con

la participacién de STM1266 en la regulacion transcripcional de csgD. Una disminucién
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de la expresion de csgD a la mitad en una mutante ASTM1266 sostienen esta hipotesis
(Fig. 51-A). Sin embargo, la sobre-expresion de STM1266 no mostro diferencias en los
niveles de induccion de csgD respecto de la cepa control (Fig. 51-A), sugiriendo que
altos niveles de este regulador estarian también estimulando la formacion de

biopeliculas por medio de algiin mecanismo regulatorio independiente de CsgD.

La disposicion génica y los sistemas de regulacion asociados al pasaje de vida
planctonica a sésil estan altamente conservados en bacterias relacionadas como E. coli y
S. enterica (Romling y col., 2008). Sin embargo, la ausencia de STM1266 en el genoma
de E. coli, sumado a la observacion de la influencia de este regulador en la formacion de
biopeliculas en S. enterica, sugiere la existencia de modificaciones o diferencias a nivel

regulatorio.

1. Analisis comparativo de la regulacion transcripcional de csgD en E. coliy S.

enterica

A pesar que la bdsqueda en bases de datos y la comparacion de secuencias
gendmicas revela una importante abundancia de proteinas con actividad diguanilato
ciclasa y fosfodiesterasa (Galperin y col., 2001b), el sistema de sefializacion mediado
por c-di-GMP parece estar restringido a bacterias, ya que no se ha encontrado este
metabolito en los reinos Archaea o Eukarya (Galperin, 2004). EI nimero de proteinas
con dominios GGDEF (actividad diguanilato ciclasa) y EAL (actividad fosfodiesterasa)
codificadas en un anico genoma bacteriano puede variar desde ninguna a algunas, o
pudiendo alcanzar a aproximadamente 100 (Galperin y col., 2001a; Galperin, 2004). El
genoma de S. Typhimurium (LT2) codifica para 19 proteinas con dominios GGDEF y/o
EAL, cinco de éstas poseen sOlo el dominio GGDEF, siete el dominio EAL y las
restantes siete presentan los dos dominios (Kader y col., 2006; Simm y col., 2007). El
minimo mdédulo requerido para la sefalizacion via c-di-GMP consiste en una
diguanilato ciclasa, una fosfodiesterasa y un componente efector que controle de manera

directa la regulacion de un gen especifico (Hengge, 2009).

Reportes previos demuestran la estimulacién dependiente de c-di-GMP en la
expresion de curli en E. coli y Salmonella (R6mling y col., 2005; Kader y col., 2006,
Simmy col., 2007; Sommerfeldt y col., 2009; Lindenberg y col., 2013). La expresién de

curli ocurre al inicio de la fase estacionaria y a temperaturas inferiores a los 30 °C. Es
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estrictamente dependiente del factor sigma alternativo de respuesta general a estrés o>,
responsable de activar la transcripcién de MIrA, un activador transcripcional que
coopera con la RNAPol dependiente de ¢* en la activacién de la expresion de csgD
(Brown y col., 2001).

En E. coli, YdaM e YegE, dos proteinas con actividad diguanilato ciclasa,
también modulan positivamente la transcripcion de csgD, mientras que las
fosfodiesterasas YciR e YhjH cumplen un rol antagénico (Weber y col., 2006;
Pesavento y col., 2008; Sommerfeldt y col., 2009). En esta bacteria, el mecanismo de
activacion de csgD opera como una cascada de sefializacion. El reservorio de c-di-GMP
controlado por el par diguanilato ciclasa/fosfodiesterasa YegE/YhjH (mddulo I) modula
la actividad del par YdaM/YciR (modulo II) (Fig. 13 — Introduccion). Por medio de
multiples interacciones directas, las proteinas del mddulo Il forman un complejo de
sefializacion con MIrA (Lindenberg y col., 2013). YciR actia como un conector entre
los modulos I y Il y funciona como una enzima detonante. Su inhibicion directa de la
diguanilato ciclasa YdaM se ve reprimida cuando une y degrada el c-di-GMP generado
por el modulo 1. Como consecuencia, YdaM genera c-di-GMP y, mediante interaccion
directa, activa a MIrA para que estimule la transcripcion de csgD (Lindenberg y col.,
2013).

La arquitectura general de la cascada regulatoria de la produccion de curli en E.
coli y S. enterica (serovar Typhimurium) es practicamente la misma (Rémling y col.,
2008). Sin embargo, el sistema de modulacién del reservorio intracelular de c-di-GMP
vinculado a los mecanismos regulatorios de la expresion de curli parece ser bastante
diferente. No so6lo el nimero (28 o 29 en E. coli versus 19 en S. Typhimurium) sino
también las identidades de las proteinas GGDEF/EAL, que son sorprendentemente
disimiles en las dos especies (Tabla 6). En Salmonella no existe YdaM, y STM3388,
una proteina con dominios GGDEF + EAL pero con actividad diguanilato ciclasa,
ausente en E. coli, y STM2123, un homologo de YegE, modulan positivamente la
expresion de csgD, mientras que STM1703, la fosfodiesterasa homdloga a YciR, y
STM4264, una proteina con dominio EAL, homéloga a YjcC en E. coli, disminuyen los
niveles de expresion de csgD (Kader y col., 2006; Simm y col., 2007). En E. coli, la
delecion de yhjH reduce significativamente la motilidad (Pesavento y col., 2008), YhjH
(pero no YjcC) disminuye la induccién de csgD y curli durante la fase estacionaria

temprana de crecimiento, y la expresion de yjcC es mucho menor que la de yhjH en la
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Tabla 6
Escherichia coli (K-12) Salmonella enterica (ser. Typhimurium)
Gen Numero-B Designacion Gen Designacién
alternativa alternativa
Proteinas GGDEF
yaiC B0385 STM0385 adrA
yedT B1025 -
ydalM B1341
yddV B1490
ydeH B1535
yeal B1785 -
yeaJ B1786 STM1283
yeaP B1794 -
yedQ B1956 STM1987 gcpA
YN B2604 STM2672
yliiF B0834 -
yneF B1522 .
- STM4551

Proteinas GGDEF + EAL

yeiR B1285 gmr STM1703 gepE
yddU B1489 dos R
yegE B2067 STM2123
yfeA B2395 STM2410
yigF B2503 STM2503
yhdA B3252 csrD STM3375
YhiK B3529 STM3615
- STM3388

Proteinas EAL

tn B2176 STM2215
yahA B0315 -
yegF B1163
yegG B1168 -
ydiv B1707 STM1344
yhiH B3525 STM3611
yjcC B4061 STM4264
ylaB B0457 STM0468
YIE B0833 -
yoaD B1815 STM1827
_ STM0343

Tabla 6: Designacion de genes GGDEF/EAL homoélogos en E. coli y S. enterica. Se
detacan en color verde y rojo aquellos genes cuyas actividades diguanilato ciclasa o
fosfodiesterasa, respectivamente, afectan la expresién de ¢sgD. De estos, los genes ydaM
e yeaP carecen de su correspondiente homdlogo en Salmonella; STM3388 no tiene
homadlogo en E. coli; y en el caso particular de los genes yhjH y STM4264, sus respectivos
homélogos no cumplen la misma funcion en las dos especies bacterianas. Cada uno de
estos genes (verde y rojo) se discuten individualmente en el texto.

misma fase de crecimiento (Sommerfeldt y col., 2009). Podria especularse que
variaciones simples en las regiones promotoras de yjcC (que produzcan una variacion en

la dependencia de ¢*%/c"

) serian suficientes para explicar estas desemejanzas. A
diferencia de lo observado en E. coli, YhjH pareciera jugar un rol menor en Salmonella,
ya que las mutantes yhjH muestran sélo una reduccion parcial de la motilidad (Rychlik
y col., 2002; Frye y col., 2006; Ryjenkov y col., 2006; Simm y col., 2007). Ademas,
YhjH tiene un efecto despreciable en la expresion de curli en Salmonella (Simm vy col.,

2007). YjcC (STM4264), en cambio, podria ser la principal fosfodiesterasa responsable



Resultados y Discusion — Capitulo 11

de mantener bajos los niveles intracelulares de c-di-GMP en fase de crecimiento

exponencial tardio (Kader y col., 2006; Simm y col., 2007).

Ademés de las diferencias en los componentes moduladores del reservorio
intracelular de c-di-GMP, es factible que existan también variaciones en cuanto a los
reguladores transcripcionales que interaccionan con la region promotora de csgD en E.
coli y S. enterica. Si bien la estructura génica de los operones divergentes csgBAC y
csgDEFG esta conservada en ambas bacterias, el promotor de csgD es similar pero no
idéntico entre estas dos especies (80 % de homologia) (Fig. 52). Las repeticiones
invertidas blanco de union de MIrA no son iguales (Ogasawara y col., 2010), pero
ambas diadas son ricas en las bases A y T. Conservan la misma distancia respecto de la
caja -35 (Fig. 7 — Introduccion), y si bien las cajas -10 en el promotor de csgD son
completamente idénticas en ambas especies bacterianas, las cajas -35 no lo son ya que

existe una sustitucion puntual de A en E. coli por C en Salmonella.

Fig. 52
MirA
PcsgDec TTTTTTAAAATTGTGCAATAARAACCAAATGTACAACTTTTCTATCATTTCTARACTT
*x ok * * % * * %
PesgDgry -TTTTTAAATCTATGCAATAACAGCGAARTGTACAACTTTACTATCARATCTARACTT
PCSQDEC =AATAARACCTTAAGGTTAACATTTTAATATAACGAGTTACATTTAGTTACATGTTTA
* * %* % % % d % % ok ok * *
PCSQ'DSTM CAAAAMARCCCARAALAC-AACATTTTAATATATATTTTTACATTTGGTTACAAGTTTA
PCSQDE.: ACACTTGATTTAAGATTTGTAATGGCTAGATTGAAATCAGATGTAATCCATTAGTTT-
* * * * *

PesgDgry ACACTTGCTTTAARGATTTGTRATGGCTAGATTGARRACAG-T-TAA--AAGTATTTTC

PesgDec -T=-ATATTTTACCCATTTAGGGCTGAT~-~TTATTACTACACACAGCAGTGCAACAT
* * * % * * * * * *
PesgDstn  GTAAATATTTTTCTC-TTTCTGGATAATGGGCTATTTCAACCCACAGCAGTGCAACAT

PecsgDe, CTGTCAGTACTTCTGGTGCTTCTATTTTA-GA-GGCAGCTGTCAGGTGTGCGATCAAT
* * * *

PesgDgry CTGTCAGTACTTCTGGTGCCTTTATTTTATGGGGGCAGCTGTCAGATGTGCGAT--=T

PesgDec AARAAAAGCGGGGTTTCATCATG

* *
PcsgDsry ARRRARAAGTGGAGTTTCATCATG

Fig. 52: Los promotores de csgD en E. coli y Salmonella son 80% homoélogos.
Alineamiento de las regiones promotoras de csgD en E. coli y S. Typhimurum. En rojo y
recuadradas en gris se destacan las secuencias diadas blanco de MIrA (Ogasawara y col.,
2010). Los elementos regulatorios -35 y -10 se muestran subrayados, en negrita y en azul,
el sitio de inicio de la transcripcion +1 en cursiva y en azul, y el codén de inicio de la
traduccion en negrita. Los asteriscos verdes sefialan las bases no conservadas entre los
dos promotores. A pesar de las diferencias puntuales, se conserva la composicién general
de bases (ricaen Ay T), la disposicion de la diada simétrica respecto de las cajas -35 y -10
y el espaciamiento de 15 pb entre las mismas.

En este trabajo demostramos que, de manera coherente a la menor capacidad de
formar biopelicula (Fig. 47), la delecion de STM1266 disminuye aproximadamente a la
mitad la expresion transcripcional de csgD, siendo este fendmeno posiblemente
dependiente de la presencia de MIrA y de temperaturas inferiores a los 30 °C (Fig. 51).

Es posible, por lo tanto, que STM1266 actle como co-activador de MIrA (Fig. 53). Las
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discrepancias en la identidad de las proteinas GGDEF/EAL que modulan la
concentracion de c-di-GMP en E. coli y S. enterica, sumado a las diferencias en la
secuencia de bases nucleotidicas en la region promotora de csgD, refuerzan la hipotesis
de que la evolucion ha re-ensamblado funciones altamente conservadas, dependientes
de c-di-GMP, como lo es la expresion de curli y formacion de biopeliculas, por medio
de la transferencia horizontal de genes y modificaciones en los mecanismos regulatorios
de los mismos, permitiendo posiblemente la adaptacion y colonizacion de nuevos

nichos.

Fig.53
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Fig. 53: Modelo | de la cascada regulatoria dependiente de c-di-GMP en la
transcripcién de esgD en Salmonella. Las proteinas GGDEF/EAL STM2123
(YegE) y STM3388 (verde) contribuyen positivamente a la biosintesis de c-di-GMP,
en tanto que las proteinas GGDEF/EAL STM1703 (YciR) y EAL STM4264 (YjcC)
(rojo) partipan de la degradacién del mismo. En condiciones de altos niveles de c-
di-GMP, MIrA activa la transcripcion de csgD, el cual luege actua como regulador
positivo de la sintesis de curli y estimula, de manera indirecta, la sintesis de
celulosa por medio de la activacion de la proteina GGDEF AdrA. STM1266 (azul)
podria participar de la activacion de ¢sgD, uniéndose como cofactor positive de
MIrA a la regién promotora del mismo. STM1266 podria, ademas, estimular la
formacién de biopeliculas por medio de la activacion de algun mecanismo de
produccién de celulosa, independiente de CsgD. Las flechas continuas simbolizan
eventos moleculares previamente reportados, mientras que las discontinuas
representan eventos posibles pero ain no demostrados. DGC: actividad
diguanilato ciclasa; PDE: actividad fosfodiesterasa.
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1.1 Proteinas con dominio GGDEF: regulacion positiva de csgD

Ademaés de inducir la sintesis de curli, CsgD estimula la sintesis y secrecién de
celulosa por medio de la induccion de la transcripcion de adrA, que codifica para una
proteina con dominio GGDEF (Romling, 2005). Si bien S. Typhimurium posee cinco
proteinas con dominio GGDEF vy otras siete proteinas con ambos dominios GGDEF y
EAL (Tabla 6) (Kader y col., 2006; Simm y col., 2007), la delecion de adrA resulta en
una cepa deficiente en la produccion de celulosa pero con motilidad comparable a la de
la cepa silvestre (Romling y col., 2000). Debido a que la motilidad es un fenémeno
también dependiente del mensajero secundario c-di-GMP, es evidente que las diferentes
proteinas con dominios GGDEF no poseen funciones redundantes y contribuyen a
distintos reservorios de c-di-GMP que no se comunican entre si (Tal y col., 1998; Kader
y col., 2006; Simm y col., 2007; Hengge, 2009; Sommerfeldt y col., 2009; Lindenberg y
col., 2013). De hecho, a pesar que la sobre-expresion de AdrA resulta en una retro-
alimentacion positiva en la regulacion transcripcional de csgD, la inactivacion de AdrA
no tiene efecto sobre la transcripcion del mismo. Un anélisis minucioso de cada una de
las restantes once proteinas con dominio GGDEF en Salmonella demostré que
STM2123 y STM3388, ambas también portadoras de un dominio EAL inactivo, son las
responsables principales en la induccion transcripcional y post-transcripcional de csgD
como consecuencia directa de un aumento en la concentracion intracelular de c-di-GMP

(seccién 1 — Discusion Capitulo 1) (Kader y col., 2006).

Otra posible hipotesis que explica la disminucién en los niveles de activacion
transcripcional de csgD en una cepa deficiente en STM1266 (Fig. 51) es que este
regulador no se esta uniendo directamente a la region promotora de csgD (tal vez como
co-factor positivo de MIrA; seccion 1 — Discusion Capitulo 11), sino que modula la
expresion de alguna de estas dos proteinas con actividad diguanilato ciclasa (STM2123
y/o STM3388) (Fig. 54). De hecho, es probable que STM3388, ausente en E. coli, y
STM2123, homdloga a YegE, estén formando parte de los mddulos | y 1l previamente
reportados en E. coli (Lindenberg y col., 2013). Esto explicaria la dependencia de la
presencia de MIrA para que la delecién de STM1266 disminuya la transcripcién de csgD
(Fig. 51). La falta de identificacion de un regulador transcripcional para STM2123 y
STM3388 y la presencia de repeticiones invertidas en las regiones promotoras de estos

genes (Fig. 55) como sitios posibles de unién de STM1266, refuerzan esta hipotesis.
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La posibilidad de que STM1266 estuviese induciendo la transcripcion de
proteinas con actividad diguanilato ciclasa explica también de qué manera la sobre-
expresion de este regulador promueve la formacion de biopeliculas sin alterar los
niveles transcripcionales de csgD (Fig. 51-A). Altos niveles de STM1266 estarian, en
este caso, disminuyendo la motilidad (Fig. 46) y estimulando la produccién y secrecion
de celulosa (Fig. 48) como consecuencia directa de un aumento en los niveles
intracelulares de c-di-GMP, favoreciendo asi la formacion de la matriz extracelular

propia de las biopeliculas (Fig. 54).

Fig. 54

.’—'-‘\
AY

STM1266 JERN

\
|
1
L
STM2123 STM1703
STM3388 STM4264
DGC I—) c-di-GMP |J PDE
v
MirA
v

@ Curli
BIOFILM

adrA —> Celulosa

Fig. 54: Modelo Il de la cascada regulatoria dependiente de c-di-GMP en la
transcripcion de csgD en Salmonella. Alternativamente al Modelo |, STM1266
(azul) podria participar de la activaciéon de las diguanilato ciclasas STM2123
(YegE) y/lo STM3388 (verde), contribuyendo positivamente a la acumulacion de c-
di-GMP vy estimulando, en consecuencia, la transcripcion de csgD via MIrA. De
manera simultanea, altos niveles de c-di-GMP podrian estar estimulando la
formacion de biopeliculas mediante la activacion de algun mecanismo de
produccion de celulosa, independiente de CsgD. Las flechas continuas simbolizan
eventos moleculares previamente reportados, mientras que las discontinuas
representan eventos posibles pero aun no demostrados. DGC: actividad
diguanilato ciclasa; PDE: actividad fosfodiesterasa.
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Fig. 55
Prom STM2123 (YegE)

TTCGACGTCGCGACGTARAAGCGTTCAGTTT TAACGCGGGCAGCGGTTTTAT
CGACCCGTCTGGAGGAGGAATACGCCGGGAGCCACAATTTATATT CAGCCAG
CGTATARATCATTACGCGITTATACTAGCATAATCACAGAGTRAAACTGACGC

GTCCGGTATTCCGCGACGTTACCGGCGATTCGGATAGAGTGGTAATG

Prom STM3388
TGGATTCGGTTAACCCTCTCAAATTGATCAATTGTACCGAT CTGGAGTAGCG
ANCCGGGCGATTTAACCIATGATTATTTATCACCCGGATTTCTTTTATCCCT

TATARAAACAGGGAAT TARAACACGT TGAGGATHENEGEHCEET cATACTG

TCTCCTERTGENSEINE CCTGCATARCCAAT GAGCT AATGATACATG

Fig. 55: Andlisis in silico de las regiones promotoras de las
diguanilato ciclasas STM2123 (YegE) y STM3388. Predicion de
secuencias diadas. En rosado, verde, gris y violeta se indican
diferentes repeticiones invertidas, posibles sitios de unidn del
regulador MerR STM1266. Por su longitud y continuidad, las diadas
simétricas destacadas en color rosado y gris son las mas probables.
En las regiones de supermposicion de posibles diadas en el promotor
de STM3388 (verde y rosado), las bases se indican de color rosado.
Las cajas -35 y -10 se indican subrayadas, el sitio +1 de la
transcripcion en negrita y cursiva, y el codén de inicio de la traduccién
ATG en negrita.

1.2 Proteinas con dominio EAL.: regulacion negativa de csgD

Alternativamente a la posibilidad que STM1266 estuviese activando la
transcripcion de los genes que codifican para las diguanilato ciclasas STM2123 y/o
STM3388, podria también estar reprimiendo la expresién de los genes que codifican
para las fosfodiesterasas STM1703 y/o STM4264 (Fig. 56). En cualquiera de los casos,
una delecion de STM1266 provocaria una disminucion en el reservorio intracelular de c-
di-GMP, resultando finalmente en una disminucion en los niveles de activacion de csgD
(Fig. 51) vy, en consecuencia, menor capacidad de formar biopelicula (Fig. 47).
Alternativamente, una sobre-expresion de STM1266 produciria un incremento en los
niveles intracelulares de c-di-GMP, lo que explicaria una mayor capacidad de formar
biopeliculas por medio de un mecanismo independiente de la activacion de csgD (Fig.
51-A), posiblemente como consecuencia de una sobre-produccion y secrecion de
celulosa (Fig. 48). El analisis in silico de las regiones promotoras de STM1703 y
STM4264 tambien revel6 la presencia de repeticiones invertidas que podrian estar

actuando como probables sitios de union de STM1266 (Fig. 57).
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Fig. 56
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Fig. 56: Modelo lll de la cascada regulatoria dependiente de c-di-GMP en la
transcripciéon de csgD en Salmonella. Ademas de las hipdtesis postuladas en
los Modelos | y Il, STM1266 (azul) podria actuar como represor de las
fosfodiesterasas STM1703 (YciR) y/o STM4262 (YjcC) (rojo), favoreciendo la
acumulacién del c-di-GMP sintetizado por las diguanilato ciclasas STM2123
(YegE) y STM3388 (verde). De esta manera, STM1286 estaria activando
indirectamente la transcripcion de csgD via MIrA. Ademas, STM1266 podria estar
estimulando la formacién y secrecién de celulosa por medio de algun mecanismo
independiente de CsgD, contribuyendo asi a la formacion de biopeliculas. Las
flechas continuas simbolizan eventos moleculares previamente reportados,
mientras que las discontinuas representan eventos posibles pero ain no
demostrados. DGC: actividad diguanilato ciclasa; PDE: actividad fosfodiesterasa.

Fig. 57

Prom STM1703 (¥ciR)
TCCCTTCCGTCATGCTCTAAGTTTAATCTTATTCAAGCGCCCCATTTCTTGT
TATTTTTAGCTGGCGACTATGCTITT TCCAGAATCT GGATTACATATGAATA
CATAGATAAAACAATACGTTCAGCCATAATTACCCTTATTTATAACATGGCT
AACCTTTCTTTTCGGGCACCT GGCGCTTARATGGGATGGTACGCATG

Prom STM4264 (YjcC)

AGTATARATCTC HRE A f . BB T TA G TCTC CTGCCTGGTATEEEAR
HcncnFHcEEEcE IGTTATTARTGGTARATG TTGAT CGGTARAAGTCTGT TG
CTAATAT TGATAAATTCATGCACCETARACCTCCATTTGGT TCACGTCTTAT
TTTGCCAACAATAGTCACAAATAATGCAGGGARATAGGCTCAANATG

Fig. 57: Andlisis in silico de las regiones promotoras de las
fosfodiesterasas STM1703 (YciR) y $TM4264 (Y]jcC). Predicién de
secuencias diadas. En rosado, verde, violeta y amarillo se indican
diferentes repeticiones invertidas, todas posibles sitios de unién del
regulador MerR STM1268. Por su longitud y continuidad, las diadas
simétricas destacadas en color rosado son las mas probables. En la
region de superposicion de posibles diadas en el promotor de
STM4264 (rosado y amarillo), la base se indica de color amarillo. Las
cajas regulatorias -35 y -10 se indican subrayadas, el sitio +1 de la
transcripcién en negrita y cursiva, y el codén de inicio de la traduccién
ATGen negrita.
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Conclusiones Generales

En este Proyecto de Tesis nos propusimos como primer objetivo caracterizar las
bases moleculares que determinan la selectividad sensor/operador para los metalo-
reguladores transcripcionales CueR y GolS, responsables de la homeostasis y resistencia

a cobre y oro en Salmonella, respectivamente.

Para identificar la regién responsable de la selectividad sensor/operador
comenzamos disefiando mutantes quimeras de CueR y GolS en las que reemplazamos
diferentes dominios de la region N-terminal de un regulador por los respectivos
fragmentos del regulador pardlogo (Fig. 23). Por medio de ensayos de actividad
transcripcional in vivo con cepas reporteras para promotores de los regulones cue y gol,
logramos definir a la hélice-o2 del primer dominio HTH como la minima unidad

estructural responsable del reconocimiento selectivo de operador (Fig. 25).

La caracterizacion in vitro mediante ensayos de retardo de la movilidad
electroforética (EMSA) de la interaccion de los reguladores silvestres CueR y GolS y de
los reguladores mutantes CueR-a2s y GolS-a2g con fragmentos de ADN que contienen
las regiones promotoras de copA o golB nos permitio verificar la importancia de la

hélice-02 en la selectividad de operador (Fig. 27-A).

La afinidad de union para cada par regulador/operador fue estimada por
anisotropia de fluorescencia (Fig. 27-B). Las constantes de equilibrio (kp) calculadas
para las interacciones CueR/PcopA, GolS-a2r/PcopA, GolS/PgolB y CueR-02s/PgolB
demuestran que las mutantes CueR-a2s y GolS-02r exhibieron una mayor afinidad de
union al promotor heterélogo en detrimento de sus secuencias operadoras nativas
respecto de las proteinas parentales, simulando el comportamiento del regulador

paralogo.

Un analisis mas detallado de la region de la hélice-o2 por medio de la
comparacion de los reguladores transcripcionales que agrupan filogenéticamente con
GolS con sensores homologos a CueR (Fig. 28-A y 29), nos permitio identificar a los
residuos de aminoacidos correspondientes a las posiciones 16 y 19 como posibles
candidatos para el reconocimiento selectivo de operador entre estos dos reguladores

transcripcionales. En vista a estas observaciones, construimos las versiones mutantes
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simples y dobles de CueR y GolS, reemplazando los residuos de GolS de las posiciones
16 y/o 19 por aquellos presentes en CueR vy viceversa, y ensayamos su habilidad de
activar la transcripcién desde PcopA o PgolB en presencia de cobre (Fig. 28-B). Las
mutantes dobles CueRaism-rioy 0 GOISmisa-yior Manifestaron mejor capacidad de
induccidn de la transcripcidn a partir de los promotores heter6logos y una capacidad de
induccién disminuida desde las secuencias promotoras innatas en comparacion a los
reguladores silvestres, asemejando su perfil de activacion al observado con las mutantes
a2 de CueR y GolS. Las mutantes simples CueRaism Y GOISmisa también mostraron un
patron de induccién similar al de las proteinas mutantes dobles. Estos resultados,
sumados a la observacion que el s6lo reemplazo del residuo en la posicion 19 (CueRrigy
y GolSy1gr) tuvo un efecto menor en el patrén de reconocimiento de operador, indican
que el residuo en la posicion 16 es el principal determinante de la selectividad
sensor/operador entre los regulones gol y cue, en tanto que el residuo correspondiente a

la posicion 19 modula de manera fina dicho reconocimiento selectivo.

Un modelado in silico por medio del cual simulamos la interaccién de CueR o
GolS con el ADN nos permitié determinar que la cadena lateral del residuo 16 en ambos
reguladores esté cercana y direccionada hacia la base de la posicién 3 desde el centro
del operador, en tanto que la cadena lateral del residuo de aminoécido en la posicion 19
se muestra orientada hacia una posicion intermedia entre las bases nucleotidicas 3 y 4
(Fig. 28-C).

La induccion de expresion a partir de los promotores gol y cue silvestres y
mutantes PcopAar Y PgolBcc por CueRaism-rigy fue similar a aquella obtenida con
GolS, mientras que el perfil de activacion de los mismos promotores por GolSwisa-v19r
se asemejo al de CueR silvestre (Fig. 30). Estos resultados verifican la participacion de
los residuos de aminoacidos correspondientes a las posiciones 16 y 19 en la distincion

de la bases nucleotidicas del operador situadas en las posiciones 3" y 3.

Estos resultados sugieren que GolS y CueR son prototipos de dos subfamilias
evolutivamente emparentadas de reguladores MerR que han divergido para controlar
grupos diferentes de genes en respuesta a los metales monovalentes Au y Cu,
respectivamente. La co-evolucion de circuitos regulatorios paralogos, basada en el re-

ensamblaje de los reguladores locales y de sus operadores blanco, confiere una nueva
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habilidad para detectar diferentes sefiales ambientales y garantiza, al mismo tiempo, la
respuesta adecuada al dafio provocado por un metal especifico.

De la observacion previa que en E. coli s6lo CueR de S. Typhimurium,
CueRstwm, Y no asi suhomologo en esta bacteria, CueRgc, €s capaz de reconocer, aunque
con baja afinidad y sélo en presencia de oro, a un operador controlado por GolS (Fig.
34), y con el objetivo de determinar si dicha diferencia es debida a distintas afinidades
por el operador y/o por el metal inductor, construimos genes que expresan reguladores
quiméricos combinando los dominios N-terminal de uniéon al ADN y C-terminal de
unién al efector de CueRstv Y CueRec (Fig. 36-A). Del andlisis de la capacidad de los
reguladores silvestres CueRstm Y CueRegc y de los reguladores mutantes CueRstm-Cec
(dominio N-terminal de CueRstv fusionado al dominio C-terminal de CueRgc) Yy
CueRgc-Cstm (dominio N-terminal de CueRgc fusionado al dominio C-terminal de
CueRstm) para inducir la expresion de un reportero bajo control de un promotor del
regulon gol en E. coli, observamos que la activacion transcripcional del promotor
heterélogo depende del origen de la secuencia N-terminal del regulador quimera. En
otras palabras, CueRstm-Cec indujo la expresion del promotor PgolB mientras que no se

observé tal fenotipo con CueRec-Cstm (Fig. 36-B).

Estos resultados indican que alguna de las diferencias en el dominio N-terminal
de union al ADN de los sensores ortdlogos CueRstm Y CueRec, que se limitan a los
residuos de aminoéacidos en las posiciones 9, 30, 42 y 63 (Fig. 31), afectan la induccion
residual de los genes del regulén gol. Probablemente, mutaciones seleccionadas a lo
largo de la evolucion han permitido que en un caso CueR sea capaz de reconocer los
operadores homologos del regulon gol, mientras que en el otro, debido a la ausencia de
operadores homdlogos, no haya habido presion para la seleccion de estas mutaciones.
CueRstm podria, por lo tanto, inducir el regulén gol en forma auxiliar cuando el sistema
primario de detoxificacion de Au resulte insuficiente en condiciones de estrés
provocado por concentraciones excesivas del metal, confiriendo asi una ventaja

evolutiva a este patdgeno.

El segundo objetivo general de este proyecto de Tesis se centré en el analisis
molecular y funcional de STM1266, un regulador transcripcional homologo a MIrA,

especifico de Salmonella.
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Del andlisis in silico de STM1266 y de su entorno génico, y conociendo el sitio
de inicio de la transcripcion +1 localizado a 24 pb del ATG (Kroger y col., 2012),
identificamos las posibles cajas regulatorias -35 y -10 y un terminador p-independiente
a 21 pb corriente abajo del gen (Fig. 40-A). En la region promotora de STM1266
identificamos, ademas, un sitio putativo de uniéon a RpoS. Sin embargo, la expresion de
STM1266 resulto ser independiente de o (Fig. 40-B).

Del analisis in silico de la regién promotora de STM1265, codificante para un
regulador LuxR huérfano putativo, encontramos dos secuencias diadas, una de ellas
situada entre las cajas regulatorias -35 y -10, anédloga a la arquitectura de promotores
regulados por sensores MerR convencionales, y la otra localizada corriente arriba del
elemento regulatorio -35, similar a la disposicion de la diada reconocida por MIrA en la
region promotora de csgD de E. coli y S. enterica (Fig. 41). Sin embargo, no pudimos
determinar posible regulacion transcripcional del mismo por parte de STM1266, ya que
STM1265 no se expresa 0 lo hace por debajo de los niveles detectables en las

condiciones de cultivo ensayadas.

Observamos que la delecién de STM1265 provocé un incremento de 5 veces en
los niveles transcripcionales de STM1266 y que la complementacion de la mutante
ASTM1265 con un vector que expresa ectopicamente a STM1265 no revirtié el fenotipo
observado por la delecién del mismo (Fig. 44). Estos resultados, sumados al hecho de
que el gen codificante para STM1265 termina a 6 pb de la caja -35 ubicada en la region
promotora de STM1266 (Fig. 43-A), sugieren la posibilidad de que exista una region
represora 0 moduladora negativa en el extremo 3" de STM1265. Esta hipotesis se
refuerza con el hecho de que una mutante en la que s6lo delecionamos los primeros 344
nt de STM1265, conservando 250 pb en el extremo 3’ del mismo, ASTM12655::km,
manifestd un nivel de actividad transcripcional de STM1266 mas aproximado al

determinado para la cepa silvestre en STM1265 (Fig. 44).

Observamos que una cepa con altos niveles del regulador STM1266 no so6lo
perdi6 completamente su capacidad de motilidad tipo swarming (Fig. 46-A) y mostrd
una disminucién en su capacidad de motilidad tipo swimming (Fig. 46-B), sino que
ademas manifestd un aumento en la produccion de biopelicula respecto de la cepa
silvestre (Fig. 47). Coherente con estos fenotipos, demostramos que la expresion

ectdpica de STM1266 estimuld la produccidn y secrecion de celulosa (Fig. 48), uno de
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los principales componentes de la matriz extracelular. Ademas, observamos que la
sobre-expresion de este regulador confirid6 mayor resistencia a estreptomicina (Fig. 50).
La delecion de STM1266, en cambio, mostré un aumento leve de la motilidad respecto
de la cepa silvestre, manifestd6 un fenotipo mucoso (Fig. 46-A), disminuyo
significativamente la capacidad de formacién de biopeliculas (Fig. 47) y presentd cierta
deficiencia en cuanto a su capacidad de crecimiento en medio sélido, aln en ausencia
del antibidtico (Fig. 50).

Si bien la cepa que produce altos niveles de STM1266 posee mayor capacidad
de formar biopeliculas que la cepa silvestre, ensayos transcripcionales confirmaron que
la sobre-expresion de este regulador no afectd transcripcionalmente la expresion ni de
mirA ni de csgD, aunque la delecion del mismo mostré una disminucion
aproximadamente a la mitad la induccion de csgD en una cepa silvestre para mlrA a
temperaturas inferiores a los 30°C (Fig. 51-A). Evidentemente, STM1266 estimula la
formacion de biopeliculas por medio de algin mecanismo independiente de csgD,
posiblemente como consecuencia de un aumento en los niveles intracelulares d c-di-
GMP. El hecho de que STM1266 estuviese induciendo la expresion de enzimas con
actividad diguanilato ciclasa o reprimiendo la expresion de enzimas con actividad

fosfodiesterasa explicaria estas observaciones.

Ha sido reportado (Romling y col., 2008) que la arquitectura general de la
cascada regulatoria de la produccion de curli en E. coli y S. enterica serovar
Typhimurium es practicamente la misma. Sin embargo, las discrepancias en la identidad
de las proteinas GGDEF/EAL que modulan la concentracion de c-di-GMP en estas
bacterias (Tabla 6), sumado a las diferencias en la secuencia de bases nucleotidicas en
la region promotora de csgD (Fig. 52) y al hecho de que STM1266 sea especifico de
Salmonella (McClelland y col., 2001; Fig. 37), refuerzan la hipotesis de que la
evolucién haya re-ensamblado funciones altamente conservadas, dependientes de c-di-
GMP, como lo es la expresion de curli y formacién de biopeliculas, por medio de la
transferencia horizontal de genes y modificaciones en los mecanismos regulatorios de
los mismos. La caracterizacion de los procesos celulares dependientes de STM1266
contribuira a la comprension de los mecanismos funcionales de reguladores MerR no

convencionales (Fig. 8).
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Resumen

Dos reguladores transcripcionales paralogos de la familia MerR, CueR y GolS,
son responsables de la deteccion y la resistencia a iones de metales monovalentes en
Salmonella enterica. A pesar de que presentan un grado de similitud alto en su
secuencia proteica y en la secuencia nucleotidica de sus operadores blanco, estas
proteinas difieren en la naturaleza de la sefial que reconocen asi como en el conjunto de
genes cuya transcripcion regulan. Recientemente, en el laboratorio donde se desarrolld
esta Tesis se demostré6 que el reconocimiento selectivo de secuencias promotoras
depende de la presencia de bases especificas localizadas en las posiciones 3" y 3 de los
operadores reconocidos por estos reguladores. En el primer Capitulo de la presente
Tesis demostramos que el residuo de metionina en la posicion 16 de GolS,
absolutamente conservado entre proteinas homoélogas a este regulador pero ausente en
todos los xenologos del tipo CueR, es clave para el reconocimiento selectivo de
secuencias promotoras que presentan la marca distintiva de todos los operadores
regulados por GolS, en tanto que el residuo en la posicion 19 auxilia en la interaccion
especifica sensor/operador; y que el reemplazo de estos residuos por los conservados en
el regulador pardlogo cambia el conjunto de genes reconocidos por estos factores
transcripcionales. A su vez, demostramos que existe una actividad regulatoria
diferencial entre CueR de Salmonella, CueR stm, y su ortologo de E. coli, CueRec,
probablemente debido a diferencias sutiles en el dominio N-terminal de union al ADN.
Estos resultados indican que la co-evolucion de un regulador y sus operadores blanco
dentro de la célula bacteriana provee de las condiciones necesarias para evitar el
reconocimiento cruzado y garantizar la respuesta adecuada al dafio provocado por un
estresante dado, en este caso un ion metalico. Finalmente, iniciamos la caracterizacion
de otro regulador transcripcional MerR, especifico de Salmonella y homélogo a MIrA,
implicado en la regulacién de la motilidad en y la formacion de biopeliculas. Los
resultados que se describen en el segundo Capitulo de esta Tesis demuestran que altos
niveles de STM1266 disminuyen la motilidad, incrementan la produccion y secrecién de
celulosa, confieren mayor resistencia a estreptomicina y estimulan la formacion de
biopeliculas, posiblemente debido a la participacion de este regulador en la modulacién

transcripcional de csgD.
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