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RESUMEN

Pseudomonas aeruginosa es un patdgeno oportunista gram-
negativo, que causa serios problemas en pacientes con defectos
generales o locales en su sistema inmune, es el principal factor
de mortalidad en la fibrosis quistica y es una de las mayores

causas de infecciones en los hospitales.

La secrecién de compuestos téxicos (exotédxina A;piocianina) ,
de enzimas hidroliticas {(la elastasa, lasB ; proteasa LasA;
proteasa alcalina Apr, fosfolipasa C), ramnolipidos y alginato
estan asociados con su patogenicidad (1,2,3.). En P. aeruginosa se
han descrito 2 vias principales para la requlacién de la
produccidén de algunos de éstos exocompuestos. Ambos circuitos son

activados en condiciones de alta densidad celular, por 1los

reguladores transcripcionales LasR y RhlR (4, 4a).

LasR vy RhlR pertenecen a la familia de reguladores
transcripcionales tipo LuxR, esta familia esta asociada al
fendmeno de autoinduccién, que es un mecanismo de control de la
expresién genética dependiente de la densidad celular, el cual
consiste en la activacién de los reguladores transcripcionales a
traves de la interaccién con N-acil homoserina lactonas (HSLs;

autoinducteores bacterianos) (5, 6}.

Puesto que RhlR es un activador transcripcional que desemperia
un papel primordial en la expresién de metabolitos relacionados
con la virulenta de P. aeruginosa (13,14,15), el objetivo del
presente trabajo es contribuir al esclarecimiento de la regulacién

de su expresidn a nivel transcripcional.




INTRODUCCION

REGULACION TRANCRIPCIONAL MEDIANTE “QUORUM SENSING”

El “quorum sensing” es un mecanismo comin de regulacién
transcripcional en bacterias. Fue descrito inicialmente por J. W.
Hastings en la bacteria luminiscente, Vibrio fischeri
(Photobacterium fischeri). El término ‘“quorum sensing” fué
descrito por primera vez por Clay Fuqua, Steve Winans vy E. P.
Greenberg en 1994 (18).

El sistema de “quorum sensing” es utilizado por un amplio
numero de bacterias gram-negativas para regular la transcripién de
un grupo de genes por medio de la densidad celular(l7).

El control de la luminiscencia por medio de la densidad
celular, en el simbionte marinoc Vibrio fischeri, es el sistema
mejor estudiado a la fecha; es por ésto que es considerado el
sistema modelo para ““quorum sensing””, aunque cada uno de los
sistemas presenta caracteristicas unicas (17,18,19,20,21,22,23.).

En el “quorum sensing”, la bacteria realiza un censo de su
poblacidén. Cuando se alcanza una suficiente densidad celular, la
bacteria responde produciendo ciertos metabolitos. Una molécula
de sefializacién intercelular (autoinductor) se produce en las
células bacterianas, ésta se difunde al medio, y cuando alcanza
una concentracién critica, ocurre la activacién genética.

Existen dos genes esenciales para la regulacién mediada por
el sistema “quorum sensing” : el gen I y el gen R. El gen I
codifica para una enzima autoinductor sintasa que dirige 1la
sintesis de N-acil homoserin lactona (HSL, autoinductor) . El gene
R codifica para un activador transcripcional, que es activado por

el autoinductor (N-acil HSL).



LOS AUTOINDUCTORES EN BACTERIAS GRAM NEGATIVAS

Los autoinductores tipicos en bacterias gram negativas, salvo
algunas excepciones, poseen un anillo de homoserina lactona (HSL),
Y un acido graso. La diferencia entre los autoinductores esta en

el tamano del acido graso y las sustituciones que éste presenta
(24) (Figura 1}.
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N-3-oxododecanoil homoserina lactona (PAI-!) (OdDHL)
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N-3-oxohexanoil homoserina lactona (VAI-I) ( OHHL)
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0

N-butanoil homoserina lactona (PAI-2) (BHL)
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Figura 1.- Muestra las estructuras de algunas moléculas autoinductoras:
OdHL presente en P, aeuginosa; OHHL presente en E. agglomerans,
E.carotovora, E. stewartii, N. europaea, O. proteus, V. fischeri, Y. entericola y

Y. pseudotuberculosis; BHL presente en Aeromonas hydrophila, A
salmonicida, P. aeruginosay S. liquifaciens.




El descubrimiento de que la molécula autoinductora {(N- (3~
oxohexanoil)-L-homoserin lactona) (OHHL., VAI-I) en el sistema de
luminiscencia de Photobacterium fischeri, es capaz de regular la
conjugacidén en Agrobacterium tumefaciens, ademas del metabolismo
secundario y la virulenia en el patdgeno de plantas Erwinia
carotovora, ha incrementado el interes de acerca del papel que
desempefian los HSLs en la expresién .genética bacteriana.

Un amplio nimero (aun creciente) de bacterias sintetizan
HSLs como parte de un sistema de comunicacién intercelular {(24a)
(Tabla 1), que facilita la induccién de regulones genéticos. Esta
induccién genética se lleva a cabo cuando la poblacidén bacteriana
alcanza una densidad celular significativa. La dependencia de la
densidad celular es producto de la acumulacién de 1la molécula

sefial, que ha alcanzado una concentracién critica.

BIOSINTESIS DEL AUTOINDUCTOR

Ya que el “quorum sensing”, es un factor importante en la
expresién de genes de virulencia en patdégenos de plantas y
animales (6,13,17,25), resulta importante dilucidar el mecanismo
de la biosintesis de las moléculas autoinductoras (acil-HSLs) .

Los cultivos en fase exponencial de V. fischeri Yy V. harvery
expresan débilmente los genes lux durante la fase temprana de
crecimiento exponencial, mientras que cuando entran a la fase
tardia de crecimiento exponencial, la expresién del operon lux se
activa fuertemente (26,27).

Los primeros indicios de la presencia del autoinductor,
fueron observados cuando en un medioc libre de células, vy
recuperado de un cultivo crecido hasta fase estacionaria, fué

capaz de activar la luminiscencia de cultivos en un estadio



ORGANISMO FENOTIPO SISTEMA QUORUM SENSING .
Ndmero de
acceso
Gen | Gen R Autoinductor] GenBank

Aeromonas hydrophila Proteagas extracelulares AhyI AhyR BHL, HHL XB9469
Aeromonas Prafeasas extracelulatesy ABal AsaR EHL. HHL uE5741
salmenicida
Agrobagteriun Conjugacidn Tral TraR OCHL L17024,
aciens L22207
Chremobacterium Antibidricos, exaenzimag, Cvil CviR HHL
violaceum clianura, violaceina
Enterobacter
agalomerans K Eagl 7 OHHL X74300
Erwinla carotovora ancibidcico Carl CarR OHHL Uii224,
subsp. carotovora {ExpI) X72891,
EXoenZimas {ExpI) k3 X74299,
X80475
Erwinia chrysanthem? ? ExpI ExpR ? X96440
Echl Echl 45854
Erwinia stewartii Exapolysacidrido Esal EsaR OHHL L32183,
L32184
Escherichia coli Divisién celular ? sdia ? X03691
Nitrosomonas europaea Salida de la fase lag r ? OHHL
obesumbacterium S oprl oprR OHHL
[IroCens
Vibrio {(FhoteobacCer 1am) Bioluminiscwencla Luxl LuxR OHHL, HHL M19039,
fivcheri HIG844,
M25752
Ains AinR CHL L37404
Peawlomonas Proteagsa alealina, LasI LasR O1DHL M59425,
arruginosa «lastasa, exotoxina A, SwigssProt
exoenzima g, Pliga3

neuraminitaga,
hemiliginm.

Quitinasa, elastagn, Rh1I Rh1R EHL LOg9G2,
cianure, pioccianina, uiilsil,
ramnal {pide, lectinas, uis6q4

actividad estafilolicica .
hemolisina, proteasa
alcalina . RpoS

¥ 7 PhzR 7
Prewdomonas Antibidticn fennzina Phzl FhzR 7 132729,
aureofaciens L33724
Pseudomanas Antibidrice fenazina Phzl BhaR ? L4RE1E
fluorascens
PeeUdomonay syringae ? psyl FsyR ? Uisg02
pv tabaci
Ralsconla B soll SolR g AF021840
solanacearum
Rhizobium Nodulacion, Bactariocina H RhiR ¥ [AEERE]
leguminasarum penuefia.
Rhodobacter Community escape Cerl CerR ? AF016298
sphaeroides
Serratla liqultaclens Swarmlng, LogIollpaga Lwrl ¥ BHL V22823
Yibrfo apqei]lagum 2 Yanl Mang ODHL U6N677
vibrio harveyl floluminescenaia, LuxiM LuxN HEHL L13940¢
metabolisme del
polihidroxibutiraca
Xenarhalxlue Virulencia, lipaga bacretiana ? ¥ HEHL o un
nematophilus hom6logo
similar
Yerainia enterocolitics ? ¥enl YenR OHHL, HHL X760R2
Yersinla ¥ Yl Yepk OHHL, HHL
pseudotuherenlosis
Yersinia ruckeri T YukI YukR ¥

Tabla 3.-Sistemas "quorum sensing” en algunas bacterias gram-negativas.




temprano de crecimiento exponencial. La sustancia capaz de
ocasionar este fenémeno recibid el nombre de autoinductor (26,28).
Eberhard et al. (29), posteriormente purificd el autoinductor de
V. fischeri, y encontré que el autoinductor era una N(3-
oxohexanoil) homoserina lactona (VAI-I) (Figura 1)., y demostrd
que ésta molécula se difunde libremente a traves de la membrana
bacteriana (30). Engebrecht et al. mas tarde demostrd que cepas de
E. coli que tenian clonada una copia de luxI, fueron capaces de
producir el autoinductor especifico de V. fischeri (VAI-I) (31). A
su vez este resultado sugeria que el sustrato para la enzima LuxI,
deberian ser metabolitos comunes. De igual forma, otros homéleogos
de luxI ,clonados en cepas de E.coli, son capaces de producir su
autoinductor especifico., indicando que cada una de las proteinas
tipo-LuxI determinan el autoinductor especifico a producir.
Experimentos recientes, indican que las proteinas tipo LuxI
son autoinductor sintasas que utilizan como sustratos acil-ACPs
Yy S-adenosil metionina (SAM) (32,33,34,35,36,37). Los datos
disponibles a la fecha permiten plantear un esquema de la

biosintesis del autoinductor (figura 2).

S S SAM
E E-SAM
|
MTA ( )
E-MTA ’/y Butanoi-l ACP
(iv)
Butanoil-HS

SAM Bplancil-ACP
QE)’
E-butanaoll-SAM

() (J)
ACP
Figura 2.- Mecanismo de reaccién enzimitica propuesto para la sintesis del

autoinductor por RhlI. El orden secuencial de putratos ¥ productcs uae
muestra entre parentesis. Esta es una reaccién ordanada en la cual los
sustratos se unen en un orden definido y los productos se liberan en un
orden definido. E, enzima; ACP, proteina acarreadora de grupes acilo;
SAM, S-adenosil metionina; MTA, S-metil ticadenosina; Butanpoil-HSL,
Butaneoil homoserina lactona.S



Este modelo contempla como primer paso, el atague nucleofilico de
la posicién C1 del conjugado acil-ACP, por medio del nitrogeno
amino de SAM, generando una union tipo amida. La lactonizacién
subsecuente o sucesiva a la formacién del grupo amida, da como
resultado la formacién de un anillo, la liberacion de la acil-HSL,
y la formacidén del producto lateral 5-metil tioadenosina (MTA).
Aunque el mecanismo para la bidsintesis de los autoinductores
(HSLs), parece haber sido dilucidado, aun se desconocen algunos
pasos cataliticos , por ejemplo:
Las aciltransferasas que interaccionan con sustratos unidos a ACP,
casl siempre forman uniones covantes transitorias {uniones ester o
tiester) entre las cadenas acilo y los residuos de cisteina o
serina . La existencia de residuos conservados de cisteina o
serina (Cys68 y Serl04 en LuxI) sugiere que las acil HSL sintasas
podrian tener un mecanismo de acilacién transitoria (17,32,38),
sin embargo, el andlisis de mutacicnes dirigidas en las proteinas
LuxI, Tral y RhlI, revelan que la cisteina conservada (asi como
las no conservadas en cada proteina) es dispensable para 1la
actividad de acil HSL sintasa (39,36). Por otro lado, la mutacién
en la serina conservada de Tral, abate por completo su actividad
de acil HSL sintasa,sin embargo este residuo no es esencial en las
proteinas LuxI y RhlI. Aunque éstos resultados demuestran gue 1la

acilacién transitoria no ocurre en estos residuos, es posible que

la union covalente ocurra en otro residuo de la proteina.

EL GEN I

Los hombélogos de LuxI muestran una similitud en secuencia de entre

28 a 35 % (excepto para los miembros de mismo género (figura 3).



1 MTIMIKKSDFLAIPSEEYKGILS} -SNAEYIYACD-~DTENVSGCWELLPTTGD LUXI
1 LTVSPDQYQHQNSYLKQHH L ELS-PTYILATF--GGQRVVG ;LAgscg TRAI
1 MiVOTGRREEF--DKKLLGEMHKL L5-PYYMLIQEDTPEAQVFGCWIITLOTTGE  LASI
1  -MIBLLSESLEGLSAAMIARTGR FDHPQTRYIVA-MGRQGICG TTDX RHLI
1  --MHMEEHTLNOMSDELKLMLGRI YDTEHARYLLAFNEDRATVGCARL PHZI
1 LFT LSEKKSEEL (8D~ DNATYLEGVE-~-GDQVICS SHEIEY EXPI
1 MN-NNTTYLFGTK---DNTVICSTHFT HSLI
1 1 -NNTTYLFGIK---DNTVICSL CARL
1  -MLELFDVSYEELQTTRSEELYKY G-PGTRYILGIC---EGQLVCS ESAI
1 -MEEIFDVSYNDLTERRSEDLYKLEH N-SGTRYMLGIY---DNQLVGS EAGI
1 -MLKLFNVNFNNMPERKLDEIFS" K D-ENTNYILGTI---DDTIVCS YENI
1 -MIELFDVDYNLLPDNRSKELFS] Y|§N-RHATYIFGTY~-~QNHVICS SWRI

78 YHLRSVPPELLGQQSAPKDPNIVELS
78 THLERTFPQLLATGSLSATTAHIET
79 r@ KNTPPELLHGKEAPCSPHIWﬁLs
79 YiLKEVFAYL—csaTp?snpsqubs
75 HEL EGV?GHT-CAGAPPKHPAIW
76 TGTEF PYFEKIDIPESKYIESS
16 NMITGTFF PYFKEINIPEGNYLESS
76 NMITGTFF PYFKEINIPEGNYLESS
76 NHITHTF QHCFSDVTLPAYG- TESS

EAVGKN--SSKINNSASEITHKLFEAIYKHAVSQGITEYVTVTSTAIERFLKB LUXI
FCVDTTLPTGRACRQLHLATLTHRAGIIEWSMANGYDEIVTATDLRFERILKR TRATI
RAINS---GQKGSLGFSDCTLEAHRALARYSLQVDIQTLVTVTTVGVEKNHIE LASI
XAASAA -------- DDPQLAMKIFWSSLQCAHYLGASSVVANTTTANERYFVR RHLI
?TTR ——————————— EPQLAMPLFWRSLKTASLAGADAIVGIVNSTMERYYK] PHZI
FFVDKARSKTILGNSYPVSTM~FFLATVNYSKSKGYDGVYTKVSHPHLTILKR EXPI
FFVDKSRAKDILGNEYPTSSM LFLSMINYSRDKGYDGIYTIVSHPMLTILKR HSLI
FFVDKSRAKDILGNEYPISSM-LFLSMINYSKDKGYDGIYTIVSHPHLTILKR CARI
FFVDKARARALLGEHYPISQV—LFLAHVNWAQNNAYGNIYTIVSRAMLKILTR ESAI
76 NHITHTF-QHLFGDVKLPEGDYIDSS FFVDKNRAKALLGSRYPISYV-LFLSMINiARHHGHTGIYTIVSRAMLTIAKR EAGI
16 THITGP? -APYFSDVSLPIDGFIESS FFVEKALARDMVGNNSSLSTI LFLAMVNYARDRGHKGILTVVSRGMFILLKR YENI
76 ﬁhISDGVFDTYFNDIKLPDGNYVEAS __IDKARIQAMQLRQAPISAM—LFLSMINYARNCGYEGIYAIISHPMRIIFQR SWRI

156 IKVPCHRIGD----- KFIHVLGD—'TKSVVLSMPINEQFKKAVLN LUXI
158 AGWPHTRLGEPVAIGNTVAVAGHLPADRKSFERVCPPGYRSIIADDNGRPLRSAA TRAT
155 RGLDVSRFGPHLKIGIERAVALRIELNAKTQIAL“““-YGGVLVEQRLRVS LASI
150 NéVILQRLGPPQKVKGETLVAISFPAYQERGLEHLLRYHPFWLQ&VPLSMAV RHLI
147 NGVHYERLGPVTVHQNEKILAIKLSAHREHHRSAVAP--SAFMSDTLLRETA PHZII
154 SGWKISIVEQGMSPKHERVYLLFLPVDNESQDVLVRRINHNQEFVESKLREWPLSFEPH“EPVG EXPI
154 SGWGIRVVEQGLSEKEERVYLVFLPVDDENQEALARRINRSGTFMSNELKQWPLKGPAAIAQA HSLI
154 SﬁWGTRVVEQGLSEKEERVYLVFLPVDDENQEALARRINRSGTFMSNELKQWPLRVPAATAQA CARI
153 SGWQIKVIKEAFLTEKERIYLLTLPAGQDDKQQLGGDVVSRTGCPPVAVTTWPLTLPV ESAL

154 SGWEIEVIKEGFVSENEPIXLLRLPIDCHNQHLLAKRIRDQSESNIAALCQCPMSLTVTPEQV EAGL

154 NITVLNQGESEKNEVIYLLHLGIDNDSQQQLINKILRVHQVEPKTLETWPIIVPGIIK YENI
155 $ HISVVKTGCSBKNKNIYLIYMPIDDANRNRLLARINQHATKMG SWRI

Figura 3.- (Tomado de Fugua et al 1998) Alineamiento multiple de

secuencias de algunos miembros de la familia LuxI. El sombreadso tenue

indica una similitud arriba de 50% entre residuos aminodcidos. Las

sombras oscuras indican la presencia de residuos aminocdcidos identicos

en todas las proteinas alineadas.

La secuencia nucleotidica del gen rhll de P. aeruginosa,

permite predecir una proteina de 196 aminoacidos con un peso de

22,202 Daltones, una carga de -3.96 a pH 7.0 y un punto

isoeléctrico de 5.442 ().

EL GEN R

Aunque existen regiones muy conservadas, los niveles de

similitud en secuencia son frecuentemente muy bajos, entre 18 y

25% entre los miembros de la familia LuxR (17) (Figura 4).




secuencias de algunos miembros de la familia LuxI.

indica una similitud arriba de 50% entre residuos aminodcidos.

1 ~MENINADDTYRIINKI KACR}\YDINQCLSDMTKMVHCEYY*—LTMI IYPHSMVKSDI SILDH’HEK ERQ DDPJ!LIK LUXR
1 ----MQHWLDKLTDLAAIEGDECILKTGLADIADHPGETGYAYLHI--—--~-~- QHRHLTAVTNYHROBOSTHFDKKFEA TRAR
| R MALVDGFLELERSSGKLEWSAILQKMASDLGFSKILFGLLPKDSQDYFNAFIVGyYP-'¢RE DRAGYAR LASR
1 ~MRNDGGPLLWWDGLRSEMQ?IHDsQGVFAVLEKEVRRLGFDYYAYGVRHTIPFTRPKTEVHGT?? B ERJOMONYGA  RHLR
1 --MELGQQLGWDAYFYSIFARTMDMQEFTAVALRALRFLRFDFFRYGMCSVTPFMRPRTYMYGNYPElm QRIJOAANYAV  PHIR
R MSQLFYNNETISRIIKSQFDMALSHYGDIKYAYMVLNKKKPT ~=—~~ EILIISNHHD:aREI QANNY¥QH EXER
1 f IKKEMFL CARR
1 RANNFOL ESAR
1 KKNSYHL YENR
1 Rw e RENNYVH RHIR
1 —-MQDKDFFSWRRTMLLRFQRMETAEEVYHEIELQAQQLEYDYYSLCVRHPVPFTRPKVAFYTNYP AEVSYRQAKNELA  SDIA
1 ---MKQDQLLEYLEHFTSVTDGDRLAELIGRETLGMGYDYY-~-RFALTTEMSMORPKVVLENQCEDSHEVOANTANHMLA  AHYR
78 FSFPIHTANNGEGMLSFAHSEKDNYIDSLFLHAC LUXR
69 SHTTIPIKTANGEMSMETMA---SDKPVIDLDREID TRAR
72 LTMPLHGARGELGALSLSVEAENRAEANRFIESY LASR
80 TLPIRAPNN-LLSV-LSVARDOONISSFEREET  RHLR
79 LAQPSFNTQ-GRVGV-LSLARKDNPISLOEFEAL PHZR
66 YTFVLHDHSHNLVMLSIMIDESNVSNIDDVIESN EXPR
56 . YTFVLHDHDNNVATLS IANKLEDA-NFEKCMKNH  CARR
66 : ;LTAFKRTSPFAHD-—ENITLMSDLRPrKIFsLstywwi-FTYVLnDHMNNLALLSVIIKGNDQTALEQRLAAE ESAR
66 LTAKDKVAPFAND- -DNSVINKKSTDSAVEKLAREYN IVNEYT FVLHDNSNNMATLNI SNGSDDSISEDERIEIN  YENR
a1 IVHLSKTCDHAEVASEALRDOKL- DRQSRRVMDEAREFKLI FSVPLHTRAGFQSIVSFG----AEKVELSTCDRS RHIR
19 PENFSQGHLI‘M————NDDLF—-SEAQPLWEAARAHGLR SVENAAQTGALGF-LSFSRCSRREIPILSDEL SDIA
75 ISFPLHGAAGENGILSFITAERASSDLLLESSPI  AHYR
156 MN-IPLIVPSLVDNYRKI K5SWOISKILGCSERTVTFHLTNAOMKL  LUXR
145 AVAAAATIGQIHARISFL : TMEETADVEGVRYNSVRVKLRERMKRE TRAR
148 LPPLWMLKDYALOSGAGE======- AFEHPV-SKPVVLTSF LASR
152 RLRLRCMIELLTQKLTDL~==~~w~~ EHPM- LMSNPVCLSHR A RHLR
151 KVVTKAFAAAVHEKISEL------- ESDVRVENTDVEFSGRECDVLEHT KTSEEIGVIHGVCTDTVNYHHRNIQRKI PHZR
144 KDKLOMTLMTIHAETISLYREMIRNKEDERSN-DKDIFSQRINEIT KTYOEIALILDIKTGTVKFHIGNVVKKL EXPR
133 ENDLOMLLVNVHEKVMA-YQRAINDQDNPPDNSRNALLSPR CARR
144 QGTMOMLLIDENEQMYRLAGTEGERAPALNQSADKTIFSSRANE ESAR
144 KEKIQHLLIITHEKHLGLYQSNSDKNENRNTQIERDIFSPi KTYAE{SIILGIKRSTVKFHIGNVVRKL YENR
156 ALYLMAAYAHSLLAAQIG-~—--—- B AIEIATILGRSHRTIQNVILNIQRKL RHIR
152 QLKMQLLVRESLMALMRL . LW EZL SDIA
155 LSWMSNYIFEAAIRIVRV--—---==~ R ﬁ LFWASFEKTSGE TACT LGITERTUNYHLNOVTRKT ANYR
226 NTTNRCQSISKATLTGAIDCPYFKN LUXR
217 DVRSKAH ALATRRKLI TRAR
220 GVTSRRVAAIHAVNLGLITL LASR
224 DEPNXTLAMAYMAALGLY RHLR
224 GRSNRVQAS RYAVAMGYI PHZR
223 GVLNAKHATRLGIELOLIRPVOS EXPR
212 DVINSRHAITKALELNLFHSPCFPVVMKHMDAR CARR
224 GVSNARQATRLGVELDLIRPAASAAR ESAR
224 GVLNAKHAIRLGIELKLIKPI YENR
229 NVVNTPQMIAESFRLRIIR RHIR
224 NAPNKTQVACYAAATGLI SDIA
226 GSMNRYQATAKGVSSGTLLPNLEQVVVTNFPKIMD AHYR
Figura 4.- (Tomado de Fugua et al 1996) Alineamientoc multiple de

El sombreadec tenue

Las

sombras oscuras indican la presencia de residuos aminodcidos identicos

en todas las proteinas alineadas.



Los analisis genéticos que la proteina LuxR, demostraron que
esta compuesta de dos dominios funcionales principales (40,41): el
dominio N-terminal (entre residucs 20 y 120), el cual posee el
sitio de unidén para el autoinductor (entre residuos 79-120) y el
dominio regulador de la transcripcién localizado hacia el extremo

C-terminal (entre residuos 160 y 250) (Figurab).

e TR
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| - .
—=— Dominio regulador — |7 Dominio activador —
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Multimerizacion fictivacion transcripcional

Figura 5.-La proteina LuxR consta de dos dominios: El
dominic regulador (N-terminal) ¥ el dominio activador (C-
terminal). El dominio activador se extiende del residuo 160 al
residuo carboxile terminal 250, N contiene una regién de pegado
a DNA tipo hélice-vuelta-hélice. Este dominio activador

interacciona con el complejo de inicio de transcripcién. La regién
comprendida entre los residuos 230 y 250 al parecer se requiere
para la activacién transcripcional, pero no se reguiere para la
unién a DNA. El dominic regulatorio se extiende hasta el
residuo 160; una regidén de este dominio (residucs 79 a 127) esta
relacionada con unién del autoinductor, Y otra regidén comprendida
entre los residuos 120 y 160 se requiere para la multimerizacidn.
En ausencia del autoinductor el dominioc regulatorio interfiere
con la actividad del dominio activador.

El dominio regulador de esta regién contiene un motivo de unién a

DNA tipo helice-vuelta-helice (residuos 190-210). El tercio de la



Ly

proteina hacia el extremo carboxilo terminal, es homdlogo a los
dominios de unién a DNA de un extenso grupo de reguladores
transcripciocnales (superfamilia LuxR). Esta regidén contiene un
supuesto motivo helice-vuelta-helice de 19 aminoacidos, el cual
debe estar involucrado a la unién del promotor blanco. La unién
especifica de esta region, se demostrdé en la misma proteina luxR,
asi como en otros miembros de la superfamilia (algunos ejemplos:
fixJ(42),NarL (43), Narp(44) y UhpB(45).

El mecanismo propuesto para la activacién transcripcional de ésta
superfamilia de proteinas, es que el dominio N-terminal actua
negativamente, impidiendo la interaccién entre el dominio C-
terminal y su sitio de unidén en el DNA(46). Esta inhibicién puede
ser liberada por la accidén de un ligando (el autoinductor en el
caso de luxR, o un grupo fosforilo en las proteinas reguladoras de
los dos componentes, como fixJ). La realizacién del modelo se basa
en estudios llevados a cabo utilizando deleciones de la proteina
LuxR, los cuales aportan los siguientes datos:

- cuando se deletd la regién N-terminal, las proteinas resultantes

activaron la transcripcion constitutivamente.

con la delecidn del supuesto motivo de unidén a DNA, se abolid
completamente la activacién transcripcional.’

~ se demostrd que una de estas proteinas truncadas se unen a DNA

en ausencia de su autoinductor (VAI-I).

cuando se deletaron alrededor de 40 aminocdcidcs en el extremo
carboxilo (del aminoacido 211 al 250), la proteina
resultante, conservd su capacidad de unirse a la zona
regulatoria lux del DNA , pero fue incapaz de activar 1la
transcripcidén del operon lux.

Los resultados anteriores sugieren que la regién N-terminal de las
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proteinas tipo LuxR, inhiben la unién de la regidén C-terminal-DNA
blanco , y que el autoinductor libera esta inhibicién. Asi como
que la regidén entre los residuos 211 y 250 de la proteina LuxR,
podria requerirse para la activacidén transcripcional
subsecuentemente a la unién de ésta al DNA.

Estudios recientes sugieren que EsaR, ExpR y YenR actuan mas
como represores que como activadores de sus genes blanco. Ya que
la expresién de los genes reprimidos por EsaR y ExpR, es
incrementada por sus autoinductores, se sugiere que éstos
compuestos inhiben el efecto represivo de éstas proteinas. Si se
asume que la unidén de éstas proteinas a su sitio blanco en el DNA
causa represidén, de este modo, el autoinductor podria reducir la
afinidad de unién al DNA, vy por lo tanto liberar la inhibicién.

Aungque auin no ha sido posible purificar la proteina LuxR en
su forma activa, se tiene evidencia bibéquimica de que ésta se une
al DNA,utilizando un fragmento C-terminal que es constitutivamente
activo in vivo. No se observd la unidn especifica a la secuencia
del promotor lux, cuando se utilizé como ligando la regién C-
terminal de LuxR o la RNA polimerasa por separado, sino que hasta
que ambos, LuxR y RNA polimerasa fueron afiadidos juntos. Este
andlisis sugiere que LuxR y RNA polimerasa podrian tener un efecto
coperativo de unidén al promotor lux.

Se tiene evidencia de que el autoinductor VAI-I interacciona
directamente con LuxR (41). Algunos andalisis de mutaciones en la
proteina LuxR, sugieren gque la regidén responsable de 1la
interaccién con el autoinductor, se localiza en el extremo N-
terminal. Se pudd delimitar una zona localizada entre los residuos
7% y 127, en la que las proteinas con mutaciones en ésta regidn,

requieren de niveles mas altos de autoinductor para su activacién,
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que la proteina LuxR nativa. La regidén en la cual se localizarén
éstas mutaciones muestran un alto grado de conservacién entre la
proteina LuxR y sus homélogos (50% de identidad).

La observacidén de que LuxR reconoce un amplio rango de N-acil
homoserin lactonas, cuando es expresada en E.coli, ha generado la
hipotesis de que la proteina LuxR podria no interaccidnar
directamente con el autoinductor , sino a traves de otra proteina
que reconociera al autoinductor. Sin embargo, los estudios
genéticos y de receptor-ligande, mencionados anteriormente, apoyan
mas una interaccién directa entre la proteina luxR y el
autoinductor.

Analisis de cepas de E. coli que contenian alelos de luxR
silvestre y el mutado, sugieren gque LuxR funciona como
homomultimero y que la regién requerida para la multimerizacién,
se encuentra entre los residuos 116 y 161 (47} . La regién del DNA
{(caja lux) donde se une la proteina luxR exhibe una simetria dial
(48,,50,}) al igual que otros supuestos sitios de unién de
homélogos de LuxR (49,51,52,53,54,55), esta caracteristica sugiere
que las proteinas luxR posiblemente se unen a la cajas lux en
forma de dimeros.

ELEMENTOS REGULATORIOS EN CIS.

La caja lux es una regién invertida repetida de 20 nucleédtidos,
localizada a 44 nuclebdtidos arriba del sitio de inicio de
transcripcidén del operdn lux (figura 6) (16,55). Esta caja es
indispensable para la activacién del operon de luminiscencia, vy
muy probablemente es el sitio de unién de la proteina LuxR. De
manera semejante, en la regidén promotora de los genes tra, las
cajas tipo lux (cajas tra, 18pb) se localizan arriba de al menos

Lres genes regulados por TraR, y la disrupcidén de éstos elementos
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anula la activacién transcripcional por TraR (54).Las cajas tipo
lux presentes en los promotores regulados via LasR (cajas las),
asi como en otros, invariablemente sobrelapan por un nucledtido,
el elemento -35 de la regidén de pegado de sigma70 (53,56,54) .Las
cajas lux y las cajas las, son suficientemente similares para que
LuxR pueda activar la transcripcién del promotor lasB en presencia
de VAI-I, y viceversa, LasR puede activar la transcripcién del
promotor lux, en presencia de PAI-I (56).

Por otro lado, otros promotores regulados por TraR y LasR
carecen de cajas tipo lux. Tal es el caso del promotor de lasI que
al parecer carece de regiones consenso tipo caja lux (35), y sin
embargo es inducible por LuxR. La proteina TraR activa la
expresidén del gen traR, en un promotor gue no tiene similitud
discernible a la caja tra (57). El promotor traM de A.tumefaciens
no tiene una caja tra comin, sino que ésta parece estar dividida
en dos mitades (58,59).

ORGANIZACION ESTRUCTURAL DE 1LOS GENES REGULADORES TIPO LuxR

Los sistemas de regulacidén tipo LuxR-LuxI comunmente se
encuentran adyacentes. En Photobacterium fisheri, 1luxR y luxI se
transcriben divergentemente (60). En contraste algunos se
transciben convergentemente, tal es el caso de expR y expI.,phzR vy
phzI.,yenR y yenI, y los genes esaR y esalI (51,61,62,63).En
algunos casos , genes R-I que se transcriben en la misma direccién
sobrelapan en el extremo 3’, tal es el caso de los sitemas lasR-
lasI y rhlR-rhlI presentes en Pseudomonas aeruginosa, aungue estos
no son expresados como un solo operédn (4a,64,13). En contraste a
los ejemplos anteriores, los genes traR y tral en A. tumefaciens,
estan separados por 60 kb en los plasmidos Tipo-octopina y por 30

kb en plasmidos Ti tipo nopalina(65,66,67).
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REGULACION GENETICA GLOBAL DEL “QUORUM SENSING” EN P.

aeruginosa

En Pseudomonas aeruginosa, LasR junto con su autoinductor N-
3-oxododecanoil HL (sintetizado por la enzima LasI) regulan la
expresidon de lasB, que codifica para una elastasa involucrada en
virulencia (68,69). LasR también afecta la expresién del gen lasA
(una segunda elastasa), la proteasa alcalina (apr) y también la
actividad de la exotoxina A (ETA) {(70,71). Aungue aun existe
controversia respecto a la jerarquia regulatoria entre los
sistemas LasR y RhlR, existen datos que sugieren gue LasR
controla la expresién de rhlR (72,73). RhlR es requerido para la
regulacién de ramnolipidos (rhlAB) y requiere para su actividad
del autoinductor N-butanoil HL (4a,64). Mutantes de P. aeruginosa,
en el gen rhllI, son incapaces de producir metabolitos secundarios
tales como piocianina y cianuro, también manifiestan defectos en
la produccidén de elastasa (4a,74). Sin embargo, la expresién de
los genes xcp, que codifican para proteinas de la ruta general de
secrecidén, son activadas por ambos sistemas, RhlR y LasR.
Finalmente existe un reporte de que el N-3-oxohexancil HL
exdgeno, promueve la sintesis del antibiético fenazina, aungue el
mecanismo por el cual se sintetiza aun no es claro (75).

Al parecer, en P. aeruginosa existe una amplia red
regulatoria controlada por ambos sistemas RhlR y LasR. En un
reporte reciente se encontrd gque se requiere de RhlR y N-butiril
HL (su autoinductor), para la expresién del factor sigma de fase
estacionaria (RpoS) (72,76). En E. coli existe un amplia variedad
de genes que forman parte del regulon rpoS (76,77)., y podriamos
asumir que en P. aeruginosa, el gen rpoS también tiene una

influencia regulatoria muy amplia. Las alteraciones en funciones
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especificas en el fondo de una mutante regulatoria las o rhl,
podrian reflejar directamente el control por medic de la cascada
gquorum-sensing o el control indirecto de RpoS.

Aungque la densidad de poblacién {(“quorum sensing”) y el
estatus nutricional de la célula, son fenémenos independientes,
éstos se encuentran relacionados., es por ello que la bacteria ha
desarrollado una serie de mecanismos para integrar ambas
respuestas. Un ejemplo de esta interaccidén la constituye el
desarrcllo del biofilm, donde la expresién de Lasl es esencial
para su formacion (78).

Estudios recientes sugieren que la expresién transcripcional
de lasR se encuentra regulada por Vfr (Factor regulador de la
virulencia, un homélogo de Crp en E. coli.), en respuesta a una
seflal aun no identificada (79,80). Por otro lado se ha propuesto
que rhlR y lasR se encuentran bajo el control de GacA (un
regulador responsiveo del sistema de los dos componentes, miembro
de la superfamilia LuxR/FixJ) (81). GacA y su sensor cinasa LemA,
regulan la expresién de una amplia variedad de genes de
virulencia, en respuesta de una sefial aun no identificada (82).
Por otro lado, es importante seflalar que en la mutante gacA- , no
se encontraron cambios significativos en la expresién oxohexanoil
HSL (autecinductor de LasR), mientras que la expresién de butanoil
HSL (autoinductor de RhlR) se abatio en un 90% en la fase de

crecimiento estacionario.
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Antecedentes

rhlR fue descrito por primera vez por Ochsner en 1994 {83),

como un activador transcripcional tipo luxR necesario para la
sintesis de ramnolipido. Mediante analisis posteriores referentes
a la funcién de rhlR, se encontré que la proteina RhlR en
conjuncidén con su autoinductor PAI-2 regqula positivamente la
expresidén de una serie de exoproductos involucrados en 1la
virulencia, el factor sigma RpoS, en la movilidad Yy en el sistema
de secrecidn xcp (84,64,72,85,86).

rhlR se encuentra ubicado abajo del operon rhlAB, genes gue
codifican para la ramnosil transfersa, una enzima clave en 1la
biosintesis de ramnolipidos. Pearson et.al. 1997, por medio de
experimentos tiﬁo northen, encontré que rhlR se transcribe
independientemente de rhlAB, formando un RNA mensajerc de entre
0.9 a 1.3. kb. (15) en cultivos de P, aeruginosa crecidas en un
medio bajo en nitratos y recoletado a una densidad de 0.9 a DO.
600 nm,

Se desconocen los elementos regulatorios de la regidén
promotora del gen rhlR.

En el presente trabajo se pretende contribuir al
esclarecimiento del mecanismo de la requlacién transcripcional del
gen rhlR, mediante la identificacién y pruebas de funcionalidad de

éstos elementos regulatorios.
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OBJETIVO GENERAL

- Andlisis de la regulacién transcripcional de rhlR en

Pseudomonas aeruginosa.

OBJETIVOS PARTICULARES

- Determinar la expresidén del RNA mensajero de rhlR en las

diferentes fases de crecimiento.
- Determinar el (los) sitio (s) de inicioc de transcripcién de
rhlR,
Hacer fusiones transcripcionales que contengan las regiones
promotoras de rhlR con el gen reportero lacZ.
- Determinar la expresidén transcripcional de rhlR en diferentes
mutantes regulatorias de P. aeruginosa.
- Hacer andlisis de la regidén promotora de rhlR.

- Proponer un sistema de regulacidén transcripcional de rhlR.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La estrategia para dilucidar la regulacién transcripcional de

rhiR, se dividié en 3 principales rutas

l.-Determinacién de la expresién del mRNA de rhlR en distintas

fases de crecimiento y condiciones de cultivo

Se obtuvo RNA total de P. aeruginosa crecida en medio LB y PPGAS a
diferentes densidades opticas, para posteriormente determinar el
comportamiento transcripcional de rhlR por medio de la técnica de

“dot blot”.

2.- Andlisis de la regién promotora de rhlR :

Se localizardn el(los) sitio(s) de inicio de transcripcioén de rhlR
por medio de la técnica de “primer extension”, posteriormente
mediante el anadlisis de la secuencia nucleotidica de esta regién,
se lidentificarén elementos regqulatorios inveolucrados en su

regulacién transcripcional.

3.- Expresién de rhlR en en el fondo genético de diferentes

mutantes regulatorias

Con la ayuda de fusiones transcripcionales de la regién promotora
de rhlR con el gen reportero lacZ, se procedié a monitorear los
niveles de expresién de rhlR en el fondo genético de diferentes

mutantes regulatorias.
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METODOLOGIA

CEPAS Y PLASMIDOS

Las cepas y plasmidos utilizados en el presente trabajo

50N

descritos en la tabla IV.
CEPAS BACTERIANAS Y PLASMIDOS UTILIZADOS EN ESTE TRABAJO
Cepas o plasmidos Caracteristicas rele;é—ntes o Ref_e?e;ncia
Pseudomonas aeruginosa o B o o
PAO1 Cepa silvestre 44
29-1 Mutante PAO1, met-9020 catA1 puuAt lip1 44
IBT8 Mutante pleiotropica deficiente en la

produccion de ramnolipidos -
PG201 Cepa silvestre. 19
65E12 PG201::Tn5, mutante puntual en rh/R 19
PAK Cepa silvestre.
PAK-N1 Mutante rpoN-de P. aeruginosa
Escherichia coli
ET8000 rbs lacZ:1S1 gyrA hutCye
resil13 ET800 Osa-
DH5a, supEd4, AlacU169, hsdR17, recAtl endA1,

gyrA86, thi-1, relA 1 45
Plasmidos
pUCP20 Derivado de pUC19 estable enE. coli

y Pseudomonas 46
pUOS8 Derivado de pUCP20 contiene los

genesrhlABRI 16
pRWS58 Derivado de pUCP20 contiene el

gen rhiR Este trabajo
pMP220 Plasmido Inc. P utilizado para construir
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pRD58-1

pRD58-2

pRD58-3

pRD58-4

pGMyC

fusiones transcriptionales confacZ

Derivado del plasmido pMMP220 con Este trabajo

una fusién transcripcional rh/R-lacZ
inserto de 520 nt.

Derivado del plasmido pMMP220 con
una fusién transcripcional rhiR-lacZ
inserto de 720 nt.

Derivado del ptasmido pMMP220 con
una fusién transcripcional rh/R-lacZ
inserto de 870 nt.

Derivado del plasmido pMMP220 con
una fusion transcripcional rhiR-lacZ
inserto de 1080 nt.

pUCP20 conteniedo el gen rhiR
bajo el promotor /ac. (Smal-Kpnl)

MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO

Las cepas de Pseudomonas utilizadas en éste

crecieron a 30 °C en medio PPGAS y LB

-Medio PPGAS:

NH4C1 0.02 M
KCl 0.02 M
Tris-HCl1 0.12 M
glucosa 0.5%
peptona 1%
MgsS04 0.0016 M

trabajo

se
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AJUSTADO A pH 7.2

-NH4Cl 0.02 M, KC1 0.02 M, Tris-HCl 0.12 M, glucosa 0.5%, peptona
1% y MgS0O4 0.0016 M ajustado a pH 7.2). Este medio esta limitado
en foésforo inorganico por lo que se optimiza la produccién

bacteriana de ramnolipidos (Mulligan, CN et. al 1989 J Biotechnol
12:199-210).

-Medio LB (Maniatis, 1982)

para un litro

NacCl 10gr
peptona de caseina 10gr
extracto de levadura 5gr
aforar con H,0 a 1000 ml
ANTIBIOTICOS

Las concentraciones de los antibidticos utilizados en ug/ml,
en las cepas fueron:

Escherichia coli Peudomonas aeruginosa
Medio LB Medio LB Medio PPGAS
Ap 100 -- -
Cm 30 100 50
Km 30 200 100
Nal 20 -- --
Sm 100 -- --
Sp 100 -- --
Tec 10 300 150

MANIPULACION DE DNA y RNA
Los procedimientos estandar para purificacidén de DNA total y

de pléasmidos, digestiones con enzimas de restriccién,
electroforesis en geles de agarosa, purificacién de DNA de geles

de agarosa, ligaciédn de DNA y transformacién de E. coli se
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realizaron seqin lo descrito por Sambrook et al., (1989). Las
secuencias de DNA se determinaron por el método de Sanger {Sanger
etal., 1977). La purificacién de RNA se realizé seqgun lo reportado
por Barry y colaboradores (1992).

Los fragmentos de DNA obtenidos por las digestiones con las
enzimas de restriccién fueron separados en geles de agarosa al 1§,
tefiidos con EtBr (0.5ug/ml).

CRUZAS TRIPARENTALES

Las cruzas triparentales para mobilizar y expresar plasmidos
de E. coli a Pseudomonas , se hicieron de la siguiente manera:
La cepa receptora (Pseudomonas) y las E. coli (donadoras vy
ayudador) se sembraron en medio LB con antibidéticos de seleccién
positiva, ambas fueron crecidas hasta la fase estacionaria.
Posteriormente se mezclaron (1:2:2) vy se lavaron con H,O para
eliminar los antibiodticos. Esta mezcla fue resuspendida en 10 mM
de MgS0O; y fue sembrada en medio LP sin antibiético durante 16

horas. a 30 °C. Se hicieron diluciones para obtener colonias

aisladas y se platearon en medio selectivo apropiado.

HIBRIDACION EN COLCNIA

Este método nos proporciona la posibilidad de poder hacer
busquedas en cientos o miles de clonas bacterianas conteniendo
secuencia de DNA de interés (libreria genémica). Grunstein (1975)
fue el primero en describir este método que consiste en la lisis
in situ de colonias bacterianas que han crecido sobre filtros de

nitrocelulosa, fijacién de DNA a la membrana e hibridacién con

sondas marcas con 32p,

Procedimiento:

l.- Preparar cajas de Petri conteniendo medio LB con antibiéticos
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de seleccidn positiva. Esterilizar y colocar los filtros sobre las
cajas Petri conteniendo medio LB adicionado con antibiéticos de
seleccidén positiva.

2.- Picar colonias sobre los filtros de nitrocelulosa. Hacer esto
por duplicado.

3.- Incubar de 5 a 7 horas a 37 °C.

4.- Poner 1 ml de NaOH 0.4 N sobre una superficie plana,
preferentemente un cristal.

5.- Sacar el filtro de las cajas de Petri y con la ayuda de pinzas
colocarlo sobre el ml de NaOH para lisar las colonias. Incubar 20
minutos (evitar formacién de burbujas ya que estas podrian impedir
el lisado de células)

6.- Lavar los filtros con SSC 3X y SDS 0.5 % durante 20 minutos a
temperatura ambiente (se pueden dar tres cambios de solucién en
este tiempo).

7.- Poner los filtros sobre papel Whatman 3 MM para secarlos (si
no se va a hibridar inmediatamente es necesario mantener 1los
filtros en una solucién de SSC 3X y a 4 °C).

8.- Colocar los filtros en tubos de hibridacién conteniendo 10 ml
de solucién de prehibridacién; Incubar 6 horas a 65 °C.

9.~ Decantar la solucién de prehibridacién Yy agregar ld ml de
solucidén de hibridacién

10.-Marcar el DNA sonda con 32P, y desnaturalizarla por calor a una
temperatura de 100 °C durante 3 minutos.

ll.-Adicionar la sonda, incubar 12 horas a 65 °C.

12.-Sacar filtros de los tubo de hibridacién y lavarlos con una
solucién de SSC 2X y SDS al 1%.

13.-Exponer los filtros a una pelicula sensible a rayos X.

Solucién de prehibridacién (10 ml.):
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Denhardt’s 50X 2 ml

S5C 20X 2.5 ml
Buffer fosfatos 1.0 ml
SDS 10 % 0.5 ml

Esperma de salmén (5 mg/ml} 150 ul
La solucidén de hibridacidén es la solucién de prehibridacién

pero carente de esperma de salmén y conteniendo la sonda marcada

radiocactivamente,

EXTRACCION DE RNA
l.-Crecer la bacteria en 200ml de medio PPGAS durante 14 horas.
—-Centrifugar y lavar la pastilla celular con NaCl-MgSO4 50 mM.

2.
3.-Centrifugar y resuspender la pastilla celular en un tubo de
1.5ml

4,

-Centrifugar y adicionar 400 pl con DEPC al 0.1% (diluido en
aqua) .
S5.-Adicionar 3 pl de DEPC al 0.5% y 500 ul de acetona helada,
mezclar suavemente y centrifugar a 10,000 rpm. durante 2 minutos.
6.-Desechar el sobrenadante y resuspender la pastilla celular en
300 pl de DEPC al 0.1%.
T.-Agregar 50 pl de lizosima (10mg/ml) preparada con DEPC al 0.5%,
incubar a 37 C° durante 10 minutos.
8.-Adicionar 15 pl de proteinasa K (100 pg/ml) e incubar en hielo
durante 10 minutos (si no se observa lisis, se puede adicionar mas
proteinasa).
9.-Adicionar 3.5 pl de DEPC al 0.5% , 200 pl de fenol Aacido
precalentado a 70 °C y 150 pl de cloroformo. Mezclar manualmente ¥
adicionar 120 pl de DEPC al 0.1%.

10.~Centrifugar a 12000 rpm durante 10 minutos.

1l.-Recuperar la fase acuosa en un tubo de 1.5 ml y adicionar iml
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de etanol absoluto.

12.-Incubar a -20 °C durante 2 horas.

13.-Centrifugar a 12000 rpm. por 15 minutos vy resuspender la
pastilla en 50 pul de DEPC al 0.1%.

14.-Guardar a -20 °C.

ELECTROFORESIS DE RNA

GEL DE AGAROSA:

Agarosa al 1%------- 0.5 grs.
Buffer MAE 5X------- 10 ml
H20-~======———— e 36.5ml

BUFFER MAE 5X:

MOPS 0.2 M-—--————mommo— 4.18grs.
Acetato de sodio 50 mM----- 0.41grs.
EDTA 5 mM----———-=———m 0.18grs

Llevar a un pH final de 7.0 (adicionando NaOH} y un volumen de
100ml.

COLORANTE
Formamida 500 ul

colorante

Desnaturalizar previamente el RNA a 55 °C durante 15 minutos.

PRIMER EXTENSION

Los ensayos de extensién de iniciadores, para la
identificacién de los inicios de transcripcién, se realizaron con
50 ng de RNA, purificado de cultivos crecidos a una de DO. 600 nm

de 1.2 en medio PPGAS. La reaccidén de extensién de iniciadores se

llevo a cabo de la siguiente manera:
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-~Reaccidén de marcaje con gama ATP (32P), de los oligonucledtidos.
Esta reaccioén se llevé a cabo con 1 U de la enzima polinucleédtido
cinasa (Boheringer}, Yy 20 picomoles del oligonucleotido, el

volumen de reaccién fue de 20 Hl. Se incubdé por 1 hora a 37<C.

-Reaccidén de extensién:

Se utilizdé el sistema de Amersham, siguiéndose 1las instrucciones
del fabricante. Se utilizaron, en 1la reaccién, las siguientes
cantidades, RNA, 50 pg; NaCl 2.5 M, 1.76 pl; Tris HC1l 1M, 0.66 ui;
oligonucledtido marcado (32P}, 5 picomoles; inhibidor de enzimas
degradadoras de RNA, 25 U (Boehringer), DTT 10 mM, 3.7ul,
desoxiribonucledtidos (dATP, dGTP, dTTP y dCTP) 40mM, 2 ul y 10 U
de la enzima Transcriptasa reversa (Amhersham). E1 RNA junto con
el «c¢loruro de sodio, la solucién de TrisHcl Yy los
oligonucleodtidos, se desnaturalizaron a una temperatura de 95 °¢
por 3 minutos. Posteriormente, se le anadié el resto de los
reactivos, ajustando la reaccién a un volumen de 40 Hl. La
extensidn se realizd a 42 °¢ durante 1 hora. E1 DNA copia (cDNA),
resultante de la reaccién de la transcriptasa reversa, se
precipité con 10 ul de acetato de amonio 10M y 100 Hl de etanol
Por un periodo minimoc de 3 horas (o toda la noche). Después de
centrifugar, el cDNA se lavé dos veces con etanol al 70%. E1 cDNA
Se resuspendid en un volumen de 8 Hl. Simultaneamente, se realizo
una secuencia nucleotidica, usando el mismo iniciador para

identificar el sitio de inicio de 1la transcripcién.
PRECIPITACION DEL DNA MARCADO RADIACTIVAMENTE

Este protocolo nos permite precipitar el DNA gque ha sido

incorporado y de esta forma podemos medir con la ayuda de un

26



contador de centelleos el porcentaje de incorporacién de la sonda.
l.-Anadir 300 pl de 1la solucidén RPE y 600 pl de propanol a la
solucién de marcaje. Mezclar con la ayuda de una pipeta.

2.-Incubar a -20 °C durante 30 minutos.

3.-Centrifugar 10 minutos en una microcentrifuga a 14000 rpm.
4.-Decantar el sobrenadante {(tener mucho cuidado ya que es liquido
radioactivo)

5.-Resuspender en 200 Ul de NaOH 0.1 M.

*Solucién RPE: 0.1 mg/ml de DNA de esperma de salmén. 10 mM EDTA

Y 2.5 M de acetato de amonio.

MEDICION DE ACTIVIDADES DE LA B-GALACTOSIDASA

a) PRUEBA DE 1A B-GALACTOSIDASA PARA Pseudomonas

{ Roseen et al. 1985, modificacién de la Prueba de Miller 1972)
l.-Las cepas fueron crecidas en medio PPGAS durante 3 o 12 horas
(D.C.goo de 0.5 a 0.6) antes de llegar al paso 2.

2.-Diluir a 0.05 D.0gop inoculando el precultivo en medio PPGAS
3.-Incubar con agitacién a 30 °C durante 12-14 horas.

4.-tomar un ml Y centrifugar 5 minutos a 5000 rpm.

5.-Decantar sobrenadante Y resuspender la pastiila celular en 1
ml de MgSO4; 10 mM.

6.-Tomar 100 Ll para la prueba de Lowry (determinacién de
proteina) y guardarlos en hielo.

7.-Inocular los 100 Hl en buffer Z (por triplicado)e incubar a 29

°C durante 5 minutos.

8.-Agregar 1 gota de SDS 0.2 % y dos gotas de cloroformo.

9.-Mezclar vigorosamente con la ayuda de un vortex durante 10
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segundos.

8.~Para empezar la reaccién, agregar 200 ul de ONPG (4 mg/ml en
0.1 M de buffer fostatos pH 7.0).

9.-Parar las reacciones a diferentes tiempos, agregando 500 pl de
Na,C0; 1 M.
10.-Centrifugar 5 minutos a 14000 rpm.
11.-Recuperar el sobrenadante en otro tubo eppendorf.
12.-Tomar 1 ml y leer a 420 nm.
Se utilizé O-Nitrofenil-B-D-galactosido {ONPG) como sustrato

para la enzima B-galactosidasa, por ser su producto (O-nitrofenol)

de facil detecciédn colorimétrica.
Se agregd carbonato de sodio {(Na»C0O3, 1 M) para intensificar el

color y parar la reaccién , la cual es monitoreada a 420 nm.

Buffer Z (NapHPQ4-7 H,O 60 mM, NaH;P04-H0 40 mM, KC1 10 mM, MgSOs -
7 H20 1 mM . B-mercaptoetanol 50 mM) es preparado como sigue:

Para un litro, mezclar

NapHPQ4 - 7 H»0 16.1 grs.
NaH;PQ4 - H20 5.5 grs.
KC1 0.75 grs.
MgS0« - 7 Hp0 0.0247 grs.
B-mercaptoetanol 2.7 ml

No se esteriliza en autoclave; ajustar el pH a 7.0 y guérdar a4
[}
C.

El ONPG se prepara afiadiendolo a buffer fosfatos 1 M. FE1l buffer
fosfatos es una solucién equimoclar de NaHPO4 - 7 H0 y  NaH,PQ4 -

HO0 (0.5 M de ambos) en H,0.

b) DETERMINACION DE PROTEINA

Modificacién del método de Lowry (Peterson et al. 1977)
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Reactivos stock:

a) Cobre-tartratro-carbonato (CTC) Afiadir a una solucién de
sulfato de cobre pentahidratado (CuSO,4 - 5 Hp,0) 0.2 % y tartrato de
potasio 0.4 %, una solucién de carbonato de sodio {(NaCQ3) 20 %.

Hacer esto lentamente con la ayuda de un agitador magnetico.

Las concentraciones de la solucidn final son:

CuSQq - 5 Hy0 0.1 %

tartrato de potasio 0.2 %

NaCOs; 10 %

Esta solucién es estable durante 2 meses a 20 °C.
b) SDS 10 %

c) NaOH 0.8 N

d) Folin {Fisher)

Procedimiento:

l.~ Preparar reactivo A mezclando partes iguales de los reactivos
a, b, ¢ y Hy0. Se puede formar un precipitado oscuro que no
afecta la determinacién si se mezcla bien antes de usarse.

2.~ Preparar rectivo B mezclando 1 parte de Folin y 5 de Hy0
(estable a 20 °C en botella Ambar).

3.- Preparar stock de albUmina lmg/ml (diluida a 0.5mg/ml debe dar
a 280 nm, 0.33 de absorbancia).

4.- Hacer diluciones de la albUmina 25 pg, 50 Hg, 75 Hg vy 100 pg

en 100 ul de MgSO4 10 mM , para hacer curva estandart.

5.~ Tomar las muestras y afiadir 1 ml de reactivo A, mezclar.

6.- Incubar 10 minutos a temperatura ambiente (preferentemente a
20 °C).

7.- Afdadir 0.5 ml de reactivo B, mezclar vigorosamente
inmediatamente.

8.~ Leer después de 30 minutos a 750 nm. (es recomendable leer las

muestras en un lapso de 2 horas. a menos existan controles en el
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mismo grupo de tubos. La pérdida de color es de 1-2 % por hora a

temperatura ambiente.

PREPARACION DE CELULAS “COMPETENTESY
PRINCIPIO

Las cepas de Escherichia coli cuando son sometidas a la
accidén del cloruro de calcio, experimentan la formacién de una
serie de poros en su pared celular los cuales facilitan la
transferencia de DNA cuando éste se pone en contacto con un DNA

transformante. Las células asi tratadas estan en un estado de

competencia,

PROTOCCLO

l.-La cepa se pone a crecer en un tubo de ensaye, con 3 ml de LB

(NaCl 10gr , peptona de caseina 10gr v extracto de levadura S5gr

por aproximadamente 5 a 7 horas.

2.-Con éste cultivo se inoculan 0.5ml a un matraz de 100 ml del
mismo medio y se deja crecer durante 4 horas.

3.-Una vez crecidas las células se centrifugan durante 10 minutos
a 6000 r.p.m.

4.-Se desecha el sobrenadante y la pastilla obtenida se resuspende
en 25 ml de NaCl 10mM frio.

5.-Se centrifuga 5 minutos a 6000 r.p.m. y 4°C.

6.-Decantar el sobrenadante y resuspender en 20 ml de buffer de
transformacion (MgCl 0.5M, Tris 0.5M y CaCl 0.7M.).

7.-5e deja en hielo durante 20 minutos.

8.-Se vuelve a centrifugar 10 minutos. a 4 °C.
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9.-Decantar nuevamente el sobrenadante y agregar a la pastilla 1ml
de buffer de transformacién. Hasta aqui ya contamos con células
competentes. Los siguientes pasos constituyen el protocolo de

transformacién.

TRANSFORMACION

10.-En tubos de ensaye, se le pone a cada tubo 1 ml de buffer de
transformacién con 200 pl de células competentes y se le agrega el
DNA transformante.

11.-5e ponen una hora en hielo, durante éste periodo se recomienda
agitarlos suavemente a intervalos de 20 minutos, para favorecer la
fransferencia.

12.-Después se ponen a incubar 2 minutos a 42°C, con la finalidad
de que las células se reactiven metabdlicamente.

13.-Se le agregan 3 ml de medio LB liquido y se le incuba a 37°C
con agitaciodn durante 1 hora, para recuperar la viabilidad de las
transformantes.

14.-5e plaquean 100 pl de estos tubos de crecimiento sobre cajas
Petri con LB-s6lido y el antibiético de seleccidn positiva.
15.-Las clonas transformantes se analizan por minipreparaciones
siguiendo la modificacién de Birnboin vy Doly del protocolo de

lisis alcalina (Maniatis 1992).

ELECTROPORACION:
Fundamento:

La electroporacién, proporciona un método para la
tranformacién de E. c¢oli con una eficiencia mas alta que los
métodos fisico-quimicos utilizados hasta ahora. El mecanismo
propuesto es que, la accidén de un campo eléctrico, considerado

como el gradiente de voltage entre dos electrodos, induce la
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apertura de canales que permiten la entrada del DNA. La fuerza del
campo eléctrico y el tamafio de las células determinan el voltage
que puede pasar a través de las células y este voltage parece ser

la manifestacién mas importante del efecto en la electroporacidn.

PROTOCOLO DE ELECTROPORACION:

Preparacién de células:
l.- Inocular un litro de medio Luria (1% Bactotriptona, 0.5% de
extracto de levadura, 0.5% de NaCl) con 1 ml de medio de 3ml
crecidos durante toda la noche.
2.-Crecer las células a 37°C, con agitacién fuerte, a una RAgon de
0.5 a 0.8 ( los mejores resultados se obtienen cuando las células
se obtienen al principio de la fase logaritmica de crecimiento: 1la
densidad apropiada de células por lo tanto depende de la cepa vy
las condiciones de cultivo).
3.-Cosechar en frascos adecuados y enfriar en hielo durante 15 o
30 minutos, centrifugar en un rotor frioc a 4000X g.max. durante
15 minutos.
4.-Lavar las células, resuspendiéndolas en 500 ml,de agua esgtéril
y fria. Centrifugar a 4000Xgmax durante 5 minutos y desechar el

sobrenadante.

5.~Repetir el 1lavado de las células con 250ml de agua y

recentrifugar.
6.-Resuspender en glicerol al 20% , en tubos eppendorf estériles
para tener una concentracién final de 1-3X1010 células/ml.

7.-Las células asi preparadas pueden mantener us eficiencia de

transformacién congeladas a -70 °C durante 6 meses.
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TRANSFORMACION.

l1.-Descongelar lentamente las células colocéndolas en hielo
tomar las cubetas de electroporacién estériles y colocarlas en
hielo.

2.-En un tubo eppendorf de 1.5 ml frio, mezclar 100ul de células
con 3Ul de DNA producto de una reaccién de ligacién.

3.-Colocar el aparato Gene Pulser a 25UF Y 2.50kV para cubetas de
0.2cm. El controlador de pulso a 200W.

4.-Transferir la mezcla de DNA y células a una cubeta de
electroporacién, procurar que quede todo el fondo ¥ dgue no gueden
burbujas que pueden favorecer el paso heterogéneo del impulso
eléctrico. Colocar la celda entre los polos perfectamente.

5.-Dar el pulso eléctrico.

6.-Remover la cubeta de la cémara e inmediatamente adicionar un ml
de medio LB a la cubeta e inmediatamente resuspender las células
con una pipeta Pasteur. ( La adicién rapida del medio LB después
del choque eléctrico es importante para 1la recuperaciéon de las
transformantes) .

7.-Transferir las células a un tubo de ensaye de 10 ml e incubar a
37°C con agitacién constante durante 1 hora.

8.-Analizar los pardmetros del pulsoc. La constante de tiempo debe
estar entre 4 y 5 msegundos. La fuerza del campo puede ser
calculada como el voltaje real (V)/el ancho de la cubeta (cm).

9.-Plaquear sobre medio selectivo.

OBTENCION DE DNA PLASMIDICO
Lisis alcalina: (Modificacién de Birnboin y Doly).
Principio:

Cuando se pone una solucién de bacterias en contacto con una

33



solucién de NaOH y SDS, éste ultimo degrada la pared celular
permitiendo una lisis que libera el contenido intracelular, entre
ellos el DNA, mismo que de momento se romperia si no se adicionara
una solucidén que cumple las funciones de evitar un fuerte choque
osmbético debido a su pH y a su capacidad isoténica.
Protocolo: (minipreparaciones)

1l.- Inocular 5ml de medio LB conteniendo el antibiético apropiado
e inocular una sola colonia. Incubar a 37°C toda la noche con
agitaciodn.
2.-Tomar 1.5 ml del cultivo en un tubo eppendorf y centrifugar un
minuto en una microfuga. Mantener el resto del cultivo a 4°C.
3.-Remover el medio por aspiracién, dejando la pastilla lo mas
seca posible.
4.-Resuspender la pastilla con ayuda de un vortex en 100 1Ll de una
solucién de:

50 mM de glucosa.

10 mM de EDTA

25 mM de Tris.HCl (pH 8.0).

5.-Dejar durante 5 minutos a temperatura ambiente. La tapa del
tubo debe estar abierta durante éste periodo.
6.-Adicionar 200pl de una solucién fresca de:
0.2N de NaCH
1% de SDS
Cerrar la tapa y mezclar el contenido invirtiendo el tubo dos

o tres veces rapidamente (no mezclar con vortex) y dejarlo en

hielo 5 minutos.
7.-Adicionar 150ul de una solucién fria de acetato de potasio (pH

4.8) el cual se prepara con 60ml de acetato de potasio O5M,
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adicionandole 11.5 ml de 4cido acético glacial y 28.5 ml de agua.
La solucion resultante es 3M con respecto al potasio Yy SM con
respecto al acetato.

8.-Cerrar el tubo y mezclar con un vortex ligeramente en una
posicién invertida durante 10 segundos. Dejarlo en hielo durante 5
minutos.

9.-Centrifugar durante 15 minutos en una microfuga a 4°C.
10.-Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo.

1l.-Adicionar un volumen igual de fenol-cloroformo. Mezclar con
ayuda del vortex y después centrifugar durante dos minutos en la
microfuga, transferir el sobrenadante a un tubo limpio.
l2.-Adicionar 2 volumenes de etanol a temperatura ambiente,
mezclar con un vortex y dejar a temperatura ambiente durante 2

minutos.

13.-Centrifugar 15 minutos en una microfuga a temperatura
ambiente.

14.-Remover el sobrenadante. Dejar el tubo en posicién invertida
sobre una toalla para permitir salir el etanol.

15.-Adicionar 1 ml. de etanol al 70%. Mezclar ligeramente vy
entonces recentrifugar.

16.-Nuevamente decantar todo el sobrenadante. Secar la pastilla en
un secador al vacio.

17.-Adicionar 50ul de TE 10:1 (Tris 10nM y EDTA 10nM a pH 8.0)
conteniendo RNAasa (20ug), y mezclar ligeramente.

18.-Pasar 10pl de la solucién a un tubo eppendorf, adicionar 1.2
Hl del buffer de digestién apropiado y una unidad de la enzima de
restriccién deseada/pg de DNA. Incubar de una a dos horas a la
temperatura apropiada y guardar el resto a -20°C.

19.-Analizar los fragmentos del DNA por electroforesis en minigel
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de agarosa al 1%.

EXTRACCICN DE DNA POR GRADIENTE DE DENSIDAD EN CsCl

l.-Crecer en 3 ml de LB la cepa con el plasmido a purificar,
adicionandole el antibiético al medio selectivo.

2.-Inocular con 1.5 ml de éste medio con las células crecidas a un
matraz con 400 ml de LB con el antibiético utilizado en el primer

crecimiento.

3.-Centrifugar a 5 K durante 10 minutos a 4°C para precipitar las

células.

4.-Resuspender en 5 ml de sacarosa al 25% con 50 mM de Tris:HCIL a
pH 8, en hielo.

S.-Adicionar 1 ml de 10 mg/ml de lisozima en 250mM de Tris:HCL pH8
y dejarlo durante 5 minutos en hielo

6.-Adicionar 2.8ml de 0.25M de EDTA pH8 y dejarlo en hielo durante

5 minutos; posteriormente transferirlo a un tubo de centrifuga

Sorvall.

7.-Adicionar 8.8 ml de 10% de Tritén 100X, 50mM de Tris:HCl pH8 vy
60mM de EDTA.

8.-Centrifugar a 15 o 20K en un rotor §S34 a 4°C.

9.-Tomar el sobrenadante y pasarlo a un tubo Corex.

10.~Adicionarle 6 ml de 30% de PEG y 1.5M de NaCl.

11.-Centrifugar a 5K durante 10 minutos en el mismo rotor.
12.-Decantar el sobrenadante y secar la pastilla tanto como sea
posible en un secador al vacio. ‘

13.-Resuspender en 2ml de 50mM de Trisy 10mM de EDTA, despues

adicionar 50ul de una sclucidén de RNAsa (10mg/ml), e incubar

30minutos a 37°9%.

14.-Medir el volumen total.
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15
16
17
18

19,

de

.—Por cada ml agregar 1lgr de CsCl

.~Adicionar 80Ul de EtBr (10mg / ml)por cada ml de disolucién.
.-Centrifugar 10minutos a 9K para eliminar residuos.

.—Poner el sobrenadante limpio en tubos de ultracentrifuga.
-Equilibriar exactamente los volumenes con una solucién de 10mM

EDTA, 50mM de Tris mas 1 gr de CsCl por cada ml mas 80Ul de

EtBr por cada ml de solucién total.

20
21
el

22.

.-Centrifugar durante 10 horas a 20°C.
.~-De las bandas formadas extraer la banda inferior que contiene
plasmido superenrollado.

-Extraer el EtBr con isopropancl y 20X SSC dos o tres veces

hasta dejar la solucién clara, libre de bromuro de etidio.

23

.-Diluir el DNA con 2 volumenes de H,O y precipitar con 3

volumenes de etanol absoluto para un voltUmen de DNA.

24
25

vo

.~Resuspender en 3ml de TE.

.~Precipitar nuevamente con 3 volumenes de etanol al 70% y 0.1

limen de acetato de sodio, en éste momento se observa un

precipitado visible si la concentracién de DNA resultante es

adecuada.

26.-Congelar los tubos a -70° durante 10 minutos.
27.-Centrifugar 10 minutos a 4°C.

28.-Lavar al menos 2 veces con etanol al 70%.
29.-Resuspender en 300ul de TE.

30.-Medir la concentracién al espectrofotémetro
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RESULTADOS Y DISCUSION:

RELACION ENTRE LA FASE DE CRECIMIENTO Y LA EXPRESION
TRANSCRIPCIONAL DE rhlIR. '

Con el proposito de analizar la dependencia de la densidad
celular en la expresién transcripcional de rhlR de P. aeruginosa,
se procedié a hacer un “dotblot” con RNAs extraidos de cultivos
crecidos a diferentes densidades {D.O.gpp Nm.: 0.4,, 1.0., 1.2
1.6),

Y
y utilizando como sonda una regién intragénica de rhlR

(obtenida de una restriccién BamHI-BglII de pRW58). Los resultados

de éste experimento se muestran en la Figura 7.

lLg de RNA
10 ug
Medio LB — >

SHg
10 g

Medio PPGAS _|

(bajo en fosfatos)
5Hg

Figura 7 .-Dotblot del RNA total de P. aeruginosa recolectado

en diferentes etapas de crecimiento {DOgoonm @.4., 0.9, 1.2 v 1.6}.

Se utilizo come sonda una regién intragenica de rhlR (BamHI-
BglII).

Se observd que cuando la bacteria es crecida en medio LB (medio
rico en nutrientes), la expresién transcripcional de rhlR
permanece en niveles basales en todas las densidades celulares
probadas, mientras que en un medio bajo en fosfatos (medio PPGAS)

la expresidén de rhiR depende de la densidad celular, ya que la
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expresién transcripcional de rhlR se activo fuertemente a partir
de una DOgpp de 1.0, entrando a la fase temprana de crecimiento
estacionario. Estos resultados refentes a la relacidn entre la
densidad celular y la expresién de rhlR, son compatibles con los
resultados reportados previamente por Pearson et al 1997 (15}.

En todos los experimentos posteriores para localizar los
inicios de transcripcién, se tomd la condicién de maxima expresién
de rhlR detectado en el medio PPGAS {densidad de 1.4 a DOgop nm.)
LOCALIZACION DE LOS INICIOS DE TRANSCRIPCION

Para localizar los inicios de transcripcidén de rhlR, se
realizdé un “primer extension” con el cligo intragénico pErhl
(disefiado en la regién +48 nt del orf de rhlR }, tomando como
templado el RNA total aislado de dos cultivos de P. aeruginosa

PAOl crecidos en medio PPGAS a 30 °C y 37 °C. {figura 8).

PRIMER EXTENSION

N

C - . Purificacion de RNA Purificacion de plasmido
Diseno del oligo
9 EXTENSION SECUENCIA
Ofigo pErhiR Rna total de P. aeruginosa PAOT Plismida pRW58
{ubicado en la regién +48 del -
ORF da rhIR )

5 3
ctcgclacgcaaaccgtcccaccacagc

Figura 8. -Muestra el RNA total utilizado como templado para
la reaccidn de extension, el templado pRW58 para la secuencia
nucleotidica y el primer utlilizado en las dos reacciones.
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Para determinar la ubicacién de los sitios de inicio de 1la

transcripcidn, en la secuencia

césmido pUOS8 (que contiene los

mismo oligo pErhl.
Se encontrd que rhlR puede

inicio de transcripcién (figura

nucleotidica, se secuencié el

genes rhlABRI ), utilizando el

Lener cuatro posibles sitios de

9). Este resultade tambien nos

sugirio que la expresién transcripcional de rhlR es independiente

de la temperatura, ya que las reacciones de extension fueron muy

semejantes en los RNAs totales extraidos de bacterias crecidas

tanto a 30 como a 37 °C.

pstl BamHY

rhiB

de rhlR.

posibles sltios de iniclo de
transcripeion Aa rhiR

Fig‘ura 9 .- ) Reacciones de extension
para determinar los sitios de inicio de
transcripcidén de rhlR. B}Disposicidn genémica
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Debido a la lejania {con respecto al inicio de traduccidn,
ATG) de los posibles sitios de inicio de transcripcién y a la baja
resolucion de la secuencia nucleotidica, fue necesario disefar
otros dos oligos (oligos pErhl-2 y pErhl-3 (figura 10)) que nos
dieran la posibilidad de ubicar los inicios de transcripcién en la

secuencia nucleotidica.

v
~
~
~
e‘ﬂttcm:t!gt:wuct '
PErhl~3
~348
rhiB
‘
~
~
S
St 3
ctgtgcoottgtyacanttes
pPErhl-2
~207
5 1

ctogctaage

rhiR

pErhl
48

Figura 10.-0ligos utilizados para localizar los inicios de

transcripcidén en la secuencia nucleotidica. Olige pErhl de la
regidn codificante de ThiR (+48); oligo pErhl-2, regidn -207;
oligo pErhl-3, regidn -348.

Los posibles inicios de transcripcién de rhlR se encontraron en

las regiones =206, -292, -470 y -664, todos localizados en la

regidn codificante correspondiente a rhilB {orf de rhIB ). Para

facilitar el manejo de los datos estos inicios fueron nombrados
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inicio 1, 2, 3 y 4 respectivamente (figura 11).

Es importante hacer notar que Ochsner et al 1994 (200)
encontrd por homolcogia de secuencia, un consenso para el pegado de
la proteiga sigma 70 en la regién en la region -36 con respecto al
inicio de traduccién., aunque las condiciones probadas para la
busqueda de los inicios de transcripcion de rhlR no mostraron
inicios en la zona correspondiente al consenso para sigma 70 es
posible que este supuesto sitio de inicio de transcripcion sea
funcional, pero se exprese a niveles basales no detectables en las -
condicicnes probadas.

IDENTIFICACION DE ELEMENTOS PROMOTORES EN CIS

Con el subsecuente analisis de las regiones nucleotidicas
presentes arriba de los inicios de transcripcién, previamente
ubicados, se pudo identificar una posible secuencia promotora con
alta homologia al consenso de sigma 54 en la region -314 nt y una
regién invertida repetida en la regién -347 nt, que es muy
semejante al supuesto sitio de unién de 1la proteina RhlR en el
promotor de rhlA, tipo caja lux (Ochsner et al. 1994), ambas
regiones se encuentran arriba del segundo sitio de inicio de

transcripcién (inicio -292) (FIGURA 12).

ANALISIS DE LA TRANSCRIPCION DEL PROMOTOR TIPO sigma 54
~EXPRESION EN P. aeruginosa

Con el propdsito de analizar la funcionalidad de 1la zona
promotora presente arriba del segundo inicio de transcripcidn
{inicio -291), cuyas caracteristicas son la presencia de un sitio
consenso para Sigma 54 Yy un posible sitio de pegado de la
proteina RhlR, se construyd una fusién transcripcicnal que

contiene los inicios de transcripcién uno, dos ¥y el gen reportero
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. —

cCAGTTCGaCAATGCCGAACGE
CONSENSO CCGTTCGTC g GACGAACGG

-24 -12 +1

TGchgtgccaI IGCgcgag caggagttg::
Morh,1992. Consenso ¢54 TGGCACNNnnnTTGC
. .

Pullwara, 1993

-——b— iff—
GTGTTCAtcggctacgegTGAACAC

ccGTTCGaacancaagaaCGAACEC

13

Supuesto sltio de union de rhlR
a la reglén ptomorora de rhla

Ochsner ot al. 1994.

CCCCAGEECG TCETCTECCT GTTOCCGECC TOCTTCGCGE CACCUTACTA 150
GCATTGCCCG CAMCCCCOTGE ACATGACCCG CTTCCCCOTG ‘TICGACGCCA 200
GTATCCCOOC GACCCCOCTC GACGACGAAC TGOAACGCTT TCTeG[eac 250
GGTAGCCGCT COCTGCTCTT CACCCAGGGT TCCACCGAAC ACCTGCAGCS 300
CGACTTCTAC GCCATGOCCS TCCOCGUOCT GGAACGECTE GOCOCGCGTG 350
GGATCTTCCT CACCGGOGCT CGCCAGCAAC CCUTGOGOCG CTTCCCGAAC 400
CACGTGCTGE AGCGCGOCTA CGCOCCACTG GUAGCCTTY TGCCATEOTS 450
CGCCOGEOTG CTCCATCCGG GOGGTATCCE CCCCATGAGS CTGGCCTTIRS 500
CGGCEEEEET CCCGCACCTG CTGLTGCOCT GCOCCCACGA - 550
sigma 54
-'lwrn:cc CLTCGECTAC GORATOOGCC 600
szradh CAGGAGIISC GCGOGGEOCT GTGGCGCTTG CTCGAGEARE 650
CCGCCATEOC GOOGGECTGT COGOGTTTCA TOGAATTGTC ACAACCGOAC 700
Mmmﬂ‘ GUGGTARACC GGCCCAGGTC GTCGAACGTT GTCATACGSA 150
rhiB
GGGOGATSCG COATGGCTGA AGGCTCCGTC CGGTC CTEGTATAAC 800
ACKTACCGTT GUCATGATTT TGCCGTATCG GCAAGGCTGC GCGCTTGACA 850
GCGTCATACC CCOGGCCAAT TCTGCTGTGA TCCATTTTAT CGATCAGOCE 900
TTACTGCAAT GAGGARTCAC GGACGCTTTT “GCTGTCCTC CGACCETTTG 950
rhiR Pstl= 212m
BamHi= 1149

Figura 12 . -Muestra los posibles elementos regulatorios indispensables
para la regulacién transcripcional de rhlR. Un sitie de pegado para el
factor de transcripcidén sigma 54 (-314) ¥y un regidn con alta homologia
al concenso de pegado para la proteina tipo luxR {-347).
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lacZ (denominada pRD58-2). Esta fusién transcripcional se obtuvo
liberando por restricecién un fragmento PstI-BamHI de 720pb del

cosmido pRW58, para posteriormente clonarlo en el vector pPMP220

{(figura 13).
1K
- .‘ ot -‘» Y \;% .—_\{“}5 o .\.\;\- e -.1\.‘,_‘\.‘1\). ™ “)‘i
2 j@ﬁﬂ%ﬁﬁ*%@@% §§§§§§ﬁm&§§§§§&

Hind 1| —~:

Figura 13 .-Muestra la clonacién de la regidén promotora de
rhlR , que comprende los inicios de transcripecidén 1 y 2 (fusidn
PRD58-2) . A) Para hacer la fusidn transcripcional se utilizd el
vector pMP220, clonando un fragmente de 720 pb, digerido con
lasenzimas de restriccidn PstI-BamHTI. B) Muestra la
restriccion enzimatica PstI-BamHI de PRWSS8, la fusidn
Eranscripcional prDS8-2 vy PMP220 (carriles 1, 2 y 3
respectivamente ).
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Este vector pMP220 disefiado para la construccion de fusiones
transcripcionales, carece de seleccidén positiva a la ligacién del
inserto, por lo que fue necesario hacer hibridacién en colonia
para la busqueda de ésta fusién transcripcional (figura 18).

La fusidén transcripcional pRD58-2 se transfirié por
conjugacién a las mutantes requlatorias de P. aeruginosa rhlR-, ©

54~ y a la mutante pleiotropica IBT8, para posteriormente analizar

5u expresidén transcripcional mediante el gen reportero lacZ. Los

resultados se muestran en la (figura 14).

4000 -
Actividad especifica de la B-galactosidasa
U. de B-galactosidasa/mg de proteina PAOT
] —ao— [BT8
—— PG201 PG 201
~-m— 65E12 {rhIR")
30007 —o— PAK
=t PAKN1 (sigma 54) PAK
T PAO T
IBT8
2000
PAKN1 (sigma 547)
7 S
6SE12 (rhIR")
1000+
L2}
0 L T T i ¥ T 1 v T L 1
o 0.14 0.4 0.9 1.3 1.5 2.0

Concentracion celular a D.0O. 600 nm

Figura 14.-Muestra la expresidén de la fusidn transcripcional
PRD58-2, en diferentes etapas de creciemiento, expresada en
unidades de B-gal/mg de proteina.
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Ambas mutantes sigma 54" y rhlR", conservaron la capacidad de
responder a la densidad celular, pero redujeron su expresién a un
50% con respecto a su silvestre , mientras que en la pleiotropica
IBT8 se afecto su expresién en un 30 % con respecto a su

silvestre.

~EXPRESION EN E.colil

La fusidn transcripcional pRD58-2 se introdujo por eletroporacién
a la mutante sigma 54- de E.coli (Resi-13), que contiene ademas
una construccién de rhlR fusionado al promotor lac (pGMyC) . Esta
bacteria fue crecida en medio LB, hasta fase estacionaria para su

anilisis posterior. Los resultados de éste experimento se muestran
en la (figura 15).

180 ET800

160
140
120

100
80

60

UNIDADES MILLER

40
ET800 -

A B C D

Figura 15.- Muestra la expresién de la fusién transcripecional
pRD58-2 en el fonde genetico de E. coli ET8000 sigma 54-. crecida
hasta fase estacionaria (D.O.ggppm 1.2). A y C fueron crecidas en

ausencia de IPTG, B ¥y D en presencia de IPTG.
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Se Observd que la expresion de la fusidn pRD58-2 en la mutante
sigma 547, disminuydé en un 50% con respecto a su silvestre, éstos
datos coinciden con los observados en el fondo genético de P
aeruginosa.

La expresidén de la fusidén pRD58-2 fue independiente de la

presencia del autoinductor, ya que no fue necesario afiadirlo en

los cultivos utilizados para las mediciones enzimaticas de la B-
galactosidasa. Pero fue absolutamente dependiente de la presencia

de rhlR, ya que sin la adicion de IPTG no se detecto actividad

enzimatica en todos los cultivos probados.

Los datos obtenidos en los experimentos anteriores, confirman
la funcionalidad del promotor tipo sigma 54, y la dependencia de
rhlR de la fusién transcripcional pRD58-2. Pero también muestran
la presencia de otro promotor independiente de sigma 54, capaz de
inducir la transcripcién en condiciones de alta densidad celular,
ya que en ambas mutantes sigma 54- (P. aeruginosa ; E coli) y rhlR-
no se 1inhibidé totalmente su expresién, &ademas de que ambas
retuvieron la capacidad de responder a la densidad celular.

Dados éstos resultados, el siguiente paso para el analisis de
la transcripcion de rhlR , fue la contruccion de otras fusiones

transcripcionales que nos pudieran aportar mas datos respecto a su

regulacién.

CONSTRUCCION DE FUSIONES TRANSCRIPCIONALES QUE CONTIENEN LOS
INICIOS DE TRANSCRIPCION 1,3 Y 4,

Para analizar la funcionalidad de los posibles sitios de
inicio de transcripcién: 1, 3 y 4 (inicios -206,-448 y -663

respectivamente), se procedid a disefiar fusiones transcripcionales
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que contuvieran estos sitios fusionados al gen reportero lacZ.

La forma de obtener éstas fusiones transcripcicnales, fue
mediante la amplificacién de éstas regiones genéticas, con oligos

cuya caracteristica comin fue el disefic de un sitio de

reconocimiento para la enzima de restriccién EcoRI (GAATTC) hacia
el extremo 5’ (oligos rhlR+1l, rhlR+3, rhlR+4},

revrhlR (figura 16},
puoO58.

y el oligo reverso

utilizando como templado la construccién

CAACCTaAT cccaccmcc cccccm-m- cuc@:oc'm coccocm Oligo-rhiR+4
|TEGUCETCAA CACUCTOUTS MOSICATCT TOACSINTS,ONGEATTEG [ (e o A rre G GCATCTTCACCCAATE

o —
anﬂuxmcuammxAmmunncmmmmwmummmnn
CFATCOCC0G CACEEOONTC ! cncc:.\chc muccc'rr mﬂ'm
OGCJ\CX:CGD: Cm ¢AC€!CAGCK\‘£ 'm:.\cocuc ACCTGCAQLG
ffﬂfg Eynwnmtxunmaxﬂmmmmmaummmtgxm ;
SGATCTICCT" CACTCOC0CE -GOCCABGRAS SOCTGR006 |
Ammmumunxmmnanmmm@:
‘mxmmmmcmmmmmommmumcmmmmxehmmmm
CGGCWGGQT caeoccmmc C'NC'!OCCCT (EOCCCACGA CC&(-'I'N:GAC

Oligo-rhift+3
CCAGAATTCGACCGAACACCTGCAGGGCG

.\'m;ccccm caocm{ﬂ'oc eccoocccm mcm.cmmmc-
CORECATGOC, GUEGECCTET, ccc:cc-:-rm.\ TOGARITGIC. M:Jw:coc.E /| Oligo-rhiR+1
Mm\m(:rr cccr:rm GGCCCAOG‘K} C‘I‘CCAN.‘G'['I‘ G‘!".‘ATJ\.GOGA | GCGGGGAATTCTGGCGC TTGCTCGAGGALC
“GRE0ANTIOE .COATACCTAA" AGGETEROTC ¢ CCCTG CTCCCATAAC
AGATACCGTT GCCATGATTT TCCCCTATCG GCARGCCTGC GOGCTTOACA
CCCTCATACC CCOGGCCAAT TCTGOTCTGA TGCATTTTAT CCATCAGOCE

TTACTSCART GACGAMIGAC, ccaowc:-twmmmcmocncwrrrc :

iR

Oligo-RevR
CGCTCCAGACCACCATTTCS

Figura 16 .- Localizacidén de los cligos utilizades para 1la

amplificacidén de las regiones promotoras de rhlR.
indican el sitio en el cual se
amplificacidn.

Las flechas
disefiaron los primer para la
Las partes subrayadas en los oligos

indican su
mofificacidén para obtener sitios de restriccién EcoRI.
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Figura 17 . -Muestra la amplificacién de las regiones promotoraslde rhilr
utilizadas para construir las fusiones transcripcionales pRD58-1,
PRD58-3 y pRD58-4.

Figura 18. -Hibridacién en colonia. seleccidn de clonas positivas a la
clonacidn de los productos de PCR, se utilizé como sonda una regidn
intragénica de rhlIR digerida con las enzimas de restriccién BamHI-BglIl.

ESTA TESIS NO SALE 49
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Se obtuvieron 3 productos de PCR (de 580, 926 y 1126 pb) (figura
17}, estos productos fueron posteriormente digeridos con las
enzimas de restriccién EcoR1I Y BamHI (generando fragmentos de 520,
870 y 1080 pb), Yy posteriormente se clonaron en el vector pMP220.
Las recombinates fueron buscadas por hibridacién en colonia
utilizando como sonda los mismos productos de PCR {figura 18).

Las fusiones transcripcionales resultantes fueron denominadas

PRD58-1, pRD58-3 y pRD58-4 respectivamente (figura 19).

e? [:laez" "] pRDSg_4
I} 292
-846
o7 ] l:a8ez: "1 pRD58-3
252
-635 P : -
Lux Box g 54 [] [ eez’ o pRD58-2
a0 +242
& ] l:tesz::7 ] pRrpsg-1
L292
-288
-664 470 —291 206 4
r 1 ) !
s I e i e T R )
rhliB
fl = Inicios de transcripeién
Figura 19.- Muestra los tamafios y ubicacién de las fusiones

transcripcionales obtenidas.

ANALISIS DE FUSIONES TRANSCRIPCIONALES QUE CONTIENEN LOS INICIOS
DE TRANSCRIPCION 1,3 Y 4

Para el andlisis de las fusiones transcripcionales pRD58-1,
PRD58-3 y pRD58-4., éstas fueron introducidas por conjugacidén a la
cepa silvestre de P.aeruginosa PG201 Y la mutante rhlR- (65E12) Los

datos de éste analisis se muestran en la (figura 20).
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A pRD58-1

pRD58-2
2500 00 T —f= pG2OUPADSE2
~&- 65E12/pRD58-2
4 pG201/pMP220
200 + el T Sy
—§~ pG201/pRDS5B-1
. —&- £5E12/pROSE-1
30 T e pG2ONPMP220 o0 1
-9~ &5E12/pMP220
000 + 1000 +
500 + w0 +
0 - " ' ' ) bv S " ;
2.2 27 12 2 0.2 a7 1.2 2
0.0. D.0.
pRD58-3 pRD58-4
B0 T 4 o201pADEE-D #9° 1 <4~ pozovpnnss-
—&— B5E12/pADSE-3 -4 6SE12/pRD5E-4
2000 | —% POZOURMP220 2000 4 —4— PG20VPMP220
-0~ 65E12/pMP220 -©- 65E12/pMP220
1o 1500 +
1000 4 1008 +
500 + w00 4
0 — ' ; o b. o } }
0.2 0.7 12 2 0z 0.7 1.2 2
D.0O. D.0.
PG201 65E12 {rhIR"
pRD58-1 800450 300430
pRD58-2 2000460 1030+49 DOgpe 1.4
pRD58-3 2150445 1050460
pRD58-4 2250+80 115048

Figura 20.-A)Muastra 1la expresidén de las fuslones transcripcionales
PRD58-1, pRD58-2, pRD58-3 y pRD5B-4 en diferentes etapas de crecimiento,
expraesada en unidades de B-gal/mg de proteina. B} Muestra los niveles de
expreslén de las fusiones tranacripcionales pRDS8-1, pRD58-2, PRDS58-3 vy

PRD58-4 , en el fondo genético de P. aeruginosa crecida a densidad celular
DOG0OC nm 1.4 .




Las fusiones transcripcionales pRD58-3 y pRD58-4 mostraron 1los
mismos niveles de induccion que la fusién transcripcional pRD58-2,
este dato sugiere los supuestos inicios de transcripcién tres y
cuatro (-448 y -663) son en realidad artefactos del método de
“primer extension”.

Por otro lado, en la cepa silvestre de P. aeruginosa PG201 la
expresién de la fusidn pRD58-1 disminuyo en menos de un un 50% la
expresidén con respecto a la fusién pRD58-2, pero aun retuveo la
capacidad de responder a la densidad celular. Por otra parte, en
la mutante rhlR-,solo se expresaron niveles basales de la fusion
transcripcional pRD58-1 y se perdid la capacidad de responder a la
densidad celular. Este dato muestra que el inicio de transcripcion
depende la proteina RhlR. Estos resultados y el analisis de la
secuencia localizada arriba del inicio de transcripcién -206
(inicio 1), nos llevaron a la identificacién de un sitio concenso

para el pegado del factor RpoS (figura 21) localizado en la regién
-219.

Gen Secuencia Referencia

GGTTTCARAATIGTGATC
TAAGATGAT{ CTGGTT
TAACCCGRAITTECCGCT
GGTGTAAGGAAACCCGC
ATTTCGCCAGTCACGTC
TGGAAACGGTARAMGCG
GCAACGCGAAATTCTGC
GTTATGITTAARGGCAC
CCTGTCAGCGTTTCATGS

TAACARA
TAAGA
TGTGG
TGTTACA
TGTTATA
ATTTA
CCACGCA
GATTGGGG
CACAA

Ced wd T o3 33 o3 #3 1] o+

Figura 21.-Muestra un alineamiento de regiones concenso para el
pegado del Factor sigma de fase estacionaria RpoS.
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CONCLUSIONES

Los experimentos realizados anteriormente(72,73),indicaban

que la activacidn transcripcional de rhlR se encontraba bajo el
control jerdrquico regulatorio del sistema “quorum sensing” lasR
lasI, sin embargo los experimentos tipo “Northen” realizados por
Pearson et al (1997) (15), sugerian que parte de la expresién
transcripcicnal de rhlR se daba por mecanismos diferentes al
contreol transcripcional de sistema las.

RhlR es una proteina clave para la expresidn de genes de

virulencia en P. aeruginosa y &demas es un activador del factor

sigma de fase estacionaria (RpoS). Se pudd comprobar que rhlR
posee un mecanismo complejo de regulacidn, ya gque su
transcripcidén depende de la densidad de poblacién (“quorum
sensing”, controlado via caja lux), las condiciones de estres

propias de la fase de crecimiento estacionario {(controlado via
RpoS) y el factor transcripcional sigma 54 , un factor

transcripcional muy versatil involucrado en diversos procesos
metabdélicos (201,202,205,15), entre estos, la expresion de

proteinas de resistencia a limitacién de nutrientes (203,204).

El rearreglo genético particular de la regidn promotora de
rhlR es poco usual; sin embargo se pudo encontrar un caso similar
en los operones kdpABCDE de E. coli , donde KdpD y KdJdpE son
proteinas reguladoras de la familia de los dos componentes. En
este operon se pueden formar tres transcritos kdpABCDE , kdpABC vy
kdpDE. El transcrito de kdpDE empieza dentro de la regidn
codificante para kdpC. La implicacién de la ubicacidén de la regidn
promotora de rhlR , podria ser de tipo regulatorio.

Aun falta definir mds finamente el sistema de transcripcidn
de rhiR , como el caso de la caja lux 1localizada en su zona
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promotora, sabemos ahora por los resultados de este trabajo Y
resultados recientes en nuestro laboratorio, que la proteina RhIR
tiene afinidad por esta caja. Sin embargo aun deconocemos si
unicamente la proteina RhlR se pega en esta regién, va que ademas
podrian LasR y otra PhzR (otra proteina tipo luxR recientemente
encontrado en nuestro laboratorio) podrian tener afinidad por el
pegado a esta regidn.

Experimentos de retardacién y de proteccidén en la zona
promotora de rhlR definida en estre trabajo, ayudaran a esclarecer

mas el mecanismo por el cual la bacteria sensa mediante este
regulador transcripciocnal.
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