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"Data does not equal information; information does not equal knowledge, and, most importantly
of all, knowledge does not equal wisdom. We have oceans of data, rivers of information, small
puddles of knowledge, and the odd drop of wisdom.”

Henry Nix



RESUMEN

Los sistemas de dos componentes comprenden el principal mecanismo de transduccion de
sefiales en los organismos procariontes; éstos detectan un estimulo y provocan los eventos
intracelulares necesarios a través de la fosforilacion de proteinas efectoras por cinasas para
generar una respuesta. La proteina cinasa BarA y el regulador de respuesta UvrY de Escherichia
coli forman un sistema de dos componentes poco caracterizado; no se conocen las sefiales que lo
modulan, y salvo dos casos, tampoco se conocen los genes que regulan. UvrY activa la
transcripcion de CstB y CsrC, dos ARN pequefios regulatorios no traducidos del sistema de
regulacion de almacenamiento de carbono (Csr). El componente central de este Gltimo sistema es
CsrA, una proteina que activa la biosintesis de flagelo y la movilidad, reprime la formacion de
biopeliculas y controla el flujo de carbono activando la expresion de genes de la glicolisis y
reprimiendo la de aquellos relacionados con la gluconeogénesis. CsrA actia a nivel post-
transcripcional y su actividad es antagonizada por CsrB y por CsrC.

BarA/UvrY se ha relacionado con la desintoxicacion por peréxido de hidrégeno, la
formacion de biopeliculas y, al ser regulador del sistema Csr, también se ha involucrado con la
regulacion de la movilidad y del equlibrio para el flujo de carbono entre glicélisis y
gluconeogénesis.

Utilizando como reportero la fusion transcripcional csrB-lacZ en cromosoma, probamos
algunas condiciones que activaran al sistema BarA/UvrY de E. coli. La adicién de perdxido de
hidrégeno y de casaminoacidos no tuvo ningin efecto en la expresion del reportero. Resultados
preliminares sugieren que la presencia en el medio del autoinductor 2 (Al-2), relacionado a
mecanismos de “Quorum Sensing” en E. coli tampoco afectdo la expresion de csrB-lacZ. No
obstante, la adicion de sobrenadantes de cultivos en fase estacionaria induce la expresion del
reportero en etapas donde la expresion suele ser baja.

Por otra parte, para identificar al regulon del sistema BarA/UvrY se hicieron ensayos de
microarreglos donde se compar6 el perfil de expresion de una cepa silvestre con el de una
mutante uvrY isogénica de Escherichia coli. Se construy6 una tabla final con una lista de 297
genes regulados, éstos fueron organizados por grupos funcionales de acuerdo a la clasificacion

del EcoCyc y del GeneProtEc (www.ecocyc.org, http://genprotec.mbl.edu). Nuestros resultados

preliminares sugieren que el sistema BarA/UvrY participa en la regulacion del metabolismo de
energia, estructuras celulares, biosintesis de purinas, ARN y ADN, en la respiracion y en la

resistencia a condiciones 4cidas dependiente de glutamato.
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1. INTRODUCCION

Los organismos unicelulares suelen experimentar cambios drasticos en su medio
ambiente; por ejemplo, la temperatura, la acidez, la osmolaridad y los nutrientes disponibles,
pueden variar rdpida e inesperadamente. Por lo tanto, es importante que tengan mecanismos
efectivos que perciban y procesen la informacion del medio para generar una respuesta
adaptativa. A pesar de la gran diversidad de estimulos y respuestas, los sistemas de transduccion
de sefales basados en la fosforilacion de proteinas son una de las estrategias més utilizadas. En el
caso de los organismos eucariontes y en especial de los unicelulares, muchas de las cascadas de
sefalizacién dependen de la aclividad de proteinas cinasas, la fosforilacién ocurre generalmente
en residuos de serina, treonina y tirosina. En el caso de organismos procariontes, la transduccién
de sefiales depende en su gran mayoria de la fosfotransferencia entre dos proteinas: una histidina
cinasa que percibe el estimulo (CS “Cinasa Sensora”) y un regulador de respuesta (RR) que
ejerce las acciones necesarias. A esta via de sefalizacidn se le ha denominado genéricamente
como “Sistemas de Dos Componentes” (SDC) [1]. Algunos ejemplos de eventos regulados por
los SDC en las bacterias son: el metabolismo de energia, la fijacién de vitrégeno, la quimiotaxis,
la osmoregulacién, la divisioén celular, la esporulacion, la virulencia y las interacciones patdgenas
con plantas y animales.

El descubrimiento de los SDC se deriva del estudio del gen gind de Escherichia coli que
codifica para ta glutarnina sintetasa. Se demostrd que la activacion de este gen desde el promotor
ginAp?2 estaba relacionada con el cambio de un medio rico en nitrégeno a un medio pobre [2]. Se
sabfa adem4s que su transcripcion requeria el nicleo de la polimerasa, el factor 6>, el producto
del gen ginG (NtrC, NRI) y el producto del gen ginl (NtrB, NRII); sin embargo, cuando se
hicieron estudios de transcripcion-traduccién con extractos de células que carecian de o**, NRI o
NRII, se descubri6 que sélo 6> y NRI se requerfan para iniciar la transcripcion [3]. Ademas el
factor NRI necesitaba de NRII para responder de manera apropiada. En 1986 se descubrié que
NRII fosforilaba a NRI [4], cuando se obtuvieron las secuencias de NRI y NRII de
Bradyrhizobium parasponiae se dieron cuenta de que el extremo amino-terminal de ciertas
protefnas reguladoras era homélogo al de NRI (dominio receptor de la fosforilacién de los

reguladores de respuesta) y que cada una de estas protefnas tenfa compafieros cuyos extremos



carboxilos terminales eran homoélogos a NRI!l (dominio de fosfotransferencia de las cinasas
sensoras) [1], en estc mismo trabajo se propuso el término “Sistemas de Dos Componentes”.

En la mayoria de las eubacterias los SDC son abundantes, llegan a constituir
aproximadamente el 1% de las proteinas codificadas [5]). El genoma de la bacteria Escherichia
coli posee 6] proteinas de dos componentes: 29 cinasas sensoras (24 ortodoxas y 5 hibridas o
tripartitas cuya descripcién se hard méas adelante) y 32 reguladores de respuesta [6]. Un analisis
del genoma de la cianobacteria Synechocystis sp. ha estimado 80 SDC [7], el de Bacillus subtilis
70 [8], y el de Mycoplasma genitalium ninguno [9]. En las arqueobacterias los SDC suelen
constituir una minoria de los sistemas de seffalizaciéon [5], dos casos extremos son
Methanobacterium thermoautolrophicum, en donde se estiman 24 SDC [10} y Methanococcus
Jjannaschii, en donde no se estima alguno [9].

Aupnque estos sistemas predominan en organismos procariontes, también existen en
algunos eucariontes como hongos, plantas y amibas. En el caso de las levaduras Saccharomyces
cerevisiae y Schizosaccharomyces pombe, Jos SDC median respuestas a estrés ambiental [11-15].
En Dictyostelium discoideum participan en osmoregulacién y en el desarrollo del cuerpo
fructifero [16-18]. En Arabidopsis thaliana estin involucrados en osmoregulacion, crecimiento
celular y diferenciacién {5, 12, 19]. Los SDC en eucariontes a diferencia de los de procariontes,
confluyen con otras vias convencionales de sefializacién como la cascada de las MAP-cinasas y

la de los nucledtidos ciclicos [S, 15].

La fig. I muestra el prototipo de los SDC, la histidina cinasa sensora generalmente se
encuentra anclada a ia membrana interna por dos segmentos transmembranales que delimitan un
dominio periplasmico, el dominio catalitico citos6lico tiene una regién o caja de unidn (G) al
adenosin trifosfato (ATP) y una histidina altamente conservada (H). El regulador de respuesta
consta de un dominio receptor con un aspartato altamente conservado (D) y un dominio efector

que generalmente es de unién a ADN.
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Figura 1. Esquema de la estructura de un SDC tipico.(H) histidina; (D) aspartato; (G) caja de
unién al ATP; (N) extremo amino terminal; (C) extremo carboxilo terminal.

El funcionamiento béasico de estos sistemas es el siguiente (fig. 2): un estimulo ambiental
(Sefial) interacciona con la regién amipo-terminal de Ja proteina cinasa sensora (paso #1), lo que
promueve su autofosforilacién dependiente del ATP en el residuo conservado de histidina (pasos
#2 y #3). Posteriormente el grupo fosfato es transferido al residuo conservado de aspartato del
regulador de respuesta (paso #4). Esta fosfotransferencia entre histidinas y aspartatos permite la
activacién del RR y por ende se genera la respuesta necesaria. A continuacién se detatlara la

estructura y funcién de estas proteinas.

Periplasma

Cinasa Citoplasma N
Sensora

C%
"

Regulad

e YOO — l.s“.m

Respuesta Dominio  Dominio
Receptor Efector

Figura 2. Esquema del funcionamiento de un SDC tipico. Las abreviaturas son las mismas
que las de la fig. 1.



1.2 Las Cinasas Sensoras

Las cinasas sensoras (CS) forman una gran familia de enzimas que catalizan la
autofosforilacion dependiente de ATP de su residuo histidina conservado, esta actividad se lleva a
cabo in frans, es decir entre monémeros y depende de la formacion de homodimeros {20, 21].

La arquitectura de las CS es modular, poseen dominios conservados organizados de varias
maneras que dan una gran versatilidad a los sistemas de dos componentes. Una CS ortodoxa o
tipica (fig. 3) consta de un dominio amino-terminal sensor casi siempre periplasmico y un
dominio carboxilo-terminal catalitico citosdlico transmisor de la seflal. Generalmente se
encuentran unidas a la membrana por medio de dos domjnios transmembranales; sin embargo,
FixL, un regulador de la fijacién de nitrégeno de Rhizobium etli [22] y UhpB, parte de) sistema de
transporte de azucares de Escherichia coli [23], poseen 4 y 8 dominios transmembranales
respectivamente. Algunas CS estdn solubles en el citoplasma como NtrB(NRII) el regulador de

nitrégeno del que se habl6 anteriormente [24] y CheA involucrada en quimiotaxis [25].

Dominio ™ Dominio transmisor
periplasmico {fosfolransferencia)

Figura 3. Esquema de una cinasa sensora ortodoxa. TM Regiones transmembranales; G
caja de unién al ATP; H histidina.

1.2.1 Dominio sensor y el de enlace

El dominio sensor regula la actividad catalitica de la cinasa. Se cree que al ser
extremadamente diversos en secuencia y estructura son especificos para la interaccién ¢on un
ligando [26]. Un estimulo puede ser detectado directa o indirectamente en el periplasma por el
dominio amino termipal sensor (dominio peripldsmico), por ejemplo en la cinasa PhoQ [27],
VanS [28] PmrB [29]; o en ¢l citoplasma como en el caso de FixL [30] y ArcB [31, 32]. Algunas
CS possen dominios PAS, son médulos citosdlicos de aproximadamente 100 aminoédcidos que
permiten monitorear estimulos de luz, potencial redox, oxigeno y pequefios ligandos. Su nombre
se deriva de las iniciales de las protefnas donde se identificd por primera vez: PER (“Period
Clock Protein” de Drosophila), ARNT (“Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator” de



vertebrados) y SIM (“Single-Minded Protein™ de Drosophila). ].a mayoria de los dominios PAS
identificados en procariontes se encuentran en las cinasas sensoras [33] en el caso de E. coli, se
han identficado 14 proteinas con dominios PAS [34]. La importancia de este dominio varia en
cada CS, por ejemplo en PhoR, un regulador de ia disponibilidad de fosfato, su eliminacién no
tiene un efecto aparente, lo gue sugiere que es innecesario para la activacion de la respuesta
mediada por esta cinasa [35]. Al contrario de ResE, un regulador del metabolismo anaerdbico vy
de respiracién aerdbica de 8. subrilis 36, 37] donde el PAS es indispensable para su actividad, y
el dominio periplasmico tiene un papel secundario [38].

En las CS unidas a membrana, el dominio sensor estid conectado al centro catalitico por
medio de una de las regiones transmembranales seguida de un dominio de enlace. Dentro de esta
altima suele encontrarse un dominio HAMP o “Regién Linker P”; comprende alrededor de 50
amino4cidos que se han modelado como dos o—hélices anfipaticas (ASI y ASII). El HAMP es un
probable elemento regulatorio de proteinas transmembranales: cinsasa sensoras, proteinas
aceptoras de metilos (MCPs) y de seflalizacién; su nombre deriva del acrénimo formado por las
primeras proteinas en donde se localizo: “Histidine kinases”, “Adenyl cyclases”, “Methyl-
accepting proteins” y “Phosphatases” [39]. Se cree que el dominio HAMP no estd directamente
involucrado con la deteccién de la sefial sino que mas bien es pecesario para su correcta
transduccién {40]. La importancia de este dominio también varia en cada proteina, por ejemplo,
en ResE el regulador de genes de anaerobijosis del que se habld, mutaciones y deleciones en el
HAMP tienen un papel minimo en el funcionamiento del sistema [38]. Mientras que en la cinasa
sensora EnvZ de E. coli, diferentes mutaciones puntuales en este dominio favorecen el estado de
cinasa o de fosfatasa. En general las mutaciones en el HAMP alteran la sefializacién y las

respuestas de las CS [40].

1.2.2 El centro catalitico cinasa

EJ] centro catalitico cinasa es de aproximadamente 350 aminoacidos, estd conformado por
un dominio independiente de dimerizacién y un dominio catalitico responsable de unir al ATP y
dirigir la fosfotransferencia. Esta region se define por 5 motivos: la caja H, donde se encuentra la
histidina conservada y las cajas N, GI, F y G2 que juntas forman el surco de unién al nucledtido,
también son importantes para la catdlisis y la fosfotransferencia. En muchas CS la caja H es parte
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del dominio de dimerizacidon [26]. A veces a Jas cajas Gl y G2 se le llaman D y G
respectivamente [20].

El dominio de unién a ATP tiene homologia en secuencia y estructura con el de GyrB
(topoisomerasa tipo J1), Muil (proteina reparadora de apareamientos incorrectos) y Hsp90
(proteina de esirés calorico). Este dominio consta de una serie de o—hélices empacadas frente a
una sene de f—plegadas antiparalelas en su mayoria, que forman un asa alrededor del ATP. El
aspartato que define la caja D se une directamente a la adenina del ATP por puentes de
hidrégeno, los aminodcidos adicionales de las cajas N y D se le unen por medio del agua que
queda atrapada en la cavidad. Los residuos en ia caja N interaccionan con los fosfatos del
nucledtido por medio de un ion de Mg?". La caja F es parte de la tapa que cubre el ATP mientras
que la caja G forma una bisagra flexible al final de ella. La hidrdlisis del ATP se acopla a la
liberacién del Mg?* y el cambio conformacional destruye la organizacién de esta cavidad. Se ha
propuesto que el ordenamiento de la tapa que cubre el ATP puede acoplar la unién del ATP con
las interacciones entre los dominios de las CS, como el del dominso catalitico y la caja H {41].

Por analisis de secuencia las CSs se han dividido en 11 subfamilias [42] pero de manera
mas general se pueden dividir en dos: las cinasas sensoras ortodoxas 6 tipicas y las hibridas, las

primeras son las mas comunes en los procariontes [26].

1.2.3 Cinasas sensoras hibridas o tripartipas

Las cinasas sensoras hibridas o tripartitas son mas complejas en su arquitectura pues
poseen dos dominios adiciopales al transmisor (His conservada). El primero es un dominio
receptor con un Asp conservado, similar al encontrado en los reguladores de respuesta y el
segundo es un dominio de fosfotransferencia que contiene otra His conservada (fig. 4). En
algunos casos estos dominios se encuentran como proteinas separadas. Las histidinas cinasas de
eucariontes conocidas hasta ahora entran dentro de esta clasiﬁcac’:ién, la unica excepcion es ERS,

un receptor de etilenos de Arabidopsis thaliana [12, 19]

11
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Figura 4. A. Cinasa sensora ortodoxa; B.Cinasa sensora hibrida. TM Regiones
fransmernbranales; G caja de unién al ATP; H histiding; D aspartato.

Se menciond anteriormente que las cinasas sensoras ortodoxas activan a los reguladores
de respuesta por un mecanismo de fosfotransferencia His->Asp; sin embargo la activacion de las
cinasas sensoras hibridas y sus reguladores de respuesta se lleva a cabo por un mecanismo similar
llamado fosfo-relevo representado como His->Asp->His->Asp (fig. 5). La transferencia del grupo
fosfato debe ser secuencial dentro de la misma cinasa 0 de Jos moédulos aislados antes de ser

transferido al regulador de respuesta {43, 44].
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Dominio \ransmisor Domunio  Cominis
{losfolransferenaa) receptor  akectar
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Figura 5. A. Modelo de fosfotransferencia en una CS ortodoxa. Modelo de fosfo-relevo en una
CS hibrida: B. dentro de la misma proteina; C. en médulos separados.

El primer ejemplo reportado de fosfo-relevo fue el de las cinasas sensoras KinA, KinB,
KinC, KinD y KinE y los reguladores de respuesta SpoOF, Spo0OB y SpoOA de B. subtilis, este
sistema regula el inicio de la esporulacion de la bacteria [8, 45]. El modelo corresponde al inciso
C de la fig. 5, las cinco cinasas pueden transferir el fosfato al Asp del regulador de respuesta
SpoOF, este a su vez dona el fosfato al residuo de His de SpoOB y por ultimo éste transfiere el
fosfato al Asp del factor de transcripcidn SpoOA [8). El siguiente sistema activado por fosfo-
relevo que se identifico, fue el de BvgS-BvgA, un controlador de virulencia de Bordetella
pertussis, en esta via los tres primeros pasos de fosforilacién ocurren en una sola proteina, la
cinasa sensora BvgS [46], el modelo corresponde al inciso B de la fig. S.

Se cree que la complejidad de los sistemas activados por fosfo-relevo proporciona puntos
de regulacién adicionales que permiten un control fino de la sefializacién [26]. Un ejemplo es el
sistema Arc de E. coli, en condiciones anaerbbicas la cinasa sensora hibrida ArcB fosforila al
regulador de respuesta ArcA y regula genes involucrados con la respiracién y ¢l metabolismo
fermentativo [47, 48]. En condiciones aerdbicas las quinonas oxidadas son sefiales negativas que

inhiben la actividad cinasa de ArcB [32]. Por otra parte, el D-lactato, un metabolito intermediario

13



de fermentacién, aumenta la actividad cinasa de ArcB bajo condiciones de estimulacién (-Oy);
aunque el mecanismo de accién no es claro, se sabe que se requiere el dominio receptor (Asp) de
ArcB. En otras palabras, e} primer nivel de control de ArcB esti dado por las quinonas oxidadas,
mientras gue el D-lactato participa en un segundo nivel amplificando la actividad cinasa de ArcB

en condiciones anaerdbicas. [49, 50].

1.3 Los Reguladores de Respuesta

En los sistenas procariontes los reguladores de respuesta suelen encontrarse al final de las
vias de fosfotransferencia. La transferencia del grupo fosfato de la histidina de la cinasa sensora a
un residuo conservado de aspartato (Asp) en el dominio regulador de los RR provoca su
activacién. Se ha propuesto que la energia de el enlace acil-fosfato formado, es utilizada para
dirigir cambios conformacionales a gran distancia que le permiten interaccionar intra o

interraolecularmente para generar la respuesta necesaria [26].

1.3.1 Dominio receptor

El dominio receptor de un regulador de respuesta consta de aproximadamente 110
aminoacidos, contiene al Asp conservado [S1]. El ejemplo tipico de un dominio receptor se basa
en la estructura de CheY, un regulador de respuesta para quimiotaxis [26, 52]. Consiste en una
serie de cinco hebras B—plegadas paralelas dobladas sobre si mismas rodeadas de cinco c-bélices
que forman un centro hidrofébico. El sitio de fosforilacién (Asp57) se localiza en una asa
expuesta al solvente adyacente a otros dos residuos de Asp que forman una cuenca 4cida cerca
del carboxilo terminal de la estructura de B—plegadas.

Con base en la estructura de] dominto de CheY fosforilado y de otros RR se confirmé Ja
idea de que la fosforilacién de los dominios receptores causa cambios estructurales de largo
alcance; no se altera el plegamiento general ni la estructura secundaria, sdlo se reubican

ligeramente los elementos [26].
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1.3.2 Dominio efector

Los reguladores de respuesta (RR) suelen poseer un dominio efector en el carboxilo y en
la mayoria de los casos este dominio es de unién a ADN, en E. coli, 25 de los 32 RR
identificados lo tienen [6, 26].

Algunos RR pueden tener dominios efectores con actividad enzimatica como CheB de E.
coli, una metilesterasa de quimioreceptores MCP que regula la respuesta mediada por éstos [{53].
RegA de Dictyostelium es una fosfodiesterasa de AMPc, ajusta los niveles de este segundo
mensajero y regula la actividad de una proteina cinasa, ésta a su vez controla los eventos
morfogenéticos necesarios para la esporulacién [17]. El RR de quimiotaxis CheY de E. coli
carece de un dominio efector, su fosforilacién [e permite unirse a FliM, un componente del motor
del flagelo [54).

Existen varias formas de activacién de los RR, la fosforilacién puede liberar una
mhibicién, promover la dimenzacién u oligomerizacién y mediar la interaccién con otras
proteinas o con el ADN; no obstante, ninguna de estas formas es excluyente [26].

El balance entre fosforilacion y desfosforilacidn de los reguladores de respuesta determina
la amplitud e intensidad de una respuesta adaptativa, por ello Ja vida media de los reguladores de
respuesta fosforilados es muy variada, puede ser de segundos y hasta de horas, dependiendo de
los requerimientos de cada sistema. Muchos RR tienen actividad de autofosfatasa y ofros
requieren de fosfatasas auxiliares. Dentro del sistema que regula el inicio de Ja esporulacién de
B. subrilis mencionado con anterioridad, hay dos familias de aspartil-fosfatasas que controlan el
fosfo-relevo: RapA, RapB y RapE desfosforilan especificamente a Spo0F; mientras que SpoOL,
YnzD y Yisl hacen lo mismo con Spo0A [55, 56].

Existen casos en Jos que la cinasa sensora también posee actividad de fosfatasa, estos
estados son regulados por los estimulos recibidos [S7-59]. Se cree que esta via es utilizada en
casos donde se requiere apagar rapido la respuesta [26]. Un ejemplo es la cinasa sensora hibnda
ArcB mencionada con anterioridad, en condiciones anaerdbicas fosforila al regulador de
respuesta ArcA y regula genes involucrados con la respiracion y el metabolismo fermentativo
[47, 48]. En condiciones aerdbicas ArcB desfosforila a ArcA y apaga la respuesta [59, 60]. Otro
ejemplo es la CS EnvZ de E. coli, el balance entre su actividad cinasa y fosfatasa determina el
nivel de fosfoﬁlacién del regulador de respuesta OmpR, lo que resulta en una expresion

diferencial de los genes de porinas ompC y ompF [58, 61].
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La eliminacién de los reguladores de respuesta causa la pérdida de la regulacién de los
genes blanco, mientras que la inactivacién o supresién de la cinasa sensora generalmente resujta
€N una expresion constitutiva a bajo nivel de éstos. Este fenémeno se puede explicar debido a que
se ba visto en experimentos in vifro e in vivo que en ausencia de la cinasa sensora los reguladores
de respuesta pueden fosforilarse mediante moléculas pequefias donadoras de fosfato como el

carbamil fosfato, e] fosforoamidato y €l acetil fosfato {62, 63].
1.4 El sistema BarA/UvrY de Escherichia coli

La cinasa sensora BarA y el regulador de respuesta UvrY constituyen un sistema de dos
componentes en Escherichia coli (Pernesting, 2001) aln no caracterizado. Este sistema se ha
asociado con la regulacién de la movilidad, 1a desintoxicacién por peréxido de hidrdgeno, la
formacién de biopeliculas y con la regulacién del equlibrio para el flujo de carbono entre
glicdlisis y gluconeogénesis [64, 65).

La protefna BarA de £. coli, antes llamada AirS, pertencce a la subclase de cinasas
sensoras hibridas o tripartitas. Su nombre viene de “Bacterial Adaptative Response Gene A” y se
identificd porque su sobreexpresién suprimia el fenotipo de una mutante suprimida en la cinasa
sensora EnvZ y controlaba a OmpR, el regulador de respuesta especifico de esta cinasa. Sin
embargo, la sefializacién cruzada entre BarA y OmpR no pudo ser demostrada in vifro [66]. La
relevancia fisiolégica de la sefializacién cruzada no es clara ya que la fosfotransferencia entre
cinasas y reguladores de diferentes sistemas sélo se ha visto in vitro, o in vivo cuando la cinasa
sensora especifica estd ausente o la heter6loga se encuentra en una dosis elevada [67].

BarA es una protefna de 918 amino4cidos (fig. 6) consta de un segmento amino terminal
citosélico muy corto, dos regiones transmembranales canénicas (TM) que comprenden los
residuos 10-32 y 135-149, ambas forman un puente peripldsmico de 145 aminodcidos. Del
amino4cido 200 al 252 se predice un dominio HAMP. Dentro del dominio transmisor primario,
los aminoé4cidos 292-357 comprenden la caja H con el primer residuo de histidina conservado
(His 302). Del residuo 404-520 se encuentran los motivos N, D/F, G1 de unién a ATP. El
dominio receptor primario que contiene al residuo conservado de &cido aspartico (Asp 718)
comprende del residuo 668 al 781. El dominio transmisor secundario comprende del residuo 819

al 914, aquif se encuentra el segundo residuo conservado de histidina (His 861).
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Figura 6. Esquema de BarA de E. coll.

Se ha sugendo que BarA posee entre los aminodcidos 200 y 350 un dominio PAS con
menos de 30% de homologia; sin embargo, dada la baja homologia este dato debe ser validado a
nivel de secuencia y experimentalmente [68].

Se propuso que BarA era una regulador de la adquisicion de hierro (siderdforos) y tenia
un papel fundamental en la colonizacién del tracto urinario por E. cofi O157:H7 [69]; sin
embargo, el defecto en la formacion de sideréforos de la mutante AbarA parece ser especifico de
Ja cepa que se utilizd en ese trabajo, ya que ia misma mutacidn en otras cepas tanto patégenas
como no patégenas no tiene efecto en la formacién de sideréforos [64, 65).

La eliminaciéon de BarA en E. coli atentia Ja formacién de biOpc]iculés, aumenta la
sensibilidad a radiacién por [uz UV y reduce la expresion de catalasas, por lo que se incrementa
Ja sensibilidad a estrés oxidativo [68).

El regulador de respuesta especifico de la cipasa BarA es la proteina UvrY [64], su
nombre se deriva por estar esirechamente relacionado, en un ARNm bicistrénico, al gen wvrC del
sistema de reparacién de ADN dafiado por luz UV, sin embargo, mutaciones en u«vrY no afectan
la respuesta de este sistema [70], lo que resulta contrario al fenotipo de sensibilidad que presenta
la mutante BarA a radacién por luz UV [68].

UvrY tiene la estructura clasica de un regulador de respuesta (fig. 7), tiene 218
aminodcidos y posee un dominio receptor que contiene al Asp conservado en Ja posicién 54 y un
dominio efector hélice vuelta hélice (HVH) de union a ADN. Se ha clasificado como un miembro

de la familia FixJ y no tiene una funcién asignada en las células [64].
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Figura 7. Esquema de UvrY de E. cofi

1.4.1 Los genes regulados por BarA/UvrY y fenotipos de las mutantes en E. coli

Hasta la fecha sélo se conocen tres genes regulados por el sistema BarA/UvrY de E. coli.
Los dos primeros, ¢srB y csrC son componentes del sistema de regulacion del almacenamuento de
carbono (Csr), se describiran mas adelante {71-74]. El tercero es rpoS que codifica para un factor
sigma de fase estacionaria, regula genes en respuesta a privacién de nutrientes, a la variacién en
la tensién del oxigeno y a cambios en el pH y en la osmolaridad [75]. La regulacién de rpoS es
muy compleja pues involucra mecanismos transcripcionales, post-transcripcionales y post-
traduccionales [76]. A pesar de los estudios realizados, €] mecanismo de regulacidn por el sisterna
BarA/UvrY sigue siendo controversial, ya que se han encontrado diferentes resultados para la
mutantes AuvrY y 4dbarA. Mukbopadhyay, et al [77], proponen que BarA se requiere para la
induccién transcripcional de rpoS y de dos genes regulados por éste Gitimo, katG, que codifica
para ia principal catalasa de E. coli y osmY, que codifica para una proteina de estrés osmdtico.
Hengge-Aronis, et al [76], concluye que UvrY no esta involucrado en la activacién de rpoS y
sugiere que BarA puede activarlo por otra via. Oshima, et al (78], proponen que rposS es regulado
positivamente a nivel transcripcional por BarA, pero es regulado negativamente por UvrY. El
contexto fisioldgico por el que rpoS es activado por BarA no est4 claro [65].

El componente central del sistema Csr es CsrA, una protefna de 61 aminoacidos que actua
a nivel post-transcripcional alterando de manera positiva o negativa la estabilidad de sus ARNs
blanco. CsrA es un activador de la glicélisis, la movilidad y el metabolismo de acetato y es un
represor de la gluconeogénesis, de la biosintesis del glucégeno y de la formacién de biopeliculas
[79-82]. Se ha sugerido que promueve la degradacién de los transcritos de mARN uniéndose a las
cercanias del sitio de union ribosomal. En el caso del transcrito gigCAP que codifica las enzimas
requeridas para la sintesis de glucdgeno, se ha demostrado que CsrA se une a dos regiones: a la

secuencia lider de este ARNm en un sitio que se sobrepone con la secuencia Shine-Dalgamno de
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glgC y a on sitio dentro de una horquilla rio arriba de Ja misma; esta interaccion bloquea la unidn
de los ribosomas y por lo tanto la traduccién [80].

E} mecanismo de accién como regulador positivo no esta claro, se sabe que CsrA se une y
estabiliza al transcrito de fIhDC que codifica tas dos subunidades del regulador maestro de genes
involucrados con la biosintesis de flagelo, la movilidad y la quimiotaxis. Una hipdtesis es que
CsrA protege al mensajero de tas endoribonucleasas [79].

El gen csrB codifica un ARN de 366 pares de bases perteneciente a la familia de pequefios
ARNs no traducidos (ARNp). Es un antagonista de la actividad de CsrA ya que secuestra a esta
proteina en un complejo formado por una molécula de CsrB y aproximadamente 18 moléculas de
CsrA. La sobreexpresion de CsrB causa el mismo fenotipo que una cepa Acsr4 [72, 73, 82].

CstB posee 18 repeticiones imperfectas de la secuencia: 5’-CAGGA(U/C/A)G-3’
distribuidas en todo lo largo de la molécula y se ha propuesto que éste es el sitio de uruén para
CsrA. La union de CsrA a CsrB no altera su estabilidad [82).

El tercer componente del sistema Csr, es CsrC, también pertenece a la familia de
pequefios ARNs po traducidos, tiene un tamaiio de 245 nucledtidos y se ha reportado que, al igual
que CsrB, une varias moléculas de CsrA y la secuestra en un complejo. CsrC sélo posee 9
secuencias imperfectas repetidas similares a las de CsrB, y por ensayos de cambio en la
movilidad electroforética (EMSA por sus siglas en inglés) se demostrd que CsrA tiene mayor
afinidad por CsrB que por CscC [71].

La razén de la existencia de estos dos ARNp no es clara, una posibilidad es que exista una
expresién diferencial dependiente de las condiciones de crecimiento de la bacteria, en este
sentido, el tener mds componentes permite una regulacién mas fina del flujo de carbono. Existe
una regulacién compen;atoria en los niveles de CsrC y CsrB en las células, pues la mutacién de
uno causa un incremento en la expresién del otro y viceversa [71]. La expresidn de ¢s7B y ¢srC se
mantiene hasta por lo menos la fase estacionaria tradfa, de acuerdo a los resultados de hibridacién
tipo Northemn [83, 84].

En E. coli se ha demostrado que los niveles de CsrB, CsrC y CsrA se van acumulando
conforme los cultivos se aproximan a la fase estacionaria, y esta expresién s independiente del
factor RpoS [83].



1.4.2 Regulacion Transcripcional de BarA y UvrY

La transcripcion de barA es inducida durante la fase exponencial de crecimuento [77].
Tanto CsrA como UvrY estimulan la expresion de barA a nivel transcripcional [74]. CsrA
promueve la transcripcion de CsrB y CsrC por medio de UvrY aunque de manera diferencial.
CsrC es menos dependiente [83}. La eliminacion de UvtY no tiene ningin efecto en la
transcripcion de CsrA [74] y la sobreexpresion de SdiA, un activador transcripcional de la familia
LuxR del cual se hablara mas adelante, induce la transcripcion de wvrY y de wvrC 12 y 9 veces

respectivamente [85] y la expresion de csrB mediante UvrY [74].

1.5 Los ortélogos de BarA y UvrY

El primer reporte de la cinasa sensora BarA fue en la bacteria patégena Pseudomonas
syringae (cepa B728a), inicialmente se llamo LemA (“lession manifestation”) porque se
identificé como un factor esencial para la manifestacién de la lesidn en hojas de frijol [86]. En la
actualidad recibe e¢] nombre de GacS. Al regulador de respuesta UvtY se le identifico por primera
vez en Pseudomonas fluorescens (cepa CHAO) con el nombre de GacA (“Global Activator ...”"),
es un activador global de produccion de antibiéticos y de cianuro [87]. La pnmera evidencia de
que GacS y GacA constitufan un SDC fue en Pseudomonas syringae p.v syringae [88], de ahi
derivaron muchos reportes que confirmaron esta relacién [89].

Las proteinas BarA y UvrY se encuentran conservadas en otras y-proteobacterias, se hap
localizado cerca de 20 ortlogos en bacterias entéricas [89); en la Tablas 1 y 2 se muestra el

porcentaje de identidad de dichas proteinas con respecto a sus ortélogos en algunas especies.
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Tabla 1. Porcentaje de identidad de los ortdlogos de BarA

BarA BarA ExpS NP 232082 GacS
L. coli S. typlimurivm | E. carotovora V cholerac P acruginosa
biovar cltor
BarA 100% 89% 58% 52% 39%
k. coli
BarA 100% 60% 52% 37%
S. typhimurium
ExpS 100% 48% 35%
E. carotovora
NP_232082 100% 34%
V.cholerac biovar
cltor
GaceS 100%
P. aeruginosa
Tabla 2. Porcentaje de identidad en los ortélogos de UvrY
UvrY SirA ExpA VarA GacA
E. coli S. yphimurium | E carotovora V. cholerae | P. aeruginosa
Uvry 100% 96% 82% 75% 60%
E. coli
SirA 100% 83% 76% 60%
S. iyphimurium
Expa 100% 72% 59%
E. carotovora
VarA 100% 61%
V cholerae
GacA 100%
P. aeruginosa

La relacién de BarA y UvrY con sus ortdlogos no sélo es a nivel de secuencia, también la
organizacion gendmica esta conservada. A diferencia de la mayoria de los SDC, los genes barA
(GacS) y uvrY (GacA) no forman una unidad transeripcional, ademéas »vrY se encuentra ligado al
gen uvrC [64].

Un andlisis de similitud entre 18 ortdlogos de BarA [89] confimé que ¢l dominio
transmisor, el receptor y el de fosfotransferencia (Hpt) estdn altamente conservados. El dominio
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de enlace (HAMP) tiene una similitad arriba del valor promedio del alineamiento global. Dentro
del dominio transmisor hay un alto nivel de conservacién rodeando a la caja H y a la regién dei
dominio HAMP. En el dominio receptor hay dos regiones altamente conservadas ademas del Asp
caracteristico, se trata de upa lisina (K) y dos aspartatos {DD). Hay otra regién de alta similitud
en el amino terminal del dominio de fosfotransferencia y en una region que rodea el sitio de
fosforilacion de este dominio. Existen tres regiones de baja similitud, la primera se localiza entre
el dominio transmisor y el receptor, la segunda es una secuencia corta entre ¢] dominio receptor y
el dominio de fosfotransferencia y por Gltimo la regién periplasmica, lo que ha llevado a
cuestionar si la sefial es percibida en el periplasma y si es la misma para 1odos Jos ortélogos de
BarA. El estimulo fisiolégico que activa al sistema BarA/UvrY o a sus ortélogos no ha sido
identificado, los fenotipos dependientes de GacA (UvrY), en ausencia de un organismo
hospedero son expresados preferentemente durante la transiciéon de fase exponencial a la
estacionaria [89] Se reporté que en una cepa uropatogéna de E. coli, la expresion de BarA es
inducida por el contacto via P- pili de la bacteria con la célula eucarionte hospedera [69]; sin
embargo, no todas las cepas producen el P-pili, por lo que es posible que otro estimulo actile
sobre BarA (64].

1.5.1 Genes regulados por los ortologos de BarA/UvrY y sus fenotipos

En Salmonella enterica serovar typhimurium e] sistema BarA/SirA regula la expresion de
HilA, up regulador transcripcional de los genes involucrados con la invasién de las células
huésped y de HilC [90-92]. HilA y HilC controlan la mayoria de los genes de la isla de
patogenicidad | de Salmonella (SPI1) que codifica para un sistema se secrecion de tipo 111, este
ilimo promueve la invasién intestinal y la gastroenteritis [93]. En las mutante AbarA y AsirA de
S. typhimurium se compromete la habilidad para invadir células epiteliales en cultivo [90]. SirA
regula positivamente al gen de virulencia sopB, y negativamente los tres niveles de los genes
flagelares [94].

En Erwinia caroiovora, un patégeno de plantas, el sistema ExpS/ExpA controla a los
genes que codifican la celulasa, pectato liasa y poligalacturonasa. En modelos de
fitopatogenicidad la virulencia de la mutante ExpA™ es reducida [95, 96].

En Vibrio cholerae, VarA, el ortdlogo de UvrY, se requiere para la expresién del regulén

ToxR y la colonizacién del intestino murino [97].

22



En la bacteria fijadora de nitrogeno Azotobucter vinelandii 1a mutante gacS disminuye la
produccion de alginate y la acumulacion de poli-B-hidroxibutirato, ambos polimeros estin
involucrados en el proceso de enquistamiento [98]. GacA regula positivamente a algD, que
codifica la enzima clave de la via de biosintesis de alginato y a rpoS [99).

En Pseudomonas, tanto patégenas como benéficas de plantas (P. fluorescens, P.
aeruginosa, P. syringae, P. viridiflava y P. aureofaciens) ¢l sistema GacS/GacA regula de la
sintesis de productos extracelulares y factores de virulencia como enzimas y metabolitos
secundarios (por ejemplo el 2,4-diacetilfloroglucinol y el cianuro de hidrégeno), y el nado [100,
101]. Las mutantes gac4d de Pseudomonas benéficas para plantas pierden la habilidad de
biocontrol, en las especies patdgenas se reduce Ja virulencia. [89].

En tres especies: P. aeruginosa, P. syringae y P. aureofaciens ¢l sistema GacA/GacS
regula positivamente la sintesis de N-acil-homoserin lactonas que a su vez regulan la expresién
genética dependiente de la densidad celular (“Quorum Sensing”) [102-105). En P. aeruginosa la
cascada de “Quorum Sensing” influencia [a expresién de rpoS [106, 107] y de genes de virulencia
[108]. En modelos de fitopatogenicidad de las mutantes AgacA, la virulencia se reduce (revisado
en [89)).

En P. aureginosa 'y en E. coli se ha reportado que BarA/UvrY participa en la formacién de
biopeliculas [74, 109]; sin embargo, el mecanismo por el cual lo hace no ha sido determinado
aunque se sabe que en E. coli es por una via independiente del sistema Csr.

Estudios més recientes han demostrado que la intima relacién entre el sisterna BarA/UvrY
y el sistema de regulacién de almacenamiento de carbono (Csr) esta conservada ep otras y-
proteobacterias como E. carotovora, P. fluorescens, P. aeruginosa y S. enterica. Los homélogos
de CstB (RsmB, RsmZ, RsmY o PrrB) se encuentran bajo el control del sistema GacS/GacA
[105, 110-114]. Al igual que en E. coli, RsmA, el homdlogo de CsrA, controla sus genes blanco a
nivel postranscripcional, esta actividad es antagonizada por los homélogos de CsrB.

Se han identificado homélogos del gen csrC en Klebsiella pneumoniae, E. coli O157:H7 y
en Salmonella enterica, typhi y paratyphi [71]; parece ser que este gen no estd presente en otras
eubacterias.
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1.6 “Quorum Sensing”

Se ha llamado “Quorum Sensing™ al mecanismo por el cual los organismos procariontes
perciben Ja densidad de la poblacién por medio de la deteccion de moléculas que se acumulan en
el medio llamadas autoinductores. Esto les permite coordinar ciertas conductas como la
produccién de factores de virulencia, de proteinas, la sintesis de sider6foros, la bioluminiscencia,
la formacién de biopeliculas y la conjugacién de plasmidos (115, 116]

En el caso de las y-proteobacterias Jos autoinductores son N-acil-homoserin-lactonas
(HSLs o Als) generalmente producidas por las proteinas de tipo LuxI, cuyas cadenas acilo varian
en fargo, saturacién y modificacion en el tercer carbono [115]. Los autoinductores de tipo HSL se
unen a proteinas de tipo LuxR que son reguladores transcripcionales, una excepcién es Vibrio
harveyi donde la HSL (Al-1) es detectada por un sistema de dos componentes. Se han encontrado
sistemas homologos a Lux]/LuxR en muchas y-proteobacterias que generalmente regulan genes
importantes para interaccionar con un hospedero [117].

El primer mecanismo de “Quorum Sensing” que se descubrié fue en la bacteria marina
Vibrio fischeri, el aumento de la densidad celular activa al sistema LuxI/LuxR y genera
bioluminiscencia; esto es muy importante en la relacién simbiética que tiene con su hospedero, ¢]
calamar FEuprymna scolopes [118]. La sefial es una N-3-oxo-hexanoil-homoserinlactona
producida por Luxl a partir de S-adenosil-metionina (SAM) y una protefna acarreadora de acilos
(acill-ACP) [119, 120]. Cuando e¢] nivel de ]a HSL alcanza concentraciones nanomolares se une a
LuxR, de esta forma se activa la transcripcion del operdn luxICDABE requendo para la
bloluminiscencia.

Un segundo mecanismo, del cual carece Vibrio fischeri, se encontré en Vibrio harveyi, es
mediado por el autoinductor 2 (Al-2) y junto con Al-1 regula la bioluminiscencia de esta bactena.
El Al-2 es un ester-furanosil [121] sintetizado por la proteina LuxS del ciclo del metilo, el
objetivo de esta via es la generacidn de S-adenosilmetionina (SAM), ¢l prncipal donador de
metilos de las células. La SAM se produce a partir de metionina y ATP por una metionina
sintetasa; las enzimas metil transferasas utilizan a la SAM como donador para generar ARN,
ADN, proteinas y metabolitos metilados y S-adenosithomocisteina (SAH). El SAH es téxico para
la célula por lo que la enzima Pfs (metiladenosin/SAH nucleosidasa) convierte el SAH en S-
nbosilhomocisteina (SRH) el cual es convertido en homocisteina (HCY) y DPD (4,5 dihidroxi-
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2.3-pentanodiona) por LuxS. Se cree que por una reaccién espontdnea el DPD se convierte en
Al-2 y MHF (4-hidroxi-Smetil-3(2H) furanona). La metionina se regenera a partir de la
homocisteina por {a accién de las homocisteina metil lransferasas [122].

Se cree que el Al-2 ¢s una sefal de comunicacion interespecie porque se han encontrado
homologos de /uxS en practicamente todas las bacterias patégenas y no patdgenas que producen
compuestos capaces de activar biosensores Al-2 [115, 123]. También se ha propuesto que el
principal ro) de LuxS es en el metabolismo central intermediario [122] mas que en “Quorum
Sensing” [124] por dos razones: es parte del ciclo del metilo [122, 125] y el Al-2 producido es

una fuente potencial de carbono y boro [126].

1.6.1 Sistemas de " Quorum Sensing” en Escherichia coli

En E coli y Salmonella se han reportado algunos procesos regulados por “Quorum
Sensing™ aunque siguen siendo controversiales por el hecho de que no se han encontrado todos
los componentes que participan en estos procesos, es decir, en ambos organismos se identifico a
SdiA, un activador transcripcional de la familia LuxR, pero no a una protefna que sintetice HSL
[127]. Por el otro lado se han identificado hom6logos a f::S que producen al Al-2 en condiciones
como bajo pH, alta osmolaridad y en fuentes de carbono como glucosa [128] pero no a un
receptor para este autoinductor.

Ep ambas bacterias el Al-2 se produce durante la fase exponencial de crecimiento [128] y
en la fase estacionaria temprana es importado (fig. 8) por un sistema de transporte ABC
codificado por e] operdn Isr en Salmonella [129] y b1513 en E. coli [130, 131]. La cepa DH5a de
E. coli no produce Al-2 debido a la eliminacidn de | nucleétido del gen hxS que trunca la
proteina tempranamente [132); sin embargo, es capaz de degradar o tomar el Al-2 del medio
[130].
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Figura. 8. Modelo de produccién ¢ internalizacién de] Al-2 en Salmonelia. E1 Al-2 producido por
LuxS se acumula extracelularmente, es internalizado por LsrABC, el transportador de tipo ABC.
El Al-2 es fosforilado por la cinasa LsrK; el fosfo Al-2 es un inductor del operén Isr. LstR es el
represor de este operdn, se cree que es inactivado por el fosfo Al-2. LsrF y LsrG se requieren
para el procesamiento final. En E. coli no est4 presente IsrE. Modificado de [131].

En la cepa de E. coli enterohemorragica (EHEC) O157:H7 se ha propuesto un mecanismo
de “Quorum Sensing” por medio del Al-2 que regula la expresién de factores de virulencia, del
sistema de secrecion tipo 11, quimiotaxis, sintesis de flagelo y movilidad [133] y la actividad de
SdiA cuyo blanco son los genes de divisién celular fisQAZ [134)]. En la cepa enteropatégena
(EPEC) O127:H6 la expresion de flagelina es controlada por LuxS [135]. Se ha propuesto que la
cepade E. coli K-12 usa el Al-2 para controlar Ja quimiotaxis, la movilidad y las sintesis flagelar
[116, 136].

Existen autores que sugieren tener cuidado en la interpretaciéon de los fenotipos
observados en la mutante 4hxS y en la adicién de Al-2 a los cultivos, porque pueden ser

consecuencia de cambios en el metabolismo més que de Ja deteccién de una sefial [137, 138].

1.6.2 Sdid y UvrY

El gen de sdi4 se encuentra r{o arriba de uvrY en E. coli, S. enterica y Klebsiella [137),
un dato curioso es que son las mismas especies en las que no se ha encontrado una sintetasa de
HSL [127]. La sefial a la que responde Sd1A no es clara, una hipdtesis es que detecta las HSLs de
otras especies [137, 139]. Hay un reporte de la cepa de E. coli 0157:H7 (EHEC) que sugiere que
el amino terminal de SdiA puede unir un factor del sobrenadante de cultivos en fase estacionaria,

el cual a su vez regula otros factores de virulencia en esta bacteria [137, 140-142], sin embargo,
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este dato es dificil de reconciliar con la falta de produccién de HSLs en seis cepas diferentes de
EHEC [139].

Un experimento de microarreglos en donde sobreexpresan a SdiA reveld que la
transcripcion de uvrY y de wwr(C se activa [2 y 9 veces respectivamente. estos dos genes se
encuentran rio abajo de sdid y se transcriben en el mismo sentido; sin embargo, no se afecta la
transcripcion de yecF, un gen intermedio de diferente polaridad. Los niveles del /poS no se ven
afectados [85]. SAiA estimula Ja expresion de csrB mediante UvrY [74]. En Salmonella SdiA
responde a las homoserina lactonas [139]; sin embargo, la adiciéon de N-(cetocaproil)-i-
acilhomoserinlactona a los cultivos de E. coli no produce ningin efecto en las fusiones lacZ de
csrA, csrBy wvrY [74].

1.7 Los microarreglos y la expresién gemética em FEscherichia coli, regulones y

estimulones

El concepto de regulacion genética global se desarrolld a partir de la observacién de que
las bacterias pueden responder a alteraciones en su ambiente expresando una pequefia 0 una gran
cantidad de genes bajo el control de una o varias proteinas reguladoras. El término regulén se
refiere al conjunto de unidades transcripcionales controladas por una proteina reguladora, los
regulones se pueden sobreponer cuando las unidades de transcripcidon poseen sitios de unién para
mas de un regulador. La unién de varios regulones forma un modulén, que se define como el
conjunto de unidades de transcripcién que son controladas directa e indirectamente por una
proteina reguladora. Un estimulén comprende a grupos de unidades de transcritos que se
expresan eu respuesta a una perturbacién ambiental, es diferente de un alarmén que se define
como ¢l conjunto de trascritos que responden a una condicidn de estrés.

Recientemente ha habido un auge en el estudio de los sistemas de regulacién global y en
el cémo se conectan entre ellos para generar una respuesta adaptativa. Una herramienta muy
poderosa para este tipo de anilisis son los microarteglos, el principio béasico de esta técnica es
hibridar oligonucleétidos, ARNm, ADNc o ADN cromosomal marcado con secuencias
especificas complementarias inmovilizadas y arregladas en sustratos sé6lidos. Cada una de estas

secuencias corresponde a un gen y se llega a tener todo el conjunto de genes de un organismo.
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Esta 1écnica ha resultado muy 1til en el estudio de la regulacién genética en bacterias, ya
que se pucde monitorear la expresion global de los transcritos de una condicién comparada con
otra condicion control o de mutantes contra cepas de tipo silvestre y ha permitido un gran avance
en la identificacion de miembros de regulones y estimulones. En E. coli, los microarreglos han
permitido identificar los regulones de mas de 46 factores de transcripeién [143] y los estimulones
de  diversas condiciones (para una revisidén  visitar el sito  RegulonDB:
www.cifn.unam.mx/Computational Genomics/regulondb), algunos ejemplos se ilustran en la
Tabla 3.

Tabla 3. Ejeraplos de regulones y estimulones descritos por microarreglos.

Regulones Estimulones y condiciones de

crecimiento
ArcA: Regulador de respuesta del sistma ArcA/B Estrés calérico [145].
j144].

RpoS: Factor sigma de fase estacionaria [146). El crecimento en diversos pH’'s [147].

EvgA: Regulador de respuesta del sistema EvgA/S | El crecimiento en medio rico contra medio minimo

[148]. [149].
NtrC: Regulador de genes dependientes de ™, La ransicién de fase exponencial a fase
crecimiento en condiciones de limitacién de estacionaria [151].

nitrogeno [150].
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OBJETIVOS

Objetivo General

. Caracterizar al sisiema de dos componentes BarA/UwrY de Escherichiu coli.

Objetivos particulares

I Identificar condiciones que activen al sistema BarA/UvrY de Escherichia coli.

I Identificar los genes regulados por el sistema de dos componentes BarA/UvrY de

Escherichia coli.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Cepas y Cultivos: Todas las cepas utilizadas son derivadas de Escherichia coli K-12. El

crecimiento de las cepas se llevo a cabo en el medio Luria-Bertani (LB) que contiene por litro:

10gr de NaCl, 5g de extracto de levadura y 10 gr de bacto triptona. Las concentraciones de los

antibidticos utilizados fueron de: ampicilina (Amp) 100 pg/ml; kanamicina (Kan) 100 pg/ml y

cloranfenicol (Cm) 33 pg/ml. Los cultivos aerobicos se crecieron con agitacion rotacional a 37°C,

salvo previa indicacién. Los cultivos anaerébicos se crecieron en frascos de 5 ml a su maximo

volumen con medio LB y se agitaron con una barra magnética.

Se construyeron las cepas IFC302 (tipo silvestre) e IFC304 (uvrY::cm) por electroporacion del

plasmido pCBZ1 en las cepas parentales MG1655 y MG1655 uvrY::cm respectivamente.

Cepas utilizadas:

Nombre Cepa parental Caracterfsticas relevantes Fuente
1. MGI1655 MG1655 Derivada de K-12 Coleccién del
laboratorio
2. MGI1655 MG1655 uvrY::cm Coleccién del
uvrY::cm laboratorio
3. #106 M15 (QIAGEN) pREP4, pQE30UvrY [64]
4. #125 M15 (QIAGEN) pREP4, pQE30BarA 198-918 [64]
5. DHS5a hoS Coleccidn del
laboratorio
6. IFC302 MG1655 pCBZ1 Este trabajo
7. IFC304 MGI1655 uvrY::cm wvrY::em + pCBZ1 Este trabajo
8. KSB837 CF7789 (MG 1655 Aatt-lom)::bla §(csrB-lacZ)1(Hyb)  [83]
AlaclZ (Miul)
9. UY KSB837 KSB837 uvrY::cm [74]
10. BA KSB837 KSB837 barA: :kan [74]
Plasmidos utilizados:
Nombre Fuente Caracteristicas
pBAD30 Donada por el Vector de expresion, el promotor es inducible por arabinosa.
Dr.Ojar
Melefors
pBAD30UvrY Donadaporel  Gen codificante #vrY clonado en el vector pBAD30
Dr. Qjar
Melefors
pQE30 [64] Vector de sobreexpresion. El gen se encuentra bajo el control del promotor

T5 y es reprimido por Lacl. Se crea una proteina recombinante con un
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epitope de 6-histidinas en el amino terminal, es inducible por IPTG.

pQE30UvrY [64] Gen codificante uvrY clonado en el vector pQE30.

pQE30BarA198-918 [64] Gen codificante de BarA clonado en el vector pQE30. Comprende del

aminoacido 198 al 918, carece de los dominios transmembranales y del

periplasmico.
pCBZ1 . (83] Fusion transcripcional de 245 pb correspondietes al promotor de csrB (-242
pGES593®(csrB-lacZ) pb al +4 pb del gen) y el gen lacZ.[83]

2.2 Ensayo de B-galactosidasa: Se realizo de acuerdo al protocolo descrito anteriormente [152].

La férmula para calcular las Unidades Miller de B-galactosidasa es:

(Abs4z0nm— (1.75 * Absssonm)
T*1* Abs600nm

Donde la absorbencia a 420nm es la medicion del producto de la actividad de B-
galactosidasa; 1.75%Abssso es un factor de correccion por la absorbencia de las dendritas
celulares. T se refiere al tiempo de reaccion (15 min); I al volumen en ml del cultivo de bacterias
para cada reaccion y por ltimo Absggnm €s la medicion de la densidad optica del cultivo a 600
nm. Se hicieron al menos dos experimentos independientes para corroborar los patrones

obtenidos en los ensayos de B—galactosidasa.

2.3 Obtencion de medios condicionados: Se crecié un cultivo de la cepa KSB837 toda la noche
a 37°C, a la mafana siguiente se inoculé un matraz a una dilucion de 1:50, las células se
crecieron hasta alcanzar una DOgqgy de 0.9. Se recolectd 20 ml del cultivo, se centrifugé a 3,500
rpm y el sobrenadante se filtré por una membrana de 0.22pum. Los sobrenadantes se alicuotaron y
guardaron a -20°C hasta su uso.

Para los ensayos de induccidn se crecié un precultivo de KSB837 hasta una DOgognm de 0.5, se

centrifugd y resuspendié a una DOgq final de 0.1 en cada sobrenadante y en LB fresco.
2.4 Obtencién de sobrenadantes con AI-2: Se llevo a cabo de acuerdo al protocolo descrito

anteriormente [128]. Las cepas de E. coli DH5a y MG1655 se crecieron toda la noche a 30°C en

medio LB con glucosa al 0.5% y aeracidn, al dia siguiente de este cultivo se inoculé un matraz
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con LB y glucosa al 0.5% a una dilucion 1:100. A las 6 y 8h de crecimiento a 30°C se tomaron 20
ml de los cultivos, se centrifugaron a 3,500 rpm y filtraron a través de una membrana de 0.22um,
los sobrenadantes se alicuotaron y guardaron a -20°C. Para los ensayos de induccion un cultivo
de KSB837 se crecid hasta una DOgypum de 0.2 donde se adicioné 1/10 de volumen del

sobrenadante correspondiente.

2.5 Purificacion de las proteinas: La proteina UvrY con el epitope de 6 histidinas en el amino
terminal (Hise-UvrY) fue purificada por cromatografia de afinidad Niquel-NTA agarosa
(QUIAGEN) de acuerdo al protocolo descrito anteriormente [64] con ligeras modificaciones. El
cultivo de #106 (M15 cotransformado con el pREP4 y el pQE30UvrY) se indujo a una DOgg de
~0.5 con 1 mM de IPTG por 4h. La proteina se purificé de la fraccién soluble en condiciones no
desnaturalizantes a 4°C. Se dializé en un amortiguador que contiene 100mM de fosfato de sodio
(pH 8), ImM de Na,EDTA, 150 mM de NaCl, 10 mM de p—mercaptoetanol y 30% de glicerol
[153]. La proteina se cuantificé por Bradford usando albiimina sérica bovina como estandar y se

guard6 a -20°C. La purificacion de Hisg-BarA se realiz6 de la misma manera que la de Hisg-

UvrY.

2.6 Fosforilacién de Hiss-UvrY con AcP**: La sintesis de AcP?? fue hecha por el Q. Javier de la
Mora de acuerdo al protocolo descrito anteriormente [154] con ligeras modificaciones. 1.5 pg de
Hiss-UvrY y el AcP*” se incubaron por 1 min, la reaccion se detuvo adadiendo amortiguador de
carga 5X para SDS-PAGE (250 mM de Tris, 500 mM DTT, 10% (peso/volumen) de SDS, 0.5%
de azul de bromofenol, 10% (volumen/volumen) de glicerol). La electroforesis desnaturalizante
en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) se llevé a cabo de acuerdo al protocolo descrito en [155].

Después de la electroforésis el gel fue secado y se obtuvo el autoradiograma.

2.7 Fosforilacion in vitro de Hisg-UvrY: La fosforilacion con carbamil fosfato se hizo de
acuerdo al protocolo descrito anteriormente [153] con ligeras modificaciones. HisgUvrY a una
concentracion final de 60pg/ml se incubé por 30 minutos a 30°C en un amortiguador que
contiene 100 mM de Tris-HCI pH 7, 10 mM de MgCl,, 125mM de KCl y 50mM de carbamil

fosfato disddico; en el caso de la proteina no fosforilada se utilizé la misma reaccién pero en un
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amortiguador sin carbamil fosfato disoédico. La fosforilacién de HisgUvrY por HisgBarA se

realizo de acuerdo al protocolo descrito anteriormente [64].

2.8 Ensayos de cambio en la movilidad electroforética (EMSA): El plasmido pCBZI
(csrB::lacZ) fue digerido con las enzimas de restriccion EcoRI'y BamHI, el fragmento resultante
de 245 pb que corresponde a la region promotora del gen csrB, fue purificado por extraccion en
gel (“Gel extraction Kit” de Roche). El marcaje de la sonda se realizo con T4 polinucledtido
cinasay [y-nP]ATP (3000 Ci/mmol). El ensayo de EMSA se llevé a cabo de acuerdo al protocolo
descrito anteriormente [156] con ligeras modificaciones. La proteina fue mezclada con el
fragmento de 245pb marcado con *?P en relaciones milimolares (mM) a picomolares (pM)
respectivamente. Las incubaciones se hicieron a 25°C por 30 minutos en amortiguador A (20 mM
HEPES pH 7.9, 100 mM KCl, 2 mM de EDTA y 20% de glicerol). Se utilizaron geles de
acrilamida (40% acrilamida 1% bisacrilamida) y TBE 1x (89 mM de Tris-base, 89 mM é&cido
Boérico y 2mM de Na,EDTA) como amortiguador para la electroforesis. En todas las reacciones
se utilizo ADN de esperma de salmon (Sigma) como competidor no especifico; en las
competiciones especificas se usé un exceso molar de 500 veces de sonda no marcada. El gel fue

secado y se obtuvo el autoradiograma.

2.9 Extraccion del ARN total por el método del fenol caliente: El manejo del ARN se hizo con
los cuidados sugeridos en el manual de Sambrook et al [155]. La extraccion se hizo de acuerdo al
protocolo de fenol caliente [157] con ligeras modificaciones. Se crecieron las células en agitacion
a 37°C y se resuspendieron en la solucion I (acetato de sodio 0.1 M, sacarosa 0.3 M, pH 4.5). Las
células se lisaron con la solucion II (acetato de sodio 0.0l M, SDS 2%, pH 4.5), éstas muestras se
se calentaron a 70°C por 1.5 minutos. Se adicion6 un volimen de fenol caliente equilibrado en
agua y se incubd a 70°C por 3 minutos, este proceso se repitié una vez mas pero incubando en
hielo. Posteriormente se hicieron 2 extracciones con un volimen de fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico. El sobrenadante de la tltima extraccion se precipitd con 1/10 de volimen de una
solucion 3M de acetato de sodio y 2.5 volimenes de etanol. La pastilla se resuspendié en dH,O
tratada con dietil-pirocarbonato (DEPC). Las muestras de ARN se trataron con
desoxiribonucleasa [ libre de ribonucleasas de acuerdo a las instrucciones del fabricante (“DNAse

I amplification grade” Invitrogen) y se extrajeron una vez mas con un volimen de fenol-
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cloroformo-alcohol isoamilico. El sobrenadante de la ultima extraccion se precipitod con etanol y
se resuspendi6 en dH,O tratada con dietil-pirocarbonato (DEPC), se guardé a -20°C hasta su uso.

Se confirmé la integridad del ARN en geles de agarosa—formaldehido y se cuantificd por
espectrofotometria a 260 nm. La pureza se estim6 calculando la relacion de las mediciones a 260
nm y 280 nm de las muestras, se utilizaron muestras cuya relacion estaba entre 1.9 y 2. Para
corroborar la ausencia de ADN en las muestras se hicieron reacciones de PCR con oligos

especificos para dos genes, en ninguna de ellas se obtuvo el producto.

2.10 Microarreglos: Para los ensayos de microarreglos los cultivos se crecieron aerébicamente a
37°C en medio (LB) con agitacion rotacional. En el microarreglo MG, las células se cosecharon
en las siguientes fases: exponencial tardia, estacionaria temprana, estacionaria media y
estacionaria tardia. E1 ARN total utilizado en estos ensayos se procesé de acuerdo al protocolo
descrito anteriormente. Estas muestras fueron entregadas a la Unidad de Microarreglos del

Instituto de Fisiologia Celular, UNAM.

2.10.1 Andlisis de los transcritos: Se utilizé la biblioteca de oligos de 50-mer de

MWGBiotech Oligo Sets (www.mwgbiotech.com). Contiene las 4286 sondas especificas de

oligonucledtidos que representan el genoma completo de E. coli K-12. El analisis global de

transcripcion se hizo en la cepa MG1655 (tipo silvestre) y MG1655 wvrY::cm.

2.10.2 Impresion de los arreglos: La biblioteca de oligonucledtidos de 50-mer de
MWGBiotech Oligo Sets se resuspedié a 40 pM en “Micro Spottins solution” (Telachem
International Inc.) Las laminillas de 25x75 mm cubiertas de SuperAmine se imprimieron por
duplicado y se fijaron a 80°C por 4 horas. Para la pre-hibridacion las laminillas se rehidrataron
con vapor de agua a 60°C y se fijaron con dos ciclos de luz UV (1200]). Después de hervirlas por
dos minutos a 92°C, las laminillas se lavaron con etanol al 95% por un minuto y se prehibridaron
en 5x SSC,0.1% SDS y 1% BSA por una hora a 42°C. Las laminillas se lavaron y secaron para la
hibridacion.

2.10.3 Preparacion e hibridacion de las sondas: Se utilizaron 10 pg de ARN total para

la sintesis e incorporacion de los marcadores/colorantes dUTP-Cy3 o dUTP-Cy5 con el kit
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“CySecribe First-Strand cADN labeling” de Amersham-Pharmacia. Se analizo la incorporacion del
fluoréforo midiendo la absorbencia a 555nm para Cy3 y a 655nm para Cy5. Se hibridé con
cantidades iguales de cADN marcado y con la solucion HybIT2 (Telachem International Inc.)

agregadas a la coleccion de arreglos de E. coli por 14 horas a 42°C.

2.10.4 Andlisis de las imdgenes de microarreglos y adquisicion de los datos: La
adquisicion y cuantificacion de las imagenes se realizé con el ScanArray 4000 y su software
ScanArray 4000 de Packard BioChips. Todas las imagenes se capturaron usando 60% de
ganancia de PMT gain, 70-75% de la potencia del laser y 10 um de resolucion a 50% de la
velocidad. Para cada aplicacion (“spot”) el valor de la media de la densidad (D), el valor de la
media del background (B) y el valor de la media normalizada de la sefial (S) que es el resultado
de (D-B) y el diametro interno (I) se calcularon con el software ArrayPro Analyzer de Media
Cibernetics. El valor de la media normalizada de la sefial (S) para cada aplicacion se normalizd
usando como 100% el valor de la media de la sefial total obtenido de todas las aplicaciones del

arreglo.

2.10.5 Seleccion de sefiales y ruido de fondo: Para seleccionar los cambios significativos,
se calculo la relacion entre la media de la densidad de todas las aplicaciones y la media del fondo
(Drmedia/Bmedia)- Se¢ seleccionaron como “aceptables” aquellas aplicaciones de Cy3 o Cy5 que
cumplieran con la siguiente ecuacion: Dcyx/ Beyx®= (Dmedia/Bmedia): S€ seleccionaron como
“tamafio de aplicacion aceptable” aquellas cuya relacion de diametro interno de Cy3 (I¢ya) /

diametro interno Cy5 (Icys) fuera mayor o igual que 0.9 y menor o igual que 1.1.

2.10.6 Seleccion de los genes regulados en arreglos individuales: Se obtuvo la relacion
del Logy (Cy3/Cy5) para cada aplicacion. Se consideraron activados los genes cuyo Logp
(Scys/Scys) fuera mayor o igual a 0.4 (represion por UvrY de 1.3 veces) y reprimidos aquellos
cuyo Loga (Scy3/Scys) fuera menor o igual a -0.4 (activacion por UvrY de 1.3 veces). Se decidio
utilizar una condicion relajada (1.3 veces) para generar el mayor nimero de candidatos del
regulon de UvrY. Los genes se encuentran por duplicado en cada arreglo, por lo que se calculo la
media y la desviacién estandar de ambas aplicaciones para cada gen. Se seleccionaron como

positivas aquellas aplicaciones cuyo promedio entre los duplicados fuera mayor que dos veces la
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desviacién estandar de los mismos, ésto se hizo con el objeto de tener valores de expresion
confiables para cada gen.
Las condiciones para considerar a los genes como reprimidos por UvrY fueron:
Dcy3/Beys >= Dinediacys/Bmediacys 5 Leys/ leys™= 0.9; Ieys/ loys<= 1.1; Logy (Scys/Scys)>0.4 Y Saverage™2X StDev.
Las condiciones para considerar a los genes como activados por UvrY fueron:
Deys/Beys >= Dimediacys/Bmediacys 3 leys/ Ieys™= 0.9; leya/ leys<= 115 Lo (Scys/Scys)<-0.4 ¥ Saversge>2X StDev.
Resultados similares se obtienen con el software BRB arrays tools

(linus.ncbi.nlm.nih.gov).

2.10.7 Seleccion de los genes regulados entre arreglos: Los genes que presentaron
regulacion, ya sea positiva o negativa de 1.3 veces de cambio en al menos 2 microarreglos fueron
filtrados en hojas de Excel para analisis posteriores. Se seleccionaron un total de 297 genes (lista
Anexo 1). El programa Cluster 3.0 se utilizo para comparar los perfiles de expresion de los genes

[158], esta disponible en el sitio http://rana.ibl.gov/EisenSoftware.htm.

2.10.8 Bases de datos utilizadas:

EcoCyc WWW.ECOCYC.org

GeneProtEc http://genprotec.mbl.edu

KEGG www.genome.jp/kegg

RegulonDB www.cifn.unam.mx/Computational _Genomics/regulondb
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Parte 1.- Ensayos in vivo

3.1.1 Monitoreo de la expresion de la fusion csrB-lacZ

Los experimentos se realizaron con cepas derivadas de la MG1655, se eligio este fondo
genético porque fue el utilizado en la secuenciacion del genoma de Escherichia coli K-12 [159].
Las cepas #300 (MG1655) Y #301 (MG 1655 uvrY::cm) fueron transformadas por electroporacion
con el plasmido pCBZI1 (c¢srB-lacZ), se nombraron IFC302 ¢ IFC304 respectivamente. Se
crecieron por 24 horas en medio LB con agitacién rotacional, la actividad del reportero csrB-lacZ

fue monitoreada por ensayos de 3-galactosidasa (fig. 9).
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Figura 9. Monitoreo de la expresion de csrB-lacZ en las cepas (M)[FC302 e (@) IFC304.
A. Ensayo de B—galactosidasa. B. Curva de crecimiento.

La elevada expresién del reportero en el tiempo cero se debe a la actividad remanente del
cultivo del inéculo, conforme las bacterias crecen se ve una disminucién de la actividad de B-
galactosidasa; cuando el cultivo alcanza la fase exponencial media, la actividad empieza a
aumentar de forma gradual, a las 24 b se alcanza la maxima actividad (~ 7 400 unidades Miller).
En IFC304 los niveles de B-galactosidasa son muy bajos por lo que la expresion de c¢s7B-lacZ es
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dependiente de UvrY. La maxima diferencia en la actividad del reportero se alcanza a las 24 h y
s de aproximadamente 7 veces. Estos dalos concuerdan con lo reportado en la literatura [74).

La cepa MG1655 posee el gen lacZ cromosomal por lo que se quiso eliminar la expresion
del gen endégeno utilizando las cepas KSB837 (tipo silvestre), UY KSB837 (mutante wvrY
isogénica) y BA KSB837 (mutante bard isogénica); todas son derivadas de MG1655 (lacZ) y
contienen en cromosoma y en monocopia, a la fusién transcripcional csrB-lacZ. Las cepas se

crecieron en medio LB hasta por 8 h con agitacién rotacional (fig. 10).
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Figura 10. Monitoreo de la fusién cromosomal csrB-lacZ en aerobiosis. A. Ensayo de 3—
galactosidasa. B. Curva de crecimiento. (M) KSB837, (@)BA KSB837 y (A) UY KSB837.

La expresién del reportero es muy baja en UY KSB337 y en BA KSB837 por lo que la
expresion de csrB depende de UvrY y de BarA. La activacién del reportero ocurre en la fase
exponencial tardia (~3 h) y es de forma gradual; el maximo nivel de la expresién ocurre ya
entrada Ja fase estacionaria tardia (~7 h). Se observa actividad remanente de] cultivo del inéculo
que disminuye hasta que el cultivo empieza a crecer.

Esta tendencia es consistente con el hecho de que en y-proteobacterias crecidas en cultivo
liquido, la mayoria de los fenotipos dependientes de GacA se expresan durante la transicidn de
fase exponencial a estacionaria, la actividad del sistema GacS/GacA es baja durante el

crecimiento exponencial y/o a baja densidad celular {39].
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3.1.2 Busquedu de condiciones que uctiven a la fusion csyB-lacZ
Utilizando al reportero c¢srB-lacZ en cromosoma (KSB837), exploramos algunas
condiciones probables que activaran al sistema BarA/UvrY o bien que indwjeran la produccion de

la sefial que lo activa.

A. Per6xido de hidrogeno (H;O,)

Se reportd que las mutantes bard y uvrY son mds sensibles que la cepa de tipo stlvestre al
crecer en presencia de 0.1 y 1 mM de per6xido de hidrogeno; esta ultima concentracion
disminuye la viabilidad de las mutantes y, en menor grado, la de la cepa silvestre [64]. Por ello
para probar si este compuesto podia activar al reportero csrB-lacZ se eligié utilizar 0.1 mM de
H,0,. La estrategia fue crecer dos cultivos de la cepa KSB837 hasta una DOggp de ~0.1, donde la
expresién del reportero es baja, a uno se le adicioné 0.1mM de H;O, mientras que el otro sirvid

de control. La actividad del reportero ¢srB-lucZ se monitored por 3h (fig. 11).
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Figura 11. Cultivos de KSB837 con y sin 0.1 mM de perdxido de hidrégeno. A. Ensayo de B-
galactosidasa. B. Curva de crecimiento. (W) Control; (@) Per6xido de hidrégeno.

E1 H,O; a una concentracién de 0.1mM no Gene efecto en la expresién del reportero csrB-
lacZ. Estos datos sugieren que el perdxido per se o el estrés inducido por éste a la concentracidn

utilizada, no est4 relacionado con la activacion del reporiero csrB-lacZ.
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B. Casaminoacidos

El sistema BarA/UvrY se ha relacionado con la regulaciéon entre glicohsis y
gluconeogénesis al ser un regulador del sistema Csr. En experimentos de competencia entre las
mutantes harA y wuvrY contra el tipo silvestre se demostré que ambas mutantes dominan en
crecimiento sobre e! tipo silvestre cuando se crecen en substratos gluconeogénicos como los
casaminoécidos o la triptona (65]. Por ello se probé si la adicién de casaminoacidos activa la
expresion del reportero esrB-lacZ. La estrategia fue crecer un cultivo de KSB837 a una DOsoonm

de 0.2, donde la expresion del reportero csrB-lacZ ain es baja y adicionar casaminoacidos al 1%
(fig. 12).
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Figura 12. Adicién de casaminoécidos al 1% a un cultivo de KSB837. A. Ensayo de B-
galactosidasa. B. Curva de crecimiento. (M) Control; (®) Casaminoacidos.

La adicién de casaminoacidos al 1% en el medio no tiene ningln efecto en la expresidn

del reportero, por lo que no parece ser la sefial que active al sistema BarA/UvrY.
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C. Anaerobiosis

Una condicién de esirés comun para las baclerias patogenas y no-patdgenas de E. coli que
tiene un efecto directo sobre la regulacion genética y ¢l metabolismo, es la limitacién de oxigeno
en el medio, por ello roonitoreamos la expresion del reporiero en estas condiciones. La estrategia
fue crecer las cepas KSB837 y UY KSB837 en medio LB y en condiciones anaerdbicas, la
expresién de csrB-lacZ se siguié hasta por 36 h (fig. 13)
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Figura 13. Monitoreo de ia expresién de cs7B-lacZ en las cepas KSB837 y UY KSB837
A. Actividad de P-galactosidasa en condiciones anaerébicas; B.Crecimiento en condiciones

anaerbbicas; C. Actividad de B-galactosidasa en condiciones aerébicas; D. Crecimiento en
condicjones aerdbicas. () KSB837, (A) UY KSB837.

4]



La mutante UY KSB837 presenta menor crecimiento en condiciones anaerébjcas si se
compara con la cepa de tipo silvestre KSB837 (fig. 13B). En UY KSB837 no hay expresién de
csrB-lacZ en ninguna de las dos condiciones. En el caso de KSB837 la expresion inicial del
reportero en anaerobiosis solo alcanza a duplicarse una vez (de 2 a 4 h) y se mantiene casi sin
cambio en niveles muy bajos, de ~300 Unidades Miller de f—galactosidasa hasta las 36 horas. En
condiciones aerdbicas la expresion del reportero comienza en la fase exponencial media de
crecimjento y alcanza un méaximo de 1200 Unidades Miller en la fase estacionaria.

La falta de expresion del reportero en anacrobiosis se puede explicar por varias razones, la
primera es que ¢l sistema BarA/UvrY no esté activo y esto sugeriria que Ja seffal de activacién se
encuentra en condiciones aer6bicas, la segunda es que el sistema se encuentre inhibido, la tercera
es que exista otro regulador que en condiciones anaerdbicas supera la regulacién de CsrB por
UwvrY y por ultimo que la activacion del sistema requiera de una densidad celular especifica a la
cual no Hegan las bacterias en condiciones abaerobicas.

Resultados recientes obtenidos por Verénica Mondragén en el laboratorio sugieren que si
hay activacién de la expresion de csrB-lacZ en anerobiosis en otros medios de cultivo: Kornberg
(1.1% KyHPO4, 0.85% KHPOs, 0.6% de extracto de levadura, 0.5% de glucosa), LB
amortiguado con fosfatos a pH 7 (1.1% K3HPO,, 0.85% KH,PO4) y LB con 0.5% de glucosa.
Estos datos sugieren que la presencia o ausencia de oxigeno en el medio no es una sefial de
activacion del sistema BarA UvrY, pero el medio parece influir en la expresion del reportero, un
comuin denominador entre todos éstos €s que sostienen un mayor crecimiento gue en el medio
LB.

D. Densidad-celular

Para probar si la activacion de csrB-lacZ depende de la densidad celular, se inocularon $
matraces con medio LB a DOggq iniciales de 0.025, 0.1, 0.25, 0.5 y 1 a partir de un cultivo crecido
durante 1a noche, la expresién del reportero csrB-lacZ fue monitoreada por 7 horas (fig. 14).
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Figura 14. Monitoreo de la expresién de csrB-lacZ partiendo de diferentes DOggg Lniciales
en la cepa KSB837. A. Ensayo de B—galactosidasa. B. Curva de crecimiento. (M)DOgoo 0.025,
(A)DOgqp 0.1, (@)DOgg0 0.25, (¥)DOgqo 0.5, (€)DO0s00 1.

E] patron de la expresién de cs'rBulacZ es dependiente de Ja dilucién inicial del cultivo,
mientras mas se diluye, DOggg de 0.025, mas tiempo tarda en activarse el reportero. Por ofra parte
a mayor densidad inicial, DOggo de 1, el nivel de expresién ¢s mayor aunque la activacion es
menor si se compara con la muestra més diluida. En los cinco casos la activacién de la expresion
de c¢srB-lacZ ocurre cuando [os cultivos alcanzan una DOgg de entre 0.7 y 1.3.

Estos datos sugieren que la activacidn de csrB-lacZ es dependiente de una densidad
celular que corresponde a una densidad Optica de entre 0.7 y 1.3; sin embargo no podemos
discernir si el efecto es mediado por el contacto célula~célula, por la fase de crecimiento, por la
velocidad de crecimiento o en un iltimo caso por la acumulacidn o remocién de algin metabolito

en el medio.

E. Adicién de sobrenadantes de cultivos crecidos hasta la fase estacionaria

Se probod si el sobrenadante de una cepa de tipo silvestre podia activar la expresion de
csrB-lacZ a densidades 6pticas bajas. La estrategia fue obtener sobrenadantes de cultivos de
KSB837 donde la expresién de csrB-lacZ es activa (DOgop ~0.9), crecidos en medio LB y en
medio LB + 0.5% de glucosa; se decidié agregar la glucosa al medio de cultivo para explorar si el

Al-2, producido en ésta condicidp, influenciaba la expresién del reportero. Un precultivo de la
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cepa KSB837 fue crecido hasta una DOgoy de 0.5, donde la expresién del reportero todavia es

baja y se resuspendié a una DOgy de ~0.1 en los sobrenadantes colectados previamente y en

medio LB fresco; la actividad del reportero fue monitoreada por 3 horas (fig. 15).
1) M1: LB Nuevo
2) MC2: Sobrenadante crecido en medio LB
3) MC3: Sobrenadante crecido en medio LB +0.5% Glucosa
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Figura 15. Cultivos de KSB837 resuspendidos en sobrenadantes de medios condicionados.
(E)M], (AYMC2, (@)MC3.

Cuando se adicionan los medios condicionados (MC2 y MC3) a cultivos de densidades
dpticas bajas, la expresién de csrB-lacZ aumenta si se compara con la del cultivo al que se le
adicioné LB (M1). El experimento también indica que Ja densidad celular es un factor secundario
ya que aunque el cultivo M1 crece mas rapido que MC2 y MC3, la expresion de] reportero se
retarda. A partir de los 120 min hay una diferencia en el nivel de expresién de csrB-lacZ entre el
MC2 (sobrenadante sin glucosa) y el MC3 (sobrenadante con glucosa) que podria deberse al Al-2
o a otro metabilito; sin embargo, como también estd afectada la velocidad de crecimiento, po se
puede distinguir cual de las dos posibilidades es la que influye en la expresion del reportero.

Estos datos sugieren que hay un componente en el sobrenadante que estimula la expresion de

44



esrB-lacZ. no podemos discemir si ¢s un melabolito. por ejemplo el Al-2, que se acumula o que
se agola. Sin embargo, los datos 1ambién sugieren que la velocidad de crecimiento puede ser un
factor que regula la expresién del repotero. Para determinar si el Al-2 esta influyendo en la
expresién del repottero, en la seccion F se realizd otro experimento en donde no se afectara la
velocidad de crecimjento, utilizado sobrenadantes de una cepa AI2" y upa AJ2".

Se ha especulado que BarA en E. col/i monitorea algiin producio metabélico del medio que
es representativo del estatus energético del mismo [65] fos datos obtenidos en la fig. 15 apoyan
esta teorja. De manera interesante, los sobrenadantes de cultivos densos de Pseudomonas
Sluorescens CHAQ contienen un componente que estimula la expresién de rsmZ (CsrB) y del
reguldn GacA [11].

F. Adicién de sobrenadantes ;La activacion de BarA/UvrY depende de un mecanismo de
tipo “Quorum Sensing" mediado por AI-2?

E. coli y Salmonella producen el Autoinductor-2 (Al-2) durante la fase exponencial de
crecimiento, el maximo se alcanza durante la transicién a la fase estacionaria. En este punto es
capturado del medio por un sistema de transporte y procesamiento codificado en el operon /sy
(antes Jlamado 5/513 en E. coli). Existen dos reportes que coinciden en que la cepa DH5-a de E.
coli no produce e} Al-2 pero difieren en cuanto a las condiciones en las que es producido por la
cepa MGI1655. El primero sugiere que la presencia de glucosa y otros azicares en el medio es
necesaria para s¢ produzca el Al-2 [128], el segundo detecta actividad de Al-2 en presencia y
ausencia de glucosa [130]. La explicacién a esta discrepancia estd en que la represion catabdlica,
mediada por el AMPc y la proteina receptora de AMPc (CRP), influencia la acumulacion del Al-
2. En presencia de glucosa el nivel de AMPc disminuye, por lo que CRP es incapdz de acfivar la
transcripcién del operdn /Isr y el Al-2 se acumula en el medio. En ausencia de glucosa, el nivel de
AMPc aumenta por lo que el complejo AMPc-CRP estimula la transcripcién del operén y el Al-2
es capturado del medio por el sistema Lsr [131].

Se realizé un experimento preliminar para ver si csrB-lacZ respondia a la presencia o
ausencia del Al-2 en el medio, se utilizaron las condiciones donde se obtiene la maxima
produccion del AI;Z [128]. Las cepas MG1655 (tipo silvestre) y DH5a. (Al-2") se crecieron por 6
y 8 hrs a 30°C con y sin glucosa al 0.5%. Los cultivos se centrifugaron y filtraron por una
membrana de 0.22pum para colectar los sobrenadantes, se guardaron a -20°C hasta su uso. Al dia
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siguiente estos sobrenadantes fueron adicionados a una concentracion final del 10% volumen en

volumen a un precultivo de la cepa KSB837 (DOgyg 0.2), se monitored la expresion de csrB-lacZ

(fig. 16).
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Figura 16. Adicidn de sobrenadantes (SN) de MG 1655 y DHS5a. crecidos con y sin glucosa
(Gle) a cultivos de la cepas KSB837. A. Monitoreo de la actividad de p—galactosidasa (SN de
6h); B. Curva de crecimiento (SN de 6h); C. Monitoreo de la actividad de B—galactosidasa (SN
8h); D. Curva de crecimiento (SN 8h). (W) SN MG1655, (A)SN MG1655 Gle, (®) SN DH5a,

(®) SN DHSa Gle

Los datos preliminares sugieren que Al-2 no participa en la activacién de csrB-lacZ, ya

que no- hay cambios en los patrones de expresién del reportero cuando se agregan los

sobrenadantes de la cepa MG1655 y DHS5a crecidos con y sin glucosa en ambos tiempos. La

ligera diferencia entre los sobrenadantes crecidos en glucosa y aquellos crecidos sip glucosa no

parece ser significativa. Estos resultados estdn de acuerdo con los obtenidos en la fig. 15, la

adici6n de sobrepadantes (1 a 10 volumen/volumen) sigue estimulando la expresién del reportero
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csrB-lacZ a densidades épticas bajas. No podemos discernir si este efecto es mediado por un
metabolito que se acumula o uno que se agota del medio.

Para corroborar que el Al-2 obtenido es funcional, se necesita bacer el control
experimental de la activacién del biosensor por los sobrenadantes, es decir, hay que adicionarlos
a bactenas como V. harveyi o que poseen sistemas de “Quorum Sensing” que responden al AJ-2.

Recientemente se ha propuesto que ademas del Al-2, E. coli produce un autoinductor 3
(AI-3) dependiente también de la proteina LuxS. Se sugiere que es el Al-3, y no el Al-2, el que
reguta la movilidad (flagelo) y al sistema de secrecidon de proteinas tipo I de una cepa
enterohemorrdgica. Ademés, se ha propuesto que el Al-3 tiene relacion en estructura con las
catecolaminas de mamiferos, epinefrina y norepinefrina, ya que ambas pueden sustituir al Al-3 y
restaurar la movilidad y al sistema de secrecion tipo III. [160]. Seria interesante probar si el Al-3

o la epinefrina y norepinefrina tienen alguna relacién con el sistema BarA/UvrY.
3.2 Parte IL.- Epsayos in vifro

3.2.1 La proteina UvrY puede ser fosforilada in vitro por acetil fosfato

La fosforilacion de reguladores de respuesta por compuestos donadores de fosfato de bajo
peso molecular como el acetil fosfato es un fenémeno conocido desde hace tiempo [63]. Para
probar si UvrY puede ser fosforilado ir vitro por acetil fosfato (AcP) se purificé la proteina y se
incubd con AcP marcado con el isotopo P*2. El vector se sobreexpresion pQE30UvrY en la cepa
M15 (pREP4) fue inducido con 1mM de IPTG, la proteina His¢-UvrY fue purificada en
condiciones nativas por cromatografia de niquel NTA-Agarosa. La protefna UvrY dializada fue
incubada por 1 min con acetil fosfato marcado con P*2 (AcP*). La reaccién se detuvo con
amortiguador de carga para geles de SDS-PAGE y fue sujeta a electroforésis desnaturalizante en
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), se obtuvo el autoradiograma.
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UvrY —

Figura 17. Fosfoimagen de UvrY incubada con AcP** por 1 min.

La fig. 17 muestra que el AcP es un donador de fosfato para la proteina UvrY. Estos datos
sugieren que la proteina purificada se encuentra en la conformacion nativa y puede ser fosforilada
in vitro con AcP no marcado y muy posiblemente por carbamil fosfato también.

Con el objeto de identificar el sitio de union al ADN de la proteina UvrY fosforilada se
realizaron ensayos de cambio en la movilidad electroforética. El objetivo final era obtener las
condiciones de unién al ADN para hacer los ensayos de proteccion a DNasa | y determinar la
secuencia consenso del sitio de unién de este factor. Una vez obtenido se buscaria en las
secuencias rio arriba de los genes regulados en los microarreglos para obtener el regulén de
UvrY.

3.2.2 Ensayos de cambio en la movilidad electroforética (EMSA)

Para identificar el sitio de union UvrY (caja UvrY) se realizaron ensayos de cambio en la
movilidad electroforética (“Electrophoretic Movility Shift Assay” EMSA por sus siglas en inglés)
sobre el promotor del gen csrB. Esta técnica es la mas comun en el estudio de interacciones
ADN-proteina. El principio general se basa en que un fragmento de ADN tiene un movimiento
dependiente de su tamafio durante la electroforesis en una matriz de poliacrilamida o agarosa.
Dado que las moléculas mas grandes se mueven mas lentamente, un complejo ADN-proteina
tendra un retardo en la migracion si se compara con el fragmento de ADN solo [156].

Como sonda se utilizé un fragmento de 245pb correspondientes al promotor y a la region
rio arriba del gen csrB que comprende desde el nucledtido -242 al +4 relativos al inicio de la
transcripcion. Una vez que corroboramos que la proteina Hise-UvrY puede ser fosforilada in
vitro, se utilizé el carbamil fosfato para ello, de acuerdo al protocolo descrito en Materiales y
Métodos.
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Figura [8. EMSA de His¢-UvrY (carril 2-6) y Hisg-UvrY-P (carril 7-11) sobre el promotor
y la regidn rio arriba del gen csrB.

La proteina Hisg-UvrY es capaz de unirse al promotor de csrB (fig. 18 carril 2-6) al igual
que Hisg-UvrY-P (carril 7-11). Existe una hgera diferencia en los complejos formados ya que con
la concentracién mas baja de protelna Hisg-UvrY-P (carm) 7) se observa un complejo de dos
bandas, mientras que con la misma condicién de Hise-UvrY se ve una banda poco definida que
migra mas répido (carnl 2), el complejo de dos bandas se observa al incrementar la concentracion
de proteina (carril 3). Tanto con Hisg-UvrY-P como con Hisg-UvrY el incremento de la proteina
provoca la formacién de un complejo menos definido y aunque la unién parece ser especifica por
la presencia de ADN heterélogo en las reacciones, un exceso (500x) de sonda no marcada es
incapaz de competir al complejo (comparar carril 6 con 5y 1§ con 10). Patrones similares se
obtuvieron con la proteina fosforilada con acetil fosfato y con la cinasa BarA (datos no
mostrados). Falta por determinar las condiciones éptimas de unién para este ensayo, quiza sea
necesario modificar la fuerza idnica del amortiguador o las condiciones de electroforesis.
También es posible que la proteina recombinante purificada se encuentre fosforilada. En un
ensayo de EMSA de SirA (S. typhymurium) sobre el promotor de CsrB también se observa unién
de la proteina recombinante sin fosforilar [92].

Las interacciones observadas son alentadoras en un sentido: todas fueron en presencia de
ADN heterélogo por lo tanto no son totalmente inespecificas. Lo importante es lograr competir
con la sonda fria, de este modo se podrén establecer condiciones de unién confiables para hacer el
mapeo por DNasal. Es posible que la proteina Hisg-UvrY en las condiciones probadas no
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dimeriza u oligomeriza correctamente, por lo que se pueden probar varias condiciones de sal, pH,

glicero) y DTT entre otras para lograr obtener un complejo especifico que pueda ser competido.

3.2.3 Microuarreglo (MGs)

En paralelo se hicieron andlisis de microarreglos para identificar al modulén del sistema
BarA/UvrY de Escherichia coli, la estralegia fue comparar ¢] perfil global de expresién de la
cepa MG 1655 tipo silvestre (TS) con el de MG1655 uvrY::¢m, Ja mutante isogénica uvrY durante
el crecimiento en medio rico (LB) y aerobiosis. Se decidié seguir esta estrategia para generar el
mayor numero de datos posibles ya que no se conoce bien la fisiologia del sistema BarA/UvrY.

E] ARN total se extrajo en los puntos marcados con las flechas en la fig. 19, el tiempo |
corresponde a la fase exponencial tardia (MGI), I1 a la fase estacionaria temprana (MGII), Il a la
fase estacionaria media (MGIID) vy IV a la fase estacionaria tardfa (MGIV).

En los microarreglos no se invirtié el marcaje del ¢cADN, por lo que datos detallados de
expresién en cada punto de la curva requieren de mas controles (un duplicado biol6gico ademés

del] intercambio de colorantes).

- I M(iv
14 * ‘ {

—— MG1655
0.14 —a— MG1655 unrY::cm

DO 800,

0.01 T T Y T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700
Tiempo (min)

Figura 19. Curva de crecimiento de MG1655 y MG 1655 uvrY..cm. Las flechas indican el
tiempo en el que se extrajo el ARN total. (@)MG1655, (AIMGI1655 uvrY::cm.

También se analizé la integndad de los ARN’s ep geles de agarosa—formaldehido y se
estimé su pureza calculando la relaci6n de las absorbepcias a 260 y 280nm (Absysonm/Absigonm),
relaciones de 1.8 a 2 indican preparaciones de ARN altamente puras (fig. 20).
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Figura 20. A.Gel de ARN, se cargaron 5 pg de ARN total por carmril; B, Relacion de Jas
absorbencias. TS (tipo silvestre) se refiere al ARN de la cepa MG 655, uvrY” se refiere a la cepa
MGI1655 worY::cm.

Estas muestras fueron entregadas a la Unidad de Microarreglos del Instituto de Fisiologia
Celular para los ensayos de microarreglos. EIl ARNm fue convertido a ADNc por la accion de la
transcriptasa reversa, en el proceso se incorporaron los fluoréforos Cy3 y CyS para la mutante y
]a cepa de tipo silvestre respectivamente. Las laminillas del microarreglo que representan a los
4286 ORFs de E. coli fueron hibridadas con cantidades iguaies del ADNe marcado. Los genes
con niveles idénticos de expresioén son representados por un color mixto de los fluoréforos, en
términos de veces de cambio su valor es | por la relacion de Cy3/Cy5. Aquellos que difieren en
los niveles de expresion, uno de los dos fluordfosos domina, la relacidn Cy3/Cy5 se aleja de 1 de
manera positiva o negativa.

En la fig. 21 se muestra una grafico con el total de genes regulados por UvrY de cada
microarreglo, el Umite de seleccién fue de 1.3 veces de cambio en wyrY con relacién a la tipo
silvestre. El anédlisis del microarreglo MGI reveld un total de 767 genes regulados por UvrY: 369
positivamente y 397 negativamente. En MGII el total disminuyé a 276, de ellos 130 estin
regulados positivamente y 146 negativamente. En MGIII, cuando los cultivos alcanzan la fase
estacionana, el total de genes regulados aumenta a 610: 253 positivamente y 357 negativamente.
Para MGIV, cortespondiente a 11 horas de crecimiento, existe una gran diferencia en la expresion
de los genes entre 1a mutante wvrY y la tipo silvestre, el total fue de 1336 genes regulados: 850

positivamente y 486 negativamente.
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Figura 21. Total de genes regulados por UvrY(+/- 1.3 veces de cambio) de cada microarreglo.

El nimero de genes afectados por UvrY en MGIV es muy grande; sin embargo, no hay
que perder de vista que las células se encueniran en un estado general de estrés debido, por
ejemplo, al agotamiento de nutrientes, a la acumulacién de dafio por oxidacién debido al
crecimiento y a la fase estacionana y la acumulacién de productos metabdlicos toxicos [161]. El
analisis también reveld que la expresién de varios reguladores pleiotrépicos p €j. RpoS y HN-§
estd afectada, por lo que este mimero pude reflejar también funciones sobrelapadas de varios
regulones.

La fig. 22 es una vista general de todos estos genes que presentaron cambios significativos
(+/- 1.3 veces) en cada microarreglo agrupados por grupo funcional de acuerdo a la Enciclopedia
de E. coli (www.ecocyc.org) y al GenProtEc (www.genprotec.mbl.edu) como se¢ describid en
[149].
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Figura 22. Vista general de los genes que presentaron cambios significativos (+/- 1.3
veces) en cada microarreglo agrupados por grupo funcional. El eje de las X divide los genes que
son regulados negativamente (parte superior) o positivamente (parte inferior) por UvrY.
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Tomando como criterio estricto la regulacion positiva (+) o negativa (-) en al menos dos
microarreglos seleccionamos un total de 297 genes; de esta forma se identifican a los genes con
cambios reproducibles en su expresion en los microarreglos MGI, MGII, MGIII y MGIV, son
fuertes candidatos a ser parte del regulén de UvrY. La lista de los 297 genes agrupados por grupo
funcional estd en el ANEXOL1.

Los datos fueron analizados con el programa Cluster 3.0 [158] disponible en
http:/rana.lbl.gov/EisenSoftware.htm. El algoritmo utilizado hace un anilisis de todos los
patrones de la expresion de genes que convierte en vectores, se comparan entre ellos y se crea una

matriz de correlacién con estos vectores, mientras mayor sea ésta, mayor es la similitud. Estos
elementos se juntan para formar un nodo, a su vez a este nodo se le asigna un nuevo vector que es
el promedio de los elementos que lo conforman. Este vector compuesto es comparado con todos
los vectores de la expresion de los genes y el proceso se repite hasta que se agrupan todos los
elementos, aquellos que son similares, quedan juntos en una estructura de tipo “4rbol”, parecida a
los dendogramas, donde las ramas cortas representan elementos similares y las ramas largas
indican una disminucién en la similitud. El algoritmo utilizado fue el de agrupamiento por
promedio, la medici6n de la distancia se bas6 en una correlacion Pearson.

La fig. 23 es una vista general de los 297 genes regulados, estin agrupados
Jerarquicamente por sus tendencias de expresion de acuerdo al programa Cluster 3.0 [158]. El
color rojo indica regulacion negativa por UvrY (<-1.3 veces), el color verde indica regulacién
positiva (>1.3 veces) y negro indica sin cambio, la intensidad de cada color refleja el nivel de
expresion del gen.

(2]
i
1l
WaIIl
v

Figura 23. Agrupamiento por jerarquia en las tendencias de expresion de los 297 genes
seleccionados.
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De manera general podemos clasificar los genes en 3 grandes grupos de acuerdo a la
lendencia en su expresién, los del grupo A tienden a estar regulados negativamente por UvrY, el
grupo B tiende a estar regulados positivamente y el grupo C son genes que tienden a cambiar ¢l
patrén de regulacion. La lista completa de los 297 genes clasificados en Jos grupos A, By C estd
en el ANEXO 2.

Los genes csrB y c¢srC no estan representados en el microarreglo, por lo que no podemos
ver sus patrones de expresion en estos experimentos.

Todavia no tenemos clara la relacion entre los genes de estos grupos, ni como pueden
estar interaccionado entre ellos; sin embargo tomando en cuenta este andlisis y ia tabla de genes

agrupados por grupo funcional, se hicieron las siguientes observaciones.

Dentro del grupo A (regulados negativamante por UvrY) estan:
e Los genes alpABCEFH que codifican para la ATP sintasa. Del operén
(atipIBEFHAGDC) iinicamente a/pG no presentd regulacién en ninguna condicion.

Microarreglo
Gen MGI MGII MGIl| MGIV
atpA -1.5 -1.4 2.5
atpB -1.4 2.6
atpC -2.0 2.2
atpD -1.8
atpE -1.8 -1.4 -3.3
alpfF -2.1 -1.4 -1.6 -2.7
alpH 2.3 -1.3 -2.1
atp! -1.5 -1.8
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o Genes que codifican componentes de cstructuras ribosomales de 30S y 50S. rpl4,
rplB, rplD, rplE, rplF, rplJ. rplK, rplO, rplP. rpiR, rplU, rplW, rplY. rpmA. rpmB,
rpomD, rpmG, rpmH,rpml, rpsB, rpsD, rpsG, rpsH. rpsL. rpsM, rpsN, rpsP, rpsQ. y
rpsU.

Microarreglo

Gen MGI MGl MGl MGIV
plA 2.0 -16 -1.5 -1.8
miB 2.6 -1.5 2.3
mlD -3.7 -18 2.4
miE 4.7 2.7 -36 8.2
olF -3.5 27 -1.7 -7.3
mlJ -1.6 -1.5 -1.4 -1.7
miK -2.1 -1.6 27
mi0 -1.7 -1.4 -2.2
plP -2.1 -2.1
IR 2.3 -16 -1.9
mIT -1.4 -1.6
iU -2.3 -1.5 2.2 -2.7
piw 3.0 -1.3 2.0
olY 2.0 -1.6 -3.0
pmA -2.0 -1.4 -3.1
pmB -1.7 2.0
mmD 2.0 6.6
omG -1.5 -1.7 2.4
romH -1.7 -14 -2.8
mom! -1.6 -1.7
/psB -1.7 -14 -1.5
psD -2.8 -1.5 -1.8 23
psG 2.1 -1.3 23
/psH -2.6 -1.6 -1.8
pst -186 -1.5 -1.5 -2.2
rpsM -1.9 -1.5 -1.5 -3.7
s -3.3 23
rpsP -1.6 -1.9
msQ -1.5 -1.4 1.5
psU 3.1 -1.7 -2.1

El niimero de ribosomas y ARNt varia con el crecimiento de E. coli, por ejemplo
durante el crecimiento rapido las células contienen unos 70, 000 ribosomas, mientras que
durante el crecimiento lento sélo possen unos 20,000. Las proteinas ribosornales y el
ARNr son sintetizados independientemente y ensamblados, sin embargo ésta sintesis estd
co-regulada ya que no hay proteinas ribosomales o ARNr libre [162]. Dos puntos a
resaltar son (i) la regulacién dependiente de la velocidad de crecimiento de los ARNr's y
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los ARNt's; y (i1) en la fase estacionaria la sintesis de ARNT es irthibida y la transcripcion
de los componentes ribosomales disminuye (revisado en [163])

En los microarreglos no estdn representados los genes que codifican los ARNr; sin
embargo, la regulacién de las proteinas ribosomales aunado al hecho de que el sistema
BarA/UvrY se activa en la fase exponencial tardia, sugiere que UvrY, directa o
indirectamente puede ser un regulador negativo de los componentes ribosomales.
También se sabe que la alarmona ppGpp sintetizada por la proteina RelA es inducida
durante condiciones de ayuno e inhibe la transcripcion del rARN y de (ARN (revisado en
[[63]); un dato interesante es que el gen relA esta regulado positivamente por UvrY 1.4y

1.5 veces en MGII y MGIV respectivamente.

¢ Genes del operdn infC-rpml-rplT que codifican para el factor del inicio de la
raduccién IF3 y las proteinas ribosomales L35 y L20 respectivamente. En
Pseudomonas fluorescens CHAO el operdn infC-rpml-rpIT suprime en multicopia una
mutacién gacd (uvrY). En Pseudomonas syringae este operén también actia como un

supresor de una mutacién en gacS (barA) [164).

Microarreglo
Gen MGI MGII MGill MGIV
infC 1.6 -1.4
romi 16 -1.7
thrS -1.5 -1.3

¢ Genes relacionados con la biosintesis de nucledtidos: dcd. trxd, ndk, purl y carB. El
gen purA en realidad pertenece al grupo C pero al ser parte del grupo funcional se

incluyod aqui.
Microarreglo
Gen MGI MGH MGl MGIV

dcd 1.4 -1.4

irxA -1.5 -1.5 1.7 2.0
ndk -1.6 -1.6 -1.4
purA 1.4 -15 2.6
purl -1.6 -1.8

carB 4.4 -1.8

¢ Genes relacionados con la respiracion: cydB que codifica la subunidad Il de la

citocromo oxidasa; cyod codifica una subunidad de la citocromo oxidasa O, fdoGH
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subunidades de la formato deshidrogenasa; dmsB codifica una subunidad de la DMSO
reductasa y (orA una subunidad de la TMAO reduclasa.

Microarreglo

Gen MG MGl MGH1 MGV
cydB -1.4 4.8
CyOA -2.6 2.3 -1.8
fdoG -1.4 -1.8
fdoH 22 -1.6
dmsB 22 -1.6 -1.9

e Tres genes llaman la atencién por tener una regulacion a lo largo de todos Jos
nmucroarreglos: gshd (gama-glutamato-cisteina ligasa), i/vE (aminotransferasa de
amtnoactdos) v ompl (proteina de membrana externa).

Microarreglo

Gen MGl MGII MGl MGIV
gshA -2 -1.6 -1.7 -1.4
ivE -1.6 -1.8 -1.8 -1.6
ompfF -1.4 21 -2.6 2.1

Dentro del grupo B (regulados positivamente por UvrY) estan:

¢ Genes relacionados con la respuesta a condiciones acidas dependientes de glutamato,
se discutirdn més adelante.

¢ Genes relacionados con la respiracién: hyadB (subunidades de la bidrogenasa-1) y

torA4 (subunidad de la TMAO reductasa).

Microarreglo
Gen MGI MGl MGIlI MGIV
hyaA 16 22 2.1
fiyaB 14 1.6
forA 1.8 1.4 1.8

o Los genes tdh (treonina deshidrogenasa), feaB (fenilacetaldehido deshidrogepasa) y
exuT (transportador de hexuronatos) Jlaman la atenciéo porque su perfil de expresion

esta conservado en todos los microarreglos.

Microarreglo
Gen MGI MGl MGIl MGIV
fah 1.6 14 1.7 2.0
feaB 2.6 17 14 2.1
exuT 1.5 2.2 1.5 1.6
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Dentro del grupo C (Cambios en las tendencias de expresion) estan:
o Genes relacionados con el transporte de maltosa: malE (proteina periplasmica de

unién a maltosa) y malM (proteina periplasmica del regulén de mal).

Microarreglo

Gen MGl MGII MGHll MGIV
malE 22 -1.5
maiM 2.8 -1.5 -1.7

o Genes relacionados con respiracion, cydA4 que codifica la subunidad | de la citocromo
oxidasa y glpC una subunidad de la glicerol 3-fosfato deshidrogenasa anaerdbica.

Microarreglo

Gen MGI MGII MGIH MGIV
cyodA 1.4 2.5
gipC -2 -1.4 -2.2 1.6

» Los genes nagE (enzima [IABC para N-acetilglucosamina del sistema PTS) y gevH
(complejo del corte de glicina) presentan regulacion en todos los microarreglos.

Microarreglo

Gen MG MGIl MGl MGIV
nag€ 15 15 15 1.4
govH 1.9 2.4 1.8 7.2

Reguldn de resistencia a condiciones 4cidas (Sistema AR2)

Las cepas comensales y patégenas de E. coli tienen tres sistemas de resistencia a
condiciones 4cidas (AR), el primero involucra a un sistema reprimido por glucosa cuyos
componentes y mecanismo de accién no son conocidos, parece ser controlado por rpoS y por
CRP, el receptor de AMPc [165], el segundo y el tercer sistema dependen del transporte y la
descarboxilacién de glutamato y arginina respectivamente, se cree que ambas descarboxilaciones
consurnen los protones gue entran a la célula y el producto resultante es transportado en
intercambio por el aminoacido respectivo del medio [166]. El sistema més efectivo es el
dependiente de glutamato (AR2), los genes gadA y gadB codifican dos isoformas de la glutamato
descarboxilasa que convierten al glutamato en y—aminobutirato, gadB es transcrito junto con el
gen gadC (xasA) que codifica el antiportador de glutamato:acido y-aminobutirico. Los genes gad
(8adA/BC) se inducen en respuesta a sefiales 4cidas, osmdticas y de fase estacionaria [167, 168],

su regulacién es muy compleja y no estd del todo entendida ya que involucra a varios factores
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(Tabla 4). Se hara énfasis en H-NS, CRP, RpoS, GadX (YhiX), GadW (YhiW), GadE (YhiE) y
GadY por los datos obtenidos en los microarreglos.

El factor RpoS activa a los genes gad dentro de la fase estacionaria en medio rico; sin
embargo en medio minimo y glucosa su expresion es independiente de 6", aunque sigue
induciéndose en esta fase, también se pueden activar en la fase exponencial a pH acido. GadX es
un activador de los genes gad, GadW reprime a GadX pero también puede activar directamente a
estos genes dentro de la fase estacionaria de crecimiento en medio rico a pH 8 [168-172]. La
proteina GadE (YhiE) es absolutamente requerida para la expresion de los gemes gad
independientemente de las condiciones de crecimiento o del medio utilizado [173]. GadY
funciona como un regulador positivo a nivel postranscripcional del mensajero de gadX, el modelo
sugiere que GadY se une al extremo 3’ no traducido del mensajero e incrementa su estabilidad,
coinmunoprecipita con Hfg, una proteina que se requiere para la funcién de los pequefios ARN’s
que se aparean con rensajeros blanco; sin embargo la participacién de esta proteina en el
mecanismo de accidn de GadY no es clara [174].

H-NS, la proteina tipo histona, y CRP, el receptor de AMP ciclico, reprimen al sistema
gad, la importancia de H-NS parece ser dependiente de la cepa utilizada [168, 169] y la
participacion de CRP es reprimiendo de la produccién de RpoS [£75].
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Tabla 4. Genes involucrados en la regulacion del la resistencia a condiciones acidas dependiente
de glutamato. Modificado de [171].

Protefna Descripcién Funcién

RpaD g™ Transcripeién de gadA/BC

RpoS a? Transcripcién de gadX

EvgAS SDC Activa la transcripcién de ydeO y gadE

YdeO Regulador tipa AraC Activa la transcripcién gadE

GadE Activador relacionado a LuxR Requerida para la resistencia a estrés 4cido, se une a

la caja gad y activa la transcripcion de gadA/BC

y reprime a ydeO

GadX Regulador tipo AraC Activa a gadE, coactiva a gadd/BC, reprime a gadW

GadW Regulador tipo AraC Inhibe la produccién de RpoS, activa a gadE y
coactiva a gadA/BC a pH 8

GadY ARN pequefio Regula positivamente al mensajero de GadX

CRP Protefna receptora de AMPe Inhibe }a produccién de RpoS

TrmE GTPasa tipo Era Activa la produccion del mensajero de gadE, estimula
la traduccién del mensajero de gadA y gadB

HNS Protefna tipo histona Regulador uegativo

TorR Regulador de respuesta de Regulador negativo de gadE

la TMAO reductass

Cuando el pH externo baja a 2.5, el pH interno también disminuye de 7.5 a 4.5, en este
punto el exceso de protones que entra es consumido por las reacciones de descarboxilacién
(sistemas AR2 y AR3). Para que los sistemas antiportadores funcionen debe mantenerse una poza
de productos descarboxilados en el interior; sin embargo, estos productos tienen una carga neta
del doble del amino4cido original, lo que contribuye a incrementar las cargas positivas dentro de
Ja célula. Por ello se requiere de un sistema que equilibre el exceso de estas cargas y prevenga la
hiperpolarnizacién de la membrana. De acuerdo al modelo de resistencia 4cida con potencial
eléctrico interno positivo, los canales antiportadores de cloro CIC H'/C™ jugarian este papel al
balancear el exceso de cargas positivas intracelulares por la> remocién de protones del interior y la
intrusién de cargas negativas al interior de la célula [171, 176, 177].

La regulacién positiva de los genes involucrados con la respuesta a estrés acido
dependiente de glutamato es constante en todos estos microarreglos MG (Tabla 5), gadE y gadW
presentan regulacion positiva desde MG, el primero mantiene esta tendencia hasta el dltimo
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microarreglo, MGIV, el segundo la mantiene hasta el MGIIL. Ei gen gadX presenté cambio en
MGII y MGIII; gadB esta regulado positivamente en en MGI, MGIl y MGIV.

En E. coli se hao descrito dos genes que codifican homélogos de los canales de cloro CIC,
los genes mriT (b1592) y eriC (vad(, clcA), en los microarreglos unicamente este Gltimo esta
regulado positivamente por UvrY en las condiciones MG, MGIIT y MGIV respectivamente.

El gen rpoS esté regulado negativamente -1.7 veces en MGIV. Los genes hns (codifica
para el regulador negativo de los genes gad) y crp (codifica para CRP que inhibe la produccién
de rpoS§) estén regulados negativamente por UvrY -2 y -1.6 veces respectivamenie en MGIV.

El gadA (63517) y el ARNp GadY no estdn representados en los microarreglos por lo que

no podemos monitorear el perfil de su expresién por esta técnica.

Tabla 5. Expresidn de los genes de resistencia a condiciones acidas dependiente de
glutamato en los microarreglos MGI, MGII, MGIIl y MGIV. El nimero denota las veces de
cambio en Ja cepa de tipo silvestre.

Microarreglo
Gen MGl MGli MGl MGIV

gadB 2.8 20 1.6
xasA (gadC) 2.3 29 1.9
yhiE (gadE) 1.8 31 2.2 1.9
yhiW (gadwW) 2.3 20 1.9
yhiX (gadX) 1.7 2.0
yadQ (clcA) 186 1.4 1.5
oS -1.7
hns -2.0
crp -1.6

No sabemos cual es el mecanismo por el que UvrY estd regulando a los genes de
resistencia a condiciones acidas dependientes de glutamato (AR2). También seria interesante
probar si GadY es regulado por UvrY, ya que su expresiéon en medio LB [174] es similar al
patron de activacion del reportero crsB-lacZ.

La resistencia a estrés 4cido es fundamental para ia sobrevivencia de E coli, las cepas
patégenas cruzan y colonizan el tracto digestivo de los mamiferos donde el pH varia
normalmente entre 2 y 3 [172], serfa interesante probar si las mutantes uvrY de cepas patdgenas
de E. coli est4n comprometidas en su capacidad invasiva.

El metabolismo fermentativo de E. coli genera una disminucién en el pH del medio. El
crecimienio disminuido de la mutante wvrY (UY KSB837) con respecto al tipo silvestre
(KSB837) en condiciones anaerdbicas (fig. 13) podria deberse también a una sensibilidad de la
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mutante a condiciones acidas, ya que de acuerdo a los resultados de los transcriptomas, UvrY

regula positivamente a los genes de respuesta a condiciones 4cidas dependientes de glutamato.

Algunos genes fueron excluidos de la lista de 297 genes por los criterios establecidos,
pero se han reportado como parte del regulén BarA/UvrY.

El gen rpoS, esta regulado negativamente -1.7 veces por UvrY en MGJV. Los genes de
fas catalasas katG y katE de E. coli y son parte del regulén de RpoS también estan regulados
negativamente ~].5 y —=1.4 por UvrY en la mjsma condicion. El gen osmY, regulado también por
RpoS y BarA [77] no presenté ningun cambio.

Existen varias razones que pueden explicar )a falta de regulacion de rpoS en todas las
condiciones: la primera es la misma complejidad de su regulacién, ya que involucra varios
procesos que pueden cambiar a lo largo de la curva de crecimiento y actian a niveles fuera de la
transcripeidn (75, 76). Tampoco podemos excluir un problema de degradacién del mensajero o de
las lirnjtantes de la técnica de microarreglos en cuanto a la abundancia de éste, ¢l marcaje y la
hibridacién.

La regulacién de la movilidad por el sistema BarA/UvrY involucra al sistema Csr. CsrA
estabiliza al transcrito de fThDC, el regulador maestro de los genes de flagelo y quimiotaxis;
CsrB activado transcripcionalmente por UvrY es un antagonista de la actividad de CsrA. En los
microarreglos no hubo cambios transcripcionales en /fhDC en ninguna de las condiciones.

Los genes clave para la formacién de sideréforos (enterobactina) en/C y ent/ no

presentaron cambios en su expresion; estos datos concuerdan con lo descrito anteriormente [65].

Microarreglo de BarA y UvrY

En la literatura existen dos reportes de microarreglos de Jas routantes del sistema
BarA/UvrY; el primer trabajo hecho por Oshima, ef af [78] fue en cultivos de E. coli en fase
logaritmica (DOggp ~0.4), se compard el perfil de expresién de las mutantes sencillas (supresion
de bard y de uvrY) contra cepas isogénicas de tipo stlvestre. De acuerdo al monitoreo de la
expresion de csrB-lacZ, este punto representa una fase en la que todavia no se activa el sistema.
Se identificaron diferentes patrones de expresién para las mutantes AuvrY y Abard, e] total de
genes regulados fue de 123 y 26 respectivamente. Se propuso a UvrY como un regulador de la
respiracion, del transporte de maltosa y de rpoS, no se identificé una nueva funcién para BarA
fuera del pape] en la sensibjlidad a perdxido de hidrégeno.
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Es dificil ]a comparaci6én entre los datos del analisis de Oshima y los microarreglos de
este trabajo ya que el ARN de los experimentos se extrajo en diferentes puntos de Ja curva de
crecimiento, no obstante existen algunas simititudes.

De acuerdo al trabajo de Oshima, los genes del transporie de maltosa estan regulados
positivamente por UvrY. En la lista de 297 genes oblenida en este trabajo, se observa una
regulacion positiva de malE' y mulM por UvrY en MGI, y una regulac)én negativa de ambos en
MGIi y en el caso de malM, también hay regulacién negativa en MGV,

Oshima propone que UvrY regula positivamente a los genes narGHJ y narZY que
codifican subunidades de [a nitrato reductasa A y Z respectivamente. S6lo narG es regulado
positivamente por UvrY en los microarreglos MGl y MGII.

También proponen un papel de UvrY en la respiracién, ya que los genes que codifican la
citocromo oxidasa O cyoABCDE estan regulados negativamente por este regulador de respuesta.
En los microarreglos de esta tesis Uinicamente cyoA es regulado negativamente en MGI, MGIIl y
MGIV. Sin embargo, hay otros genes relacionados con la respiracién que estén regulados, de
condiciones aerdbicas hyadB (subunidades de la hidrogenasa) son regulados positivamente por
UvrY. De condiciones anaerdbicas fdoGH (subunidades de la formato deshidrogenasa) y dnmsB
(subunidad de la DMSO reductasa), estan regulados negativemente por UvrY; ford (subunidad
de la TMAO reductasa) esté regulado positivamente y glpC (subunidad de la glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa anaer6bica) tiende a cambiar el patron de expresion, estd regulado negativamente
hasta ]a tiltima condicién donde la expresion se vuelve posiliva.

El andlisis de microamreglos hecho por Oshima revelé que en la mutante AuvrY se
sobreexpresa 6> y su reguldn, pero no se detecta ningiin cambio en la mutante Abard a pesar de
que se ha demostrado que la expresion de la fusién rpoS-lacZ disminuye en este fondo genético
[77]. Los datos de los microarreglos realizados en este trabajo sugieren que UvrY participa en la
regulacién negativa de rpoS en fase estacionaria tardia (MGIV); sin embargo no se puede
descartar que esté participando directa o indirectamente a otro nivel en fases més tempranas. Dos
genes regulados por RpoS: katG y karE que codifican la catalasa principal y menor de E. coli,
también est4n regulados negativamente por UvrY en MGIV.,

Los genes gadB, gadA y gadC (xasA) también son regulados positivamente por UvrY de
acuerdo a los datos de Oshima; sin embargo los reguladores gadE, gadW vy gadX no estan
reportados como parte del regulén de UvrY.



Microarreglo de BarA

El segundo trabajo, realizado por Sahu, e/ al [68], comparé del perfil de expresion de la
mutante barA con el de la cepa isogénica de tipo silvestre (MG1655) en la fase logaritmica tardia
DOgop ~1. Los autores sugieren que BarA es un regulador global de la division celular, el
metabolismo de carbono, de hierro, flagelo y de la formacién del pili. De la lista parcial
representativa que publican hay cinco genes que concuerdan con Ja lista obtenida en este frabajo
(Anexo 1): hupB, cri, gmhA, rpoS y fisA. No podemos comparar los perfiles de expresion porque
la lista es sélo cualitativa y se dificulta porque los microarreglos o se realizaron justo en la
misma fase; atin asi son fuertes candidatos a ser parte del regulén BarA/UvrY.

La comparacion de los resultados obtenidos por los microarreglos de Oshima, Sahu y esta
tesis plantea puntos intereantes. Los modulones para BarA y para UvrY difieren en cuanto al
namero de genes descritos, quiza por el hecho de que en las mutantes bard, la proteina UvrY
puede activarse por otras moléculas donadoras de fosfato como el acetil fosfato o el carbamil
fosfato. Por ello, la eliminacién de wvrY en los microarreglos evita este probelma y se puede
obtener con mayor exactitud su moduldn. La estrategia utilizada en nuestros microarreglos hace
posible obtener ¢l mayor nimero de genes regulados durante el periodo en el que estd activo el
sistema BarA/UvrY de acuerdo al monitoreo del reportero csrB-lacZ; por consiguiente, podemos
obtener més candidatos del modulén de UvrY. Esta estrategia también nos permitird ver

posteriormente la dindmica del modulén de UvrY a lo largo del crecimiento de £ coli.

3.2.4 Fenotipos descritos para la mutante AuvrY por Microarreglo de Fenotipos

La técnica de microarreglos de fenotipos (MF) es una nueva tecnologia que permute
asignar funciones a los genes probando simultdneamente el crecimiento de mutantes en un gran
numero de condiciones (~2,000). Esta técnica consiste en crecer las cepas (p ¢}. mutante vs tipo
silvestre) en microplacas de 96 pozos gue contienen diversos nutrientes ¢ inhibidores, el
crecimiento se mide a través de Ja respiracién con un indicador rédox que al reducirse forma una
sal insoluble, ésta puede ser cuantificada por un equipo, el crecimiento de ambas cepas se
compara de forma similar a los microarreglos [178]. Los MF también tiene limitaciones ya que
bay fenotipos que no pueden ser revelados como cambios en la estructura de membrana,
movilidad, formacién de biopeliculas y aquellos relacionados a anaerobiosis, o fenotipos que

requicran de una condicidn especifica p €j. la interaccién con algin hospedero [179].
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Un andlisis de mutantes individuales en 37 sistemas de dos componentes de E. coli K-12
por MF [180] revelé nuevos fenotipos para las mutantes AuvrY y AbarA al compararlas con las
cépas isogénicas de tipo silvestre (Tabla 6). Con base en estos nuevos fenotipos descritos,
buscamos genes regulados en Jos microarreglos que pudieran explicarlos.

Ambas mutantes (AuvrY'y AbarA) presentaron mayor utilizacién de D —melibiosa como
fuente de carbono, AbarA adicionalmente presentéd mayor utilizacién de 4cido melibi6nico. Las
mutaciones en cinasas sensoras no dan fenotipos tan severos como las mutaciones de los
reguladores de respuesta, por ello no es una sorpresa que la mutante duvrY presentara mayor
namero de fenotipos: mayor resistencia a hidroxilamina y mayor sensibilidad a nitrofurazona,
polimixina B, dihidroestreptomicina, cloruro de metil-tri-octilamonio y violeta de
yodonitrotetrazolio.

Tabla 6. Fenotipos descritos para las mutantes Abar4 y AuvrY por los microarreglos de
fenotipos.

AbarA
Prucha Modo de acci6n del compucsto prucba | Fenotipo Genes pasiblemente Involucrades que
estd regulados en bog microarreglos
D -Melibiosa Fuente de carbono Mejor crecimiento | meld, meiR
Acido melibiénico Fuente de carbono Mejor crecimiento |n.d
AuvrY
Prueba Modo de ncciéu del compuesto prucba | Femotipo Genes posiblemente Involucrsdos que
estin regulados en loa microarreglos
D —Melibiosa Fuente de carbono . Mejor crecimiento | meld, melR
Hidroxilamina Dafio a ADN, antifolato Mayor resistencia | gcvM, gevT y folD
Nitrofurazona Sintesis de ADN Mayor sensibilidad | mdad y afn3
Polimixina B Agente membranal externo Mayor sensibilidad |ugd. pmrF, pmrH, acrD
Dihidrostreptomicina | Aminoglic6sido Mayor sensibilided | oppd, acrD
Cloruro de metil-tri- | Detergente catidnico membranal | Mayor sensibilidad |nd
octilamonio
Violeta de Respiracién Mayor sensibilidad |o.d
Y odonitrotetrazolio

n.d= no determinado
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3.2.4.1 En duvrY aumenta el uso de D-Melibiosa

Los operones encargados del transporte y la degradacion de la D—melibiosa son melAB,
que codifican para la a-glicosidasa y la permeasa respectivamente y melR que es el regulador
positivo de melAB y negativo de si mismo [181, 182].

En e) microarreglo melA esta regulado positivamentel.5S veces por UvrY en MGIV, melB

y melR estdn regulados negativamente en MGIV -3.6 y -1.9 veces respeclivamente.

Microarreglo
Gen MGI MGII MGl MGV
meiA 1.5
melB -3.6
melR -1.¢

La discrepancia entre la expresion de meld y melB no esta clara, pero los datos de los
transcriptornas y de los microarreglos de fenotipos sugieren que UvrY participa en la regulacién

del operdn de melibiosa.

3.2.4.2 AuvrY es mds resistente a hidroxilamina

Entre los efectos biolégicos de la hidroxilamina estdn el dafio 2 ADN por deaminacién y
Ja inhibicién de la biosintesis de proteipas [183]. En E. coli reacciona con el 5,10-
metilentetrahidrofolato y depleta a las células de la poza intracejular de unidades
monocarbonadas de folato, esto lleva a la disminucién del 10-formil-tetrahidrofolato y por ello se
ha propuesto que previene la sintesis de formil-metionina-tARN, lo cual explicaria el efecto
inhibitorio en la sintesis de proteinas [184]

Las enzimas codificadas por gevH, gevT y folD, relacionadas con la biosintesis de formil-
tetrahidrofolato, tiende a estar reguladas negativamente por UvrY. Los datos de los
transcriptomas sugieren que el aumento en la transcripcién de los genes en la mutante wrY
podria a su vez aumentar los niveles de las enzimas y finalmente incrementar los niveles de
formil- tetrahidrofoato. Aumentar |a poza de este compuesto podria explicar el aumento en la

resistencia a hidroxilamina de la mutante vvrY.

67



Microarreglo

Gen MG MGl MGIlIl-  MGIV
gcvH 19 2.4 -1.8 12
govT 1.8 -1.5 2.0
folD -5 -1.4 -1.7 1.9

Con los datos de los transcriptomas no es claro st UvrY parlicipa en Ja reparaciéon de ADN

por deaminacidn.

3.2.4.3 AuvrY es mds sensible a nitrofurazona

Los compuestos nitrosubstituidos se han utilizado como agentes antimicrobianos, su
toxicidad se deriva de los intermediarios formados por la reduccion del grupo nitro por las
nitroreductasas, los productos finales de ]a reaccion son biolégicamente inactivos. En E. coli se
han identificado dos nitroreductasas insensibles a oxigeno, NfsA y NfsB, cuyas actividades
enziméticas son suficientes para obtener la maxima actividad de nitroreductasa [{185]. NfsA
(codificada por el gen mdad) es una protefna dimérica que contiene FMN, el mondmero es de
26.8 kDa y usa NADPH como fuente de equivalentes reductores [186, 187]; NfsB (codificada por
nmB) es también una proteina dimérica que contiene FMN, e] monémero tiene un peso molecular
de 24kDa y puede usar como cofactor tanto al NADPH como al NADH [188, [89]. Las

mutaciones en estos genes incrementan la resistencia a nitrofurazona y a otros nitrfuranos [185].

Microarreglo
Gen MGI mMGH MG MGIV
mdaA -1.5
nmB -1.3 -1.6

UvrY regula negativamente -1.5 veces a mdad en MGl y a nfnB -1.3 y -1.6 veces en

MGII y MGIT respectivamente, lo cual podria relacionarse coo la sensibilidad a nitrofurazonas

de ]a mutante wvrY.

3.2.4.4 AuvrY es mas sensible a polimixina B (PMB)

La polimixina B (PMB) es una mezcla de derivados de decapéptidos ciclicos y catiénicos
producidos por Bacillus polymyxa, es un bactericida de Gram negativas que se ba considerado
como uno de los compuestos més eficientes para permeabilizar las células [190]. Aunque el
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mecanismo de accién no estd completamente determinado, se sabe que el blanco de la PMB es el
lipido A, un fosfoglicolipido compuesto de disacdridos de D-glucosamina con enlaces B-1°-6,
substituidos ep las posiciones 1 y 4 por grupos fosfato y por 4cidos grasos saturados {con
hidroxilos en la posicién 3) de 12 a 6 carbonos, se encuentra glicosilado en la posicién 6° con
dos grupos KDO (4cido 3-deoxy-D-manno-octulosénico). El lipido A es uno de los tres
componentes de los lipopolisacdridos (LPS), funciona como un ancla hidrofébica para los otros
dos componentes: el centro de oligosacandos no repetidos y el antigeno O, polisacaridos -de
diversas repeticiones (Para revision ver[191]).

En S typhimurium y E. coli se ha descrito que la transferencia de grupos palmitato al
lpido A y la adicién de fosfoetanolamina (pEtN) y/o 4-amino-4-deoxi- -arabinosa (-Ara4N) a
los grupos fosfato del mismo, confieren resistencia a polimixina B y a varios péptidos
antimicrobianos catiénicos [192-198]. La resistencia se debe a que se evita la penetracién de los
compuestos por la disminucién de Ja carga negativa del lipido A [197, 198]. En §. typhimuruim la
modificacién del lipido A con amincarabinosa y fosfoetanolamina es controlada principaimente
por el sistema de dos componentes PmrB/PmrA [197] que responde a Fe** (29]) v pH
medianamente acido [199]; ademas pmrA es activado a nivel postranscripcional por la proteina
PmrD, que a su vez es activada por bajos niveles de Mg?" a través del SDC PhoP/PhoQ [200]. La
eliminacién de pmrd y pmrB incrementa la sensibilidad a PMB, las mutantes 4pmrD son
sensibles a este compuesto cuando crecen en condiciones de poco Mg>*, pero son resistentes
cuando crecen en altas concentraciones de hierro [200, 201]. El gen pagP, responsable de la
adicién de grupos palmitato al lipido A, es controlado por Phop/PhoQ, su eliminacion causa
sensibilidad a algunos peptidos catiénicos antimicrobianos [194, 202]. La proteina PmrA activa
al gen ugd(pmrE) y al opesén pgbP (llamado también loci pmrHFIJKLM) responsables de Ja
modificacién por aminoanarabinosa [192, 203, 204] y a pmrC (pagB) responsable de la
modificacién por fosfoetanolamina [205]. En S. fyphimurium y E. coli, algunos gepnes de loci
pmrHFIJKLM se han renombrado arn: arnB (pmrH), arnC (pprF), arnd (pmrl) y arnT (pmrK),
los demas: pmrJ, pmrL, pmrG y prmM no tienen una funcién especifica asignada. La eliminacién
de pmrA, ugd (pmrE), pmrHIJKL y pmrC (pagB) estd asociado con la pérdida de la resistencia a
polimixina B [192, 205].
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Via de sintesis de L-Ara-4N

Ugd es una deshidrogenasa que cataliza la conversion de UDP glucosa a dcido UDP-
glucurénico. La siguiente enzima de ia via es AmA, la cual cataliza la oxidacién del azicar en la
posicion 4 y posteriormente su descarboxilacién en la posicién 6, generando UDP-4-ceto-
piranosa. La enzima AmB cataliza la transaminacion de ésta ultima usando acido glutamico
como donador de la amina para formar UDP-L-AradN. AmA pariicipa de nuevo transfiriendo en
grupo formil del 10-fonmiltetrahidrofolato a }a amina 4 del UDP-L-Ara4N; AmC trapsfiere esta
ultima molécula al undecaprenil-fosfato de la membrana interna, se especula que después de ser
transportado de ésta, el grupo formil es removido para dejar el undecaprenil-fosfato-L-4 AraN, el
cual sirve como sustrato de AmT para la transferencia del grupo L-Ara-4N al lipido A de la
membrana externa (Revisado en {191)).

En E. coli X-12 se ha visto que las modificaciones descritas anteriormente sélo se
producen cuando las células son tratadas con metavapadato de amonio (NH4VO3), un inhibidor
no especifico de fosfatasas [206], 0 en mutantes pmr4 constitutivas [198, 207]. Recientemente se
demostré que a diferencia de Salmonella, |a proteina PmuD de E. coli K-12 no conecta los
sistemas PmrA/PmrB y PhoP/PhoQ por lo que no se producen modificaciones del lipido A en
respuesta a bajos niveles de Mg®* [208].

En los microarreglos realizados en este trabajo no encontramos cambio en los transcritos
de los genes que participan en la adicién de fosfoetanolamina y grupos palmitato. BasS/BasR, los
homélogos de PmrB/PmrA en E. coli, no presentaron cambios a nivel transcripcional en los
microarreglos. No obstante, tres genes relacionados con la via de biosintesis de L-Ara-4N son
regulados positivamente por UvrY: ugd y arnT (pmrK, b2257) en MGI; arnC (pmrF, b2254), en
MGIV y arnB (pmrH. b2253) en MGIV. La disminucién en la expresién de estos geoes en la
mutante uvrY podria llevar a una reduccién del lipido A modificado con L-4AraN y por lo tanto
causar sensibilidad a PMB.

El gen acrD codifica a un transportador que funciona como bomba .de salida para
aminoglicosidos, su eliminacién causa una [igera sensibilidad a polimixina B [209]. En MGIV
acrD est4 regulado positivamente 1.8 veces por UvrY, lo cual podria explicar también el aumento
de la sensibilidad a PMB de la mutante uvrY.
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Microarreglo

GCen MGl MCGII MGIlLI MGIV
ugd 1.4
arnT (b2257) 1.4
arnC (b2254) 1.7
arnB (b22353) 1.7
acrD 1.8

3.2.4.5 AuvrY es mas sensible a dihidroestreptomicina (DHS)

La DHS es un antibidtico de la familia de los aminoglicésidos, se une a la subunidad 30S
de los ribosomas e inhibe el crecimiento y )a sintesis de proteinas [210]. Se han propuesto tres
pasos en la captura de los aminoglicésidos, ei primero involucra una unién lenta a la membrana
por cargas electrostéticas, el segundo una acumulactén lenta probablemente mediada por un
transporte activo y el tercero una acurnulacidn rdpida que se cree es debida a la permeabilizacién
de la membrana citoplasmica por la insercién de proteinas mal traducidas (Revisado en (211]. Se
ha propuesto que el sitio de unién en Ja primera fase son los lipopolisacéridos y las cabezas
polares de los fosfolipidos, para la segunda fase se requiere un potencial de membrana [212] y al
sistema transportador de oligopéptidos ya que el aumento en la expresién de OppA (proteina
periplasmica que se une a oligopéptidos) incrementa la sensibilidad a aminoglicosidos [213].
Para ]a tltima fase se requiere energla del transporte de electrones y posiblemente de la hidrélisis
de ATP, ademaés de la sintesis de proteinas [211].

En nuestros transcriptomas observamos que UvrY regula negativamente a oppd -3.1
veces en MGIV, lo que podra relacionarse con el aumento en la sensibilidad a
dihidroestreptomicina de la mutante. Las poliaminas (putrescina) estimulan la expresién de oppA
a nivel post-transcripcional [213], un dato curioso es que en los microarreglos las epzimas
codificadas por los genes feaB, gabT, gabD y aldd que participan en la via de degradacién de
putrescina, arginina y 4-aminobutirato estin reguladas positivamente por UvrY, excepto ald4 que
estd regulado negativamente. Si la disminucién de estos transcritos influencia los niveles de las
enzimas y esto a su vez tiene un efecto en la via metabdlica, es posible que la regulacion de oppA
por UvrY sea un efecto secundario por la alteracién del metabolismo de poliaminas.

Ademas de la ligera sensibilidad a polimixina B, la mutante acrD de E. coli presenta

hipersensibilidad a varios aminoglicésidos (amicacina, geptamicina, neomicina, kanamicina y
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tobramicina) y acumulacion de dihidroestreptomicina y gentamicina [209], como se mencioné

anteriormente acrD esta regulado positivamente por UvrY 1,8 veces en MGIV.

Microarreglo
Gen MGl MGl MGIl MGIV

oppA -3.1
acrD 1.8
feaB 2.6 1.7 1.4 2.1
gabT 1.6 1.6
gabD 1.5 1.7
aldA -2 -2.1

No se ha podido explicar el aumento de la sensibilidad de AuvrY al cloruro de metil-tri-
octilamonio y al violeta de yodotetrazolio porque no se posee informacién precisa sobre los
mecanismos de accion de estos compuestos.

Los diversos fenotipos descritos para la mutante AuvrY por la técnica de MF y la
regulacion de genes que pueden explicarlos en los microarreglos MGI-MGIV (Tabla 6),

proponen a estos ultimos como fuertes candidatos a ser parte del modulén de UvrY.
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4. COMENTARIOS FINALES

El monitoreo del reportero csrB-lacZ en cromosoma sugiere que el sistema BarA/UvrY se
activa gradualmente cuando el cultivo alcanza la fase exponencial tardia (DOggo de 0.76 y 1.3) la

actividad alcanza un maximo en la fase estacionaria y permanece hasta por lo menos 24 horas.

La adicion de perdxido de hidrogeno y casaminoécidos a cultivos de baja densidad optica

no incrementan la expresion del reportero

Durante el crecimiento en medio LB y anaerobiosis, la expresion de csrB-lacZ esta
disminuida; sin embargo, resultados recientes obtenidos en el laboratorio por Verdnica
Mondragén sugieren que la ausencia de oxigeno en el medio no participa en la sefializacion por

BarA.

La densidad dptica per se no parece ser un factor decisivo en la activacion del sistema, ya

que la composicion del medio y la velocidad de crecimiento también influyen.

La adicion de sobrenadantes a DOgoo de 0.1 incrementa la actividad del reportero, no
sabemos si este efecto es mediado por la presencia o ausencia de algun metabolito en el medio o

por la velocidad de crecimiento.

Los resultados previos sugieren que el autoinductor 2 relacionado con mecanismos de

“Quoérum Sensing” en E. coli tampoco esta involucrado en la activacion de csrB-lacZ.

Todavia no esta claro el regulon del sistema de dos componentes BarA/UvrY, los datos
preliminares de los microarreglos sugieren que UvrY participa en la regulacion del metabolismo
de energia, de estructuras celulares, la biosintesis de purinas, ARN y ADN, en la respiracioén y en

la respuesta a condiciones dcidas dependientes de glutamato.
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5. PERSPECTIVAS

Ensayos de EMSA

Estandarizar el ensayo de EMSA para UvrY y UvrY-P sobre el promotor csrB, establecer
las condiciones a usar en el ensayo de “Footprinting”. Una vez que se determine el sitio
de union de UvrY-P, se buscara esta secuencia en las regiones rio arriba de los genes
posiblemente regulados en los microrreglos para identificar aquellos que estén
directamente regulados por la proteina UvrY.

Otra técnica que se puede utilizar para buscar sitios de uniéon de un factor transcripcional
in vivo es una variante de la “Inmunoprecipitacion de Cromatina” utilizada en organismos
eucariontes. Consiste en tratar el cultivo in vivo con un agente entrecruzante como el
formaldehido e inmunoprecipitar con un anticuerpo especifico para la proteina de interés,
que en este caso serfa UvrY. Se revierte el entrecruzamiento y se subclonan los
fragmentos de ADN obtenidos, otra opcion es usarlos para hibridar un microarreglo. De
esta manera se pueden identificar los sitios de unién directa del factor transcripcional de

interés. [214, 215].

Busqueda de la seiial:

Hacer fraccionamientos y tratamientos de los sobrenadantes de fase estacionaria. Realizar
la induccion a densidades Opticas bajas con estos sobrenadantes para tratar de identificar
la sefial.

Explorar otras condiciones como el crecimiento en diversas fuentes de carbono (p.€j
hexuronatos y maltosa), mas sustratos gluconeogénicos (p.ej triptona) y diversos pH’s.
Probar si la sefial es enddgena utilizando lisados de células en diferentes puntos de la
curva de crecimiento para inducir o reprimir la expresion del reportero csrB-lacZ.
Explorar si las poliaminas (p.ej putrescina, espermidina, espermina y cadaverina) son una
sefial que active al sistema BarA/UvrY.

Probar si el Autoinductor 3 o las catecolaminas de mamiferos, epinefrina y noepinefrina
tienen un papel en la activacion del reportero csrB-lacZ

Adicionar sobrenadantes de cultivos crecidos anaerobicamente a cultivos de densidad baja

de KSB837 crecido aerdbicamente.
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Perspectivas de los microarreglos

e Validacion de los resultados de microarreglo. Para ello se planean hacer ensayos de RT-
PCR o de hibridacién tipo Northern de los genes candidatos a ser regulados por UvrY.

e También se pueden amplificar las regiones rio arriba de los genes que hayan sido
positivos en la validacion para hacer fusiones con el reportero lacZ y medir actividad en
las cepas tipo silvestre y uvrY::cm.

e Medir los niveles de poliaminas de la cepa silvestre y la mutante uvrY.

e Examinar si la mutante uvrY produce las mismas modificaciones del lipido A que la cepa
de tipo silvestre.

e Hacer el reto 4cido para el sistema AR2, para ello una cepa de tipo silvestre y la mutante
uvrY::cm se cambiardn a medio minimo pH 2.5 en presencia de glutamato y se contara la
viabilidad a diferentes tiempoé.

¢ Continuar con el andlisis de los datos del microarreglo y con la interpretacion de éstos.
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6. ABREVIATURAS

aa aminodacidos

AcP Acetil fosfato

Abs Absorbencia

Al-2 Autoinductor 2

Al-3 Autoinductor 3

Asp Aspartato

ATP Trifosfato de adenosina

Amp Ampicilina

ADN Acido desoxirribonucléico

ADNCc Acido desoxiribonucléico complementario
AMPc Monofosfato de adenosina ciclico

ARN - Acido ribonucléico

ARNm Acido ribonucléico mensajero

ARNp Pequefios ARNs no traducidos

ARNr Acido ribonucléico ribosomal

ARNt Acido ribonucléico de transferencia

Cm Cloranfenicol

CS Cinasa sensora

DMSO Dimetil sulféxido

DO¢oo Densidad optica, absorbencia medida a 600 nanémetros
DTT Ditiotreitol

EHEC E. coli enterohemorragica

EMSA Cambio en la movilidad electroforética “Electrophoretic movility shift assay”
Gle Glucosa

His Histidina

HSL Homoserin-lactona

H,0, Peroxido de hidrogeno

IPTG Isopropil-tio-pB-D-galactosido

Kan Kanamicina

KDO Acido 3-deoxi-D-manno-octulosénico
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LPS Lipopolisacaridos

-AradN 4-amino-4-deoxi- -arabinosa
MF Microarreglo de fenotipos

pb par de bases

pEtN Fosfoetanolamina

PMB Polimixina B

ppGpp Guanosin-tetrafosfato

PTS Sistema de Fosfotransferencia
rpm Revoluciones por minuto

RR Regulador de respuesta

SDC Sistema de dos componentes

SDS-PAGE Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (Sodiumdodecyl sulfate

polyacrilamide gel electrophoresis)

SN Sobrenadante
™ Dominio transmembranal
TMAO Tri-metilamina N-oxido
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7. ANEXO 1

Biosintesis de aminoacidos

gevH
argF
aroB
ilvE
itvH

aroG
tyrA

gevT
hisL
thri
asd

Biosintesis de cofactores y acarreadores

folD
pdxK
gshA

Catabolismo de compuestos de carbono

gabT
gabD
hsiVv
tdh
tdh-r
aldB
feaB
lacZ
mhpE
malm

Procesos celulares

gigP
mdoG
osmB

mopB
tolA
sfmH
bolA
mreC
figF
flnE
fliN
nfnB
ftsA
ftsE
ftsw

MGI
in glycine cleavage complex, carrier of aminomethyi moiety via covalently
bound lipoyl cofactor 19
ornithine carbamoyitransferase 2, chain F -1.4
3-dehydroquinate synthase -1.8
branched-chain amino-acid aminotransferase -1.5
acetolactate synthase lli, valine sensitive, small subunit 1.3
3-deoxy-D-arabinoheptulosonate-7-phosphate synthase (DAHP synthetase,
phenylalanine repressible) -1.6
chorismate mutase-T and prephenate dehydrogenase -1.7
aminomethyltransferase (T protein; tetrahydrofolate-dependent) of glycine
cleavage system 1.8
his operon leader peptide 1.9
thr operon leader peptide
aspartate-semialdehyde dehydrogenase -15
5,10-methylene-tetrahydrofolate dehydrogenase; 5,10-methylene-
tetrahydrofolate cyclohydrolase -15
pyridoxal/pyridoxine/pyridoxamine kinase 1.5
gamma-glutamate-cysteine ligase -2.0
4-aminobutyrate aminotransferase activity
succinate-semialdehyde dehydrogenase, NADP-dependent activity 1.5
heat shock protein hsiVU, proteasome-related peptidase subunit
threonine dehydrogenase 16
threonine dehydrogenase 1.5
aldehyde dehydrogenase B (lactaldehyde dehydrogenase)
phenylacetaldehyde dehydrogenase 26
beta-D-galactosidase 15
4-hydroxy-2-ketovalerate aldolase -1.8
periptasmic protein of mal regulon 2.8
glycogen phosphorylase
penplasmic glucans biosynthesis protein -2.0
osmotically inducible lipoprotein 15

GroES, 10 Kd chaperone binds to Hsp60 in pres. Mg-ATP, suppressing its ATPase
activity

membrane spanning protein, required for outer membrane integrity -1.5
involved in fimbrial asembly

possible regulator of murein genes 1.5
rod shape-detemmining protein -16

flageliar biosynthesis, celi-proximal portion of basal-body rod

flagellar protein -1.5
flagellar biosynthesis, component of motor switch and energizing, enabling rotation and
determining its direction

oxygen-insensitive NAD(P)H nitroreductase
ATP-binding cell division protein, septation process, complexes with FtsZ,

associated with junctions of inner and outer membranes -1.4
ATP-binding component of a membrane-associated complex involved in cell division
cell division,; membrane protein involved in shape determination -1.4
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MGl

24
1.4
15
16

-1.5

1.5

1.7
14

1.7

-1.5

16

14

-1.5
1.6

MGl

-1.8
-1.6

-1.9
-1.5

14

-1.7
14
-1.7

1.6
1.7
23
14

1.4

-1.8

16
-1.4
-1.4

1.5
24
-1.7
-1.8

15
-1.6

1.5
-1.5

MGIV

-7.2

-1.6
22

-2.0
1.5
1.9

-1.5

1.9
15
1.4

16

2.1
2.0
1.6
-1.8
2.1
1.7
-1.5
-1.7

-1.5
=21
1.4

1.7
1.7
-1.3

20
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MGI MGIl MGIII MGIV
ftsl septum formation; penicillin-binding protein 3; peptidoglycan synthetase 14 -1.4

Estructuras celulares

pal peptidoglycan-associated lipoprotein -14 -1.9
pp murein lipoprotein 21 -1.5 -15
ompF outer membrane protein 1a (la;b;F) 1.4 21 26 2.1
ompG outer membrane protein 16 1.8
slp outer membrane protein induced after carbon starvation 1.8 25 -3.4
gmhA phosphoheptose isomerase 14 15 -1.3

Metabolismo central intermediario

gimS L-glutamine:D-fructose-6-phosphate aminotransferase -1.5 -14
ppsA phosphoenolpyruvate synthase -1.7 -15
rpe D-ribulose-5-phosphate 3-epimerase -1.6 -1.6 -1.6
piB ribose 5-phosphate isomerase B -1.6 -16

gadB glutamate decarboxylase isozyme 28 2.0 16
ppa inorganic pyrophosphatase -14 15 -1.9
gapC_2 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (second fragment) 1.5 14
aceF pyruvate dehydrogenase (dihydrolipoyltransacetylase component) -16 33 -19 -2.0
acnB aconitate hydrase B -1.5 21 -1.6
SUCA 2-oxoglutarate dehydrogenase {decarboxylase component) 2.1 1.4

lipoamide dehydrogenase (NADH); component of 2-oxodehydrogenase and pyruvate

IpdA complexes; L-protein of glycine cleavage complex -1.3 -1.5
eno Enolase 1.9 1.9

Replicacién, reparacién, restricciéon y modificacion de DNA

xseB exonuclease VI, small subunit -1.4 -1.8
dnaN DNA polymerase lll, beta-subunit 15 -5 -1.4 -1.8
hsdM-r  host modification; DNA methylase M 15 15 -5

mutM Formamidopyrimidine DNA glycosylase -1.4 -1.6

hipA histone-like protein, located in outer membrane or nucleoid 14  -14

hupB DNA-binding protein HU-beta, NS1 (HU-1) -16 37
mioC initiation of chromosome replication -1.8 22
tus DNA-binding protein; inhibition of replication at Ter sites 1.5 1.6 1.7

Metabolismo de energia

napF ferredoxin-type protein: electron transfer 1.4 1.8
atpA membrane-bound ATP synthase, F1 sector, alpha-subunit -1.5 -2.5
atpB membrane-bound ATP synthase subunit a AtpB 14 2.6
atpC membrane-bound ATP synthase, F1 sector, epsilon-subunit -2.0 2.2
atpD membrane-bound ATP synthase, F1 sector, beta-subunit -1.8
atpE membrane-bound ATP synthase, FO sector, subunit ¢ -1.5 14 =33
atpF membrane-bound ATP synthase, FO sector, subunit b 21 -14 -16 2.7
atpH membrane-bound ATP synthase, F1 sector, delta-subunit 2.3 13 2.1
atpl membrane-bound ATP synthase, dispensable protein, affects expression of atpB -1.5 -1.8
CyoA Cytochrome o ubiquinol oxidase subunit Il 2.6 -2.3 -1.8
hyaA hydrogenase-1 small subunit 1.6 22 21
hyaB hydrogenase-1 large subunit . 14 1.6
dmsB anaerobic dimethyt sulfoxide reductase subunit B 2.2 -1.6 -1.9
fdoG formate dehydrogenase-O, major subunit -1.4 -1.8
fdoH formate dehydrogenase-O, iron-sulfur subunit 2.2 -1.6
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glpC
torA

cydA
cydB
cybC
aldA
hycH

sn-glycerol-3-phosphate dehydrogenase (anaerobic), K-small subunit
trimethylamine N-oxide reductase subunit

cytochrome d terminal oxidase, polypeptide subunit |

cytochrome d terminal oxidase polypeptide subunit Il

cytochrome b(562)

aldehyde dehydrogenase, NAD-linked

processing of large subunit (HycE) of hydrogenase 3 (part of the FHL complex)

Metabolismo de acidos grasos y fosfolipidos

fabB

3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein} synthase |

Proteinas hipotéticas

b1330
b1500
b1582
b1759
b1777
b1953
b1976
b2097
b2529
b2655
b2809
b3914
cof
hdeA
hdeB
hdeD
yacA
yaeJ
yafS
yahH
ybaA
ybdQ
ybgA
ybhH
ybiM
ybjD
ycbN
yceC
yccd
yccV
ycdF
ycfR
ychB
yciO
yciC
ydaQ
ydeJ
yeeA
yegN

orf, hypothetical protein
orf, hypothetical protein
orf, hypothetical protein
orf, hypothetical protein
orf, hypothetical protein
orf, hypothetical protein
orf, hypothetical protein
orf, hypothetical protein
orf, hypothetical protein
orf, hypothetical protein
orf, hypothetical protein
orf, hypothetical protein
orf, hypothetical protein
orf, hypothetical protein
orf, hypothetical protein
orf, hypothetical protein
orf, hypothetical protein
orf, hypothetical protein
orf, hypothetical protein
orf, hypothetical protein
orf, hypothetical protein
orf, hypothetical protein
orf, hypothetical protein
orf, hypothetical protein
orf, hypothetical protein
orf, hypothetical protein
orf, hypothetical protein
orf, hypothetical protein
orf, hypothetical protein
orf, hypothetical protein
orf, hypothetical protein
orf, hypothetical protein
orf, hypothetical protein
orf, hypothetical protein
orf, hypothetical protein
orf, hypothetical protein
orf, hypothetical protein
orf, hypothetical protein
orf, hypothetical protein

80

MGI
2.0
1.8
14

1.8
-1.7
1.5
24

21

-1.6
-1.6
1.5
1.9
1.6
3.2
49
1.8
1.5
-1.4

14

-1.9

22

29

14

1.5

1.5

24

-1.6

14

2.4

-1.7

MGII
-1.4
1.4

15

-1.6
1.3

2.0

24
25
1.4

1.5

-1.3
1.6

1.7

-1.5
1.6

15
14

15
15

-1.8
-1.4

MGl
22
1.8

1.4
15
20
18

-1.3
1.6
1.5

-1.7

-1.7

1.7
17
1.4

1.4
2.0
26

16

2.0
1.6
-1.6
21
1.9
2.9
1.5

17
-1.4
2.1

1.5
1.5

-1.7
29
-1.5
-1.6
-1.4
-1.5

MGIV
1.6

-2.5
4.8

-2.1
1.9

1.7

14
2.4
-2.0
-1.5
-1.6

-1.6
2.0
23

-1.7
1.6
33
23
1.5
14
20
-2.7
1.6
29
2.5
-2.1

20



MGI MGIl MGl  MGIV

ygaF orf, hypothetical protein ' 21 1.8 16
ygfZ orf, hypothetical protein 15 13 -1.7
ygiA orf, hypothetical protein 1.6 1.8 1.7

yhbC orf, hypothetical protein 23 14 -14

yhbV orf, hypothetical protein 15 =20 -1.7
yhbY orf, hypothetical protein 2.3 -1.8
yhjQ orf, hypothetical protein 1.4 1.5 1.6
yiaC orf, hypothetica! protein 1.6 15

yiaG orf, hypothetical protein -2.0 1.5 2.2 1.5
yiaH orf, hypothetical protein 1.6 24
yiiM orf, hypothetical protein -19 -5 -2.2 -1.6
yjbJ orf, hypothetical protein 1.5 1.6 1.7
yifoO orf, hypothetical protein 24 14 20 -1.8
yjiH orf, hypothetical protein 1.7 1.5 25
yjiN orf, hypothetical protein 14 1.4 21
yjiM orf, hypothetical protein 16 14 1.8
ylaC orf, hypothetical protein 14 15 -1.6
ymgA orf, hypothetical protein 2.6 19
ymgB orf, hypothetical protein 1.5 14

ynaE orf, hypothetical protein 1.5 19

yqjF orf, hypothetical protein 1.9 1.9 23

yraL orf, hypothetical protein -1.3 -1.7 -1.5
yrdB orf, hypothetical protein -1.5 -1.6 -1.8

Metabolismo y biosintesis de nucleétidos

ded 2'-deoxycytidine 5'-triphosphate deaminase -1.4 -1.4

trxA thioredoxin 1 1.5 -5 1.7 2.0
ndk nucleoside diphosphate kinase -1.6 -1.6 14
purA adenylosuccinate synthetase 14 -15 -2.6
purL phosphoribosylformyl-glycineamide synthetase = FGAM synthetase -1.6 -1.8

carB carbamoyl-phosphate synthase large subunit 44 -5

Fagos, transposones y plasmidos

nmpC outer membrane porin protein; locus of gsr prophage 1.6 -2.2 -5.6
rhsE rhsE protein in rhs element 14 26
trs5_5 IS5 transposase 16 14 2.0

Enzimas probables

sgbH probable 3-hexulose 6-phosphate synthase -1.5 -1.4

yfiD putative formate acetyltransferase -2.1 -1.7 1.6
b1009 putative acetyttransferase 1.6 25
b1011 putative synthetase 15 1.7
b1297 putative glutamine synthetase (EC 6.3.1.2) i 2.4 18

b2899 putative oxidoreductase 14 23 -1.7
b2997 putative hydrogenase subunit : -1.4 1.4
ppdD prelipin peptidase dependent protein 14 2.5
paqL putative peptidase 15 14

pmpB putative phosphonomutase 2 1.8 14
ppC putative citrate synthase; propionate metabolism? 28 16

ybeM putative amidase ’ 14 17
ycaH putative EC 1.2 enzyme - -15 -5 -1.4 2.2
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MGl MGIl MGIlI MGIV

yceG putative thymidylate kinase (EC 2.7.4.9) 1.6 1.5 1.4
ydiS flavoprotein; probably electron transport 2.6 1.7
ygbD putative oxidoreductase 24 2.1 1.9

yibF putative S-transferase 1.5 1.6
yihV putative kinase -1.5 1.8
yjgB putative oxidoreductase -1.4 -2.5
ykgE putative dehydrogenase subunit -1.4 -1.7
yrfF putative dehydrogenase 23 1.5
sfmC putative chaperone 1.4 25 14
ygdP putative invasion protein -1.5 -1.4 -1.6
yhbZ putative GTP-binding factor -1.8 -1.6 -1.7
sbmA sensitivity to microcin B17, possibly envelop protein 1.7 1.6

b0795 putative membrane protein 15 1.5 22 1.6
yciD putative outer membrane protein 2.1 -5.8
yfiB putative outer membrane protein 15 2.0
ytfF putative transmembrane subunit 15 14 21

b1499 putative ARAC-type regulatory protein 23 1.7
ydeW putative transcriptional regulator, sorC family 1.6 1.6 14
yeeY putative transcriptional regulator LYSR-type -13 -14 1.5
yfhF putative regulator -1.5 -1.9
yggD putative transcriptional regutator 21 -1.6 -1.4 -1.6
ynfL putative transcriptional regulator LYSR-type 1.4 14

b1486 putative transport system pemmease protein 1.5 21

fiy putative periplasmic binding transport protein 1.6 2.0 -1.9
mdiB putative ATP-binding component of a transport system -1.7 -1.4 15
sapB homolog of Salmonella peptide transport permease protein 1.6 1.5 1.6
uup putative ATP-binding component of a transport system -1.5 -1.6

ybaT putative amino acid/amine transport protein -1.6 1.5 1.6

yccA putative carrier/transport protein -1.6 -1.7
yeaV putative transport protein 1.6 1.6 15
yeeE putative transport system permease protein 1.4 1.5
yeiJ putative transport system permease protein 14 1.5
yifk putative amino acid/amine transport protein 1.3 1.5 21

yihO putative permease -14 -1.9
yjdL putative peptide transporter 1.7 16
ykfD putative amino acid/amine transport protein 35 1.5 -1.7
yqgA putative transport protein 15 16 15
ytit putative transport protein 2.1 25

ytfS putative ATP-binding component of a transport system 1.5 1.5 2.0

ybel putative alpha helical protein 2.0 14 -1.7 -1.8
yifJ putative alpha helical protein 13 18 16

yigA putative alpha helix protein 14 1.7

bax putative ATP-binding protein 1.5 -21 -2.9
yrak putative fimbrial protein 14 1.9

yagP putative oxidoreductase 14 14 1.9

Funciones regulatorias
(p)ppGpp synthetase | (GTP pyrophosphokinase); regulation of RNA synthesis;

relA stringent factor 14 1.5
nagC transcriptional repressor of nag (N-acetylglucosamine) operon 14 1.3
mtiR repressor for mti 16 14 18
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MGl MGl MGIl MGIV

fnr transcriptional regulation of aerobic, anaerobic respiration, osmotic balance -1.4 -1.8
fur negative regulator -1.6 -1.7
feaR regulatory protein for 2-phenylethylamine catabolism 20 2.3 1.8
deoR transcriptional repressor for deo operon, tsx, nupG -1.4 -1.6 -16
rcsB positive response regulator for colanic capsule biosynthesis, (sensor, RcsC) 1.7 14 -2.0
crl transcriptional regulator of cryptic csgA gene for curli surface fibers -1.5 -1.8
yhiE orf, hypothetical protein 1.8 3.1 2.2 1.9
yhiw putative ARAC-type regulatory protein 23 2.0 19

yhiX putative ARAC-type regulatory protein 1.7 2.0

dniR transcriptional regulator for nitrite reductase (cytochrome ¢552) -25 -2.7

Transcripcién, procesamiento y degradacion de RNA

nc RNase Ill, ds RNA -2.0 -1.4 -1.4
rpoA RNA polymerase, ailpha subunit -19 14 -2.0
rpoB-r RNA polymerase, beta subunit -1.3 -1.4
rpoZ RNA polymerase, omega subunit -16  -16 -1.8 -1.5
poN RNA polymerase, sigma(54 or 60) factor; nitrogen and fermentation regulation 1.4 14

Traduccién, modificadores postraduccionales
protein disulfide isomerase |, essential for cytochrome ¢ synthesis and formate-

dsbA dependent reduction -1.7 -1.8 -1.4
fkpA FKBP-type peptidyl-prolyl cis-trans isomerase (rotamase) -1.4 -1.5 -1.7
ginS glutamine tRNA synthetase -1.6 -1.7 1.7
ginS-r glutamine tRNA synthetase -1.4 -1.6
infC protein chain initiation factor IF-3 -1.6 -1.4
pheT phenylalanine tRNA synthetase, beta-subunit -1.6 -1.5
ppiB peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B (rotamase B) -1.5 -3.0
prfH probabie peptide chain release factor 29 1.8
rimK ribosomal protein S6 modification protein -1.4 -1.4 19
pIA 508 ribosomal subunit protein L1, regulates synthesis of L1 and L11 20 -16 -15 -1.8
miB 508 ribosomal subunit protein L2 -26 -15 -23
pID 508 ribosomal subunit protein L4, regulates expression of S10 operon -3.7 -1.8 24
IE 508 ribosomal subunit protein LS 47 27 -3.6 -8.2
mplF 50S ribosomal subunit protein L6 35 27 1.7 -7.3
plJ 508 ribosomal subunit protein L10 -16 -15 -1.4 -1.7
pIK 50S ribosomal subunit protein L11 2.1 -1.6 2.7
pIiO 508 ribosomal subunit protein L15 1.7 14 2.2
pIP 508 ribosomal subunit protein L16 -2.1 2.1
mIR 508 ribosomal subunit protein L18 23 16 -1.9
plT 50S ribosomal subunit protein L20, and regulator -1.4 -1.6
plu 50S ribosomal subunit protein L21 23 15 22 2.7
piw 508 ribosomal subunit protein L23 30 13 2.0
plY 508 ribosoma! subunit protein L25 2.0 -1.6 -3.0
rpmA 508 ribosomal subunit protein L27 20 -14 -3.1
pmB 508 ribosomal subunit protein L28 1.7 -2.0
rpmD 508 ribosomal subunit protein L30 2.0 6.6
mmG 508 ribosomal subunit protein L33 15 1.7 -2.4
pmH 508 ribosomal subunit protein L34 -1.7 -1.4 -2.8
mml 508 ribosomal subunit protein A -1.6 -1.7
psB 30S ribosomal subunit protein S2 1.7 14 -1.5
rpsD 308 ribosomal subunit protein S4 28 -15 -1.8 2.3
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PsG
msH
msL
mpsM
msN
psP
msQ
mpsU
slyD
tgt
tat-r
thrS
valS

Transporte
ftn
nagE

celC
ptsH
mgtA
argT
hisM
narK
sbp
exuT
antT
fepD
dppD
secG
xasA

malE
yadQ

30S ribosomal subunit protein S7, initiates assembly
30S ribosomal subunit protein S8, and regulator

30S ribosomal subunit protein S12
30S ribosomal subunit protein S13
30S ribosomal subunit protein S14
308 ribosomal subunit protein S16
30S ribosomal subunit protein S17
308 ribosomal subunit protein $21

FKBP-type peptidyl-prolyl cis-trans isomerase (rotamase)

tRNA-guanine transglycosylase
tRNA-guanine transglycosylase
threonine tRNA synthetase
valine tRNA synthetase

cytoplasmic ferritin (an iron storage protein)

PTS system, N-acetyiglucosamine-specific enzyme {1ABC
PEP-dependent phosphotransferase enzyme i for cellobiose, arbutin, and

salicin
PTS system protein HPr
Mg2+ transport ATPase, P-type 1

lysine-, arginine-, omithine-binding perplasmic protein

histidine transport, membrane protein M
nitrite extrusion protein

periplasmic sulfate-binding protein
transport of hexuronates

high-affinity transport of gluconate / gluconate permease

ferric enterobactin (enterochelin) transport

putative ATP-binding component of dipeptide transport system

protein export - membrane protein
acid sensitivity protein, putative transporter

periplasmic maitose-binding protein; substrate recognition for transport and

chemotaxis
putative channel transporter
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MGl
21
-26
-1.6
-1.9
-3.3
-1.6
-1.5
-3.1
-1.9
-1.5
-1.8
-1.5
-1.8

2.0
-1.5

1.4
15
15
1.5

15

1.5

22
1.6

MGl

-1.6

-1.5

-1.5

-1.4

1.4
14

1.4
14

-1.4
2.8
22
1.8

1.6

23

MGIlt
13

-1.5
-1.5

1.7
-1.6

1.4

-2.8
-1.5

-1.4
1.5
-1.6

1.5
1.8

1.7

2.5
29

14

MGIV
-2.3
-1.8
2.2
-3.7
23
-1.9
-1.5
-2.1
-2.0
2.7
-2.7
-1.3

-3.7
14

-1.5
-2.2
14
-1.7
1.7
-1.6
1.8
16

20

19

15



8. ANEXO 2

Genes del grupo A, regulados negativamente (-) por UvrY:

aceF b2529 Jur narK rplF rpsB tyrA ygdP
acnB b2655 folD ndk rpld rpsD uup ygfZ
aldA bax SfisE nfnB rplK rpsG valS yhbC
aldB carB Sur ompF rplO rpsH xseB yhbV
argF celC glgP pal rplP rpsL yaeJ YhbY
argT crl glmS pheT rplR rpsM ybaA yhbZ
aroB cydB glnS ppa rplT rpsN ycaH yihO
aroG cyoA ginS-r ppiB rplU rpsP yeeA YiiM
atpA ded gshA ppsA rplWw rpsQ yeeS yjgB
atpB deoR hipA pisH rplY rpsU ychB ykgE
atpC dmsB hsdM-r purl rpmA secG yciD ylaC
atpD dnaN hupB resB rpmB sgbH yciO yral
atpE dniR ilvE rnc rpmD slyD ydaQ yrdB
atpF dsbA infC rpe romG tgt ydeJ

atpH fabB IpdA rpiB rpmH gr-r yeeA

atpl JfdoG mdoG rplA rpml thrS yeeY

b1500 fdoH mhpE rplB rpoA tolA yegN

b1777 JkpA mioC rplD rpoB-r trs5 5 yfhF

b1953 SIhE mutM rplE rpoZ trxA yfiD

Genes del grupo B, regulados positivamente (+) por UvrY:

b0795 dppD hisM pgqL torA yedF yhiw ynaE
b1009 exuT hslV prfH tus yeeG yhiX ynfL
b1011 feaB hyaA prpB xasA yofR yhjQ yqgA
b1297 feaR hyaB prpC yacA ygiC yiaC ygiF
b1330 fepD hycH reld . yadQ ydeW yiaH yrak
b1486 SN ilvH rhsk yafS ydiS YibF yrfF
b1499 gabD lacZ rpoN yahH yeaV yifK yiF
b1582 gabT mgtA sapB ybeM yeekE yjbJ yifL
b1759 gadB mtIR sbmA ybgA yeiJ yjdL yifS
b2097 gapC 2 nagC sbp ybhH yfiB yifd

b2809 gnT napF sfmC ybiM ygaF yjgA

b3914 hdeA ompG sucA ybjD ygbD YjiN

bolA hdeB osmB tdh ycbN yggP yYiiM

cof hdeD paxkK tdh-r yeeC vgiA ymgA

cybC hisL ppdD thrl yecV YVhiE ymgB

Genes del grupo C, la regulacion por UvrY presenta cambios en las tendencias de expresion

(+/- y viceversa):

asd eno Sisl gmhA mopB rimK ybel yjiH
b1976 SflgF SisW Ipp mreC sfmH yggh YD
b2899 AiY gevH malE nagk sip yiaG
b2997 fin govT malM nmpC ybaT ViRV
cydA SisA gipC mdlB purA ybdQ yifo
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