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Resumen 

 

 

El sistema de dos componentes Arc está compuesto por la cinasa sensora ArcB y el 

regulador de respuesta ArcA. En Escherichia coli, este sistema regula la red 

transcripcional implicada en el metabolismo energético, acorde a las condiciones de 

óxido-reducción del medio. En condiciones anóxicas de crecimiento, ArcB se 

autofosforila y transfosforila a ArcA, el cual reprime o activa la expresión de sus 

operones blanco. En condiciones aeróbicas, ArcB actúa como una fosfatasa, 

catalizando la defosforilación de ArcA-PO3
2- e inactivándolo como regulador 

transcripcional.  

 

Este estudio demuestra que el segmento de la proteína ArcB, que abarca los residuos 

de aminoácidos 70-121, cumple con las características moleculares de un “zipper” de 

leucinas que contiene una estructura super-enrrollada. Además, el análisis mutacional 

de este segmento revela tres efectos fenotípicos diferentes, distribuidos a lo largo de 

la estructura super-enrrollada de ArcB, demostrándose que este motivo es esencial 

para la apropiada señalización de la proteína. Asimismo, el residuo iminoácido de 

prolina, localizado en el segundo segmento transmembranal de la proteína, es 

necesario para su adecuada regulación redox. Finalmente, las proteínas de la vía de 

las tiorredoxinas y/o glutarredoxinas que reducen los puentes disulfuro en el citosol de 

la bacteria, no están involucradas en la activación de la cinasa sensora ArcB. 
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Abstract 

 

 

The Arc two-component system comprises the sensor kinase ArcB and the response 

regulator ArcA. In Escherichia coli, this system regulates the transcriptional network 

involved in energy metabolism according to the redox conditions of its environment. 

Under anoxic growth conditions, ArcB autophosphorylates and transphosphorylates 

ArcA, which in turn represses or activates the expression of its target operons. Under 

aerobic conditions, ArcB acts as a phosphatase that catalyzes the dephosphorylation of 

ArcA-PO3
2- and thereby releasing its transcriptional regulation. 

 

This study shows that the ArcB protein segment covering residues 70-121, fulfills the 

molecular characteristics of a leucine zipper containing coiled coil structure. Also, 

mutational analyses of this segment reveal three different phenotypical effects to be 

distributed along the coiled coil structure of ArcB, demonstrating that this motif is 

essential for proper ArcB signaling. In additon, the iminoacid residue of proline located 

into the second transmembrane segment of the protein, shown to be required for its 

correct redox regulation. Finally, the thioredoxins and/or glutaredoxins pathways that 

reduce disulfide bonds in the cytosol of the bacteria are not involved in the activation 

of kinase sensor ArcB. 
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Introducción 

 

 

Sistemas de transducción de señales de dos componentes en bacterias 

 

En las células procariotas, la adaptación adecuada para sobrevivir a las diversas 

condiciones ambientales que enfrentan, la realizan mediante estrategias de 

señalización que les permite reconocer y responder ante ellas (33, 91), a través de los 

sistemas de transducción de señales de dos componentes (SDC). Los SDC están 

formados por una cinasa sensora encargada de detectar la señal, y por una proteína 

reguladora de respuesta, cuyo control lo realiza a nivel transcripcional, procesos que 

requieren de la fosforilación y desfosforilación de las dos proteínas del sistema (71, 

72).  

 

Actualmente, estos sistemas han sido encontrados en los tres dominios de la vida: 

bacteria, arquea y eucaria (33, 91). Aunque en las bacterias están ampliamente 

distribuidos, en eucaria su distribución es limitada, y sólo se han encontrado en 

hongos como Saccharomyces cerevisiae y Neurospora crassa (2, 71), en plantas como 

Arabidopsis thaliana (14) y en el protozoo Dictyostelium discoideum (83, 107). 

  

En bacterias, los SDC regulan una gran cantidad de procesos como quimiotaxis y  

captación de nutrientes (nitrógeno, fósforo, carbono), metabolismo energético, 

adaptación a variables físicas y químicas del ambiente (pH, osmolaridad, calidad de 

luz), entre otros (9, 32, 33, 72, 91, 110). En E. coli, se han reportado 29 cinasas y 32 

proteínas reguladoras de respuesta (68).  
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Elementos de un sistema de dos componentes típico  

 

Un SDC típico esta formado por una cinasa sensora (CS) y una proteína reguladora de 

respuesta (RR). Una proteína sensora típica, se encuentra anclada a la membrana 

interna de la célula por su extremo amino terminal a través de dos segmentos 

transmembranales que delimitan un dominio periplásmico de aproximadamente 150 

residuos de aminoácidos, y que la separa de su dominio carboxilo terminal, el cual se 

proyecta dentro del citoplasma, donde contiene un dominio transmisor caracterizado 

por un núcleo cinasa que posee un residuo aminoacídico conservado de histidina. Con 

relación a la proteína reguladora de respuesta típica, ésta se encuentra en el citosol y 

está formada en su extremo amino por un dominio receptor con un residuo 

aminoacídico conservado de aspartato, y en su extremo carboxilo por un dominio de 

respuesta (71, 72). 

 

  

Modelo de señalización de un sistema de dos componentes típico 

 

En un modelo canónico de transducción de señales, cuando la cinasa sensora capta 

su señal mediante el “puente” periplásmico, la proteína sensora sufre de cambios 

conformacionales que estimulan su autofosforilación dependiente de ATP en el residuo 

de histidina de su dominio transmisor. La cinasa fosforilada transfiere su grupo 

fosforilo al residuo de aspartato del dominio receptor de la proteína reguladora de 

respuesta, el cual una vez fosforilado funciona como regulador transcripcional. Cuando 

la señal decae, ambas proteínas del SDC se desfosforilan, silenciando al sistema. Hoy 

en día, se conocen sistemas de dos componentes de mayor complejidad que un SDC 

típico, donde la señalización involucra cinasas sensoras híbridas o multipartitas, que 

contienen tanto al dominio transmisor como al receptor, o a proteínas adicionales que 

participan como componentes del fosforelevo (72, 73, 92). 
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El Sistema de dos componentes Arc 

 

En E. coli, la respiración aeróbica es preferida porque el oxígeno tiene un alto potencial 

redox (E°’=+820 mV),  siendo las ubiquinonas (E°’=+100 mV) el acarreador de 

electrones entre el donador y el aceptor de electrones. En ausencia de oxígeno, los 

aceptores de electrones son el nitrato (E°’=+420 mV), fumarato (E°’=+31 mV), nitrito, 

o trimetil-amina-N-óxido (E°’=+0.013 mV) usando las menaquinonas (E°’=-74 mV) y 

dimetil-menaquinonas (E°’=+36 mV) como intermediarios. Cuando no existe ningún 

aceptor de electrones, E. coli genera su energía vía fermentativa, produciendo 

metabolitos como D-Lactato, acetato, formato, fumarato, etanol y CO2 (10, 100). 

 

El SDC Arc, denominado así por el acrónimo “Anoxic Redox Control”, regula 

transcripcionalmente a más de 300 operones y es crucial en la regulación del 

metabolismo de energía y de otras funciones importantes, acorde a la condiciones 

redox de crecimiento de la bacteria (52). En anaerobiosis, el sistema ArcA/B (37, 38) 

en conjunto con el regulador transcripcional FNR (48) y los SDC NarX/L y NarQ/P (90), 

controlan el metabolismo de energía. La regulación de la utilización del nitrato, que es 

el aceptor de electrones preferido en condiciones anóxicas es modulada por los SDC 

NarX/L (88) y NarQ/P (77). La regulación transcripcional está mediada por FNR, 

proteína  formada por un dominio carboxilo-terminal de unión a ADN y un dominio 

amino-terminal, con cuatro residuos de cisteína capaces de unirse al centro [4Fe-4S] 

que en condiciones aeróbicas es oxidado por el O2, generando su inactivación (99); 

mientras que en condiciones anaeróbicas, su centro [4Fe-4S] se mantiene intacto, 

favoreciendo su dimerización, y en consecuencia su funcionamiento como regulador 

transcripcional (101). De esta forma, FNR regula la expresión de genes que codifican 

componentes de la cadena de transporte de electrones y con función aeróbica. 
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El control global mediado por el SDC Arc 

 

El sistema Arc (52), controla numerosos operones involucrados en el metabolismo 

redox. Este sistema reprime la expresión de varios genes y operones cuyos productos 

tienen función aeróbica, tales como algunas enzimas del ciclo de los ácidos 

tricarboxílicos, enzimas para degradación de ácidos grasos, deshidrogenasas como L-

lactato deshidrogenasa y oxidasas de ubiquinonas, como la citocromo oxidasa bo 

(principal oxidasa terminal aeróbica que muestra baja afinidad al oxígeno) (38). El 

operón cydAB, que codifica para la citocromo oxidasa bd (oxidasa terminal de alta 

afinidad al oxígeno, que predomina en microaerobiosis) y el gen pfl, que codifica a la 

piruvato formato liasa, son ejemplos de genes cuya expresión es regulada 

positivamente por Arc (18, 82). 

 

Varios estudios indican que Arc es un sistema de regulación global importante que 

además de regular el metabolismo redox, controla otros procesos como la 

transferencia del plásmido F (41, 85), la recombinación específica del sitio psi (15) y la 

inhibición de la replicación cromosomal (50). Estudios bioquímicos y bioinformáticos 

han demostrado la existencia de una región consenso de unión de ArcA-PO3
2- al DNA 

(54, 60).  

 

Recientes estudios bioinformáticos y basados en microarreglos han utilizado esta 

secuencia consenso y predicen que el modulón Arc controla la transcripción de cerca 

de 300 operones que están asociados a funciones tan diversas como la síntesis y el 

control de la rotación del flagelo (fliMN y fliE), la división celular (ftsZ), la sobrevivencia 

inducida por estrés (surA) y el transporte de níquel (nikABCDE) (52, 81).  

 

Además, en algunos patógenos importantes de humanos, Arc está implicado en la 

regulación directa o indirecta de la virulencia. Por ejemplo, en Salmonella enterica 

serovar Enteriditis, se conoce que Arc controla la resistencia a especies reactivas de 

oxígeno y nitrógeno (53); en Haemophilus influenzae, modula la expresión de proteínas 

membranales involucradas en la resistencia al suero (19); y en Vibrio cholerae, regula 

la expresión de factores de virulencia (84). 
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La proteína reguladora de respuesta ArcA 

 

El gen arcA anteriormente conocido como gene dye (20), codifica un polipéptido de 

238 aminoácidos (29 kDa). Al comparar su secuencia con la de otras proteínas 

bacterianas, ésta corresponde a la de una proteína reguladora de respuesta típica que 

consiste en el extremo amino de un dominio receptor y en el extremo carboxilo de un 

dominio de unión a DNA hélice-vuelta-hélice (H-V-H) (38). El dominio receptor de ArcA 

contiene los residuos Glu10, Asp11 y Asp54, que en la estructura cristalizada de la 

proteína homóloga CheY forman un compartimiento acídico; también contiene la 

Lys103, que se encuentra en todas las proteínas reguladoras de respuesta  (105). El 

sitio de fosforilación de ArcA se ubica en el residuo Asp54.  

 

La estructura cristalizada amino terminal del dominio receptor de ArcA demostró que 

mientras el dominio receptor no fosforilado existe como un monómero en solución, 

ArcA fosforilado tiene tendencia por la dimerización. Asimismo, se observó que su 

dominio de unión a ADN se asocia en oligómeros más grandes que los tetrámeros, 

permitiendo sugerir, que la dimerización de la proteína ArcA, puede al menos en parte 

estar mediada por el dominio de unión a ADN y que el dominio regulador no fosforilado 

puede inhibir la oligomerización (97). La expresión de arcA es cuatro veces mayor 

durante la anaerobiosis que en aerobiosis (38), lo cual es un efecto directamente 

dependiente de la proteína reguladora Fnr (16).  

 

 

La proteína sensora ArcB 

 

ArcB, es una cinasa sensora híbrida tripartita de 778 aminoácidos (88 KDa), formada 

por dos segmentos transmembranales unidos por un puente periplásmico (42), un 

“zipper” de leucinas putativo (26), un dominio PAS (95) y los dominios catalíticos 

citosólicos H1, D1 y H2 (36, 40). Esta cinasa pertenece a la subclase de cinasas 

sensoras híbridas que también incluyen a BarA, BvgS, EvgS, LemA (GacS), RteA y TorS 

(5, 35, 67, 86, 87, 104). 
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Figura 1.  Representación esquemática de la proteína sensora ArcB (Modificado de 24). ArcB 

contiene la región linker formada por un zipper de leucina putativo y un dominio PAS. En esta 

región también están los residuos Cys180 y Cys241. El dominio transmisor primario (H1) 

contiene al residuo conservado His292 y los determinantes catalíticos N, G1 y G2.  El dominio 

receptor (D1) contiene el residuo conservado Asp576 y el dominio de fosfotransferencia (H2) 

que contiene al residuo conservado His717.  

 

 

Segmentos transmembranales de ArcB 

 

El análisis hidrofóbico computarizado de la secuencia de la cinasa muestra dos 

segmentos transmembranales (residuos 23-41 y 58-77) (42), que funcionan como 

anclaje, para mantener a la proteína ArcB unida a la membrana interna de la célula. 

Ambos segmentos transmembranales están separados por un puente periplásmico de 

16 residuos de aminoácidos (42, 47), el cual no participa en la recepción de la señal 

(47). Después del segundo segmento transmembranal, se encuentra una región 

“linker” que contiene un zipper de leucinas putativo (26) y un dominio PAS (95). Esta 

región “linker” se conecta con el primer dominio catalítico de los tres que contiene la 

cinasa sensora. 
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El “zipper” de leucinas 

 

Un dominio denominado “zipper” de leucinas contiene cuatro secuencias 

heptapeptídicas, donde en cada una de las repeticiones se encuentra un residuo de 

leucina en la primera posición (L-X6-L-X6-L-X6-L-X6) formando una hélice anfipática con 

los residuos aminoácidos hidrofóbicos agrupados en una cara y los residuos 

hidrofílicos en la cara opuesta. Aunado a lo anterior, si cada una de las posiciones de 

los aminoácidos de estas repeticiones heptapeptídicas es indicada por las letras 

“abcdefg”, las posiciones ''a'' y ''d'' corresponderán a los residuos no polares, en donde 

la leucina ocupa la posición ''d'', mientras que en las posiciones ''e'' y ''g'' están 

ocupadas por residuos polares que están expuestos al disolvente (57). También ha 

sido demostrado en estudios anteriores que los “zipper” de leucinas están 

involucrados en la formación de homo-o hetero-dímeros a través de la interacción de 

las hélices de dos monómeros, mediante sus caras hidrofóbicas paralelas, originando 

una estructura dimérica super-enrrollada (105). 

 

En general, los zipper de leucinas se han encontrado en proteínas reguladoras que se 

unen a ADN (1, 13), aunque también están presentes en las proteínas de membrana 

que no se unen a ADN (49, 65, 10). Un análisis bioinformático de la estructura 

secundaria de ArcB, utilizando el programa 2zip (11) reveló que los aminoácidos del 

segmento 73 a 94 cumplen con las características de un “zipper” de leucinas, cuyos 

residuos de leucina conservados se encuentran en la secuencia 

VEQLSVVVEQLEESRQRLSRLVQKLEEM (26). 

 

La funcionalidad de este motivo se exploró mediante el remplazo de las Leu80, Leu87 

y Leu94 por Ala. Se observó que la sustitución de la Leu80 y Leu94, no alteraron la 

señalización de ArcB manteniendo su regulación in vivo e in vitro, mientras que el 

remplazo de la Leu87, resultó en un fenotipo de ArcB nulo in vivo, aunque 

conservando su actividad in vitro. Los autores concluyeron que el “zipper” de leucinas 

no es funcional (58). 
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Tar de E. coli pertenece a la familia de proteínas de membrana interna, que median la 

respuesta quimiotáctica a través de su dominio receptor periplásmico. Esta proteína  

contiene dos segmentos transmembranales, unidos por su porción periplásmica, la 

cual se une a varios ligandos como el aminoácido aspartato. La unión del dominio 

receptor periplásmico al aspartato, se realiza mediante un desplazamiento de pistón 

entre sus segmentos transmembranales (70). El mecanismo de pistón fue demostrado 

en la cinasa sensora ortodoxa EnvZ, donde al sustituir los dominios transmembranales 

de EnvZ por los de Tar, se encontró que la actividad cinasa sensora híbrida Tar-EnvZ 

quedó bajo el control del aspartato periplásmico (103; 109). En contraste con la 

cinasa sensora EnvZ, el dominio periplásmico de ArcB es muy pequeño, pero se pensó 

que la propagación de su señal, podría implicar un mecanismo de pistón. Lo anterior 

fue esclarecido mediante quimeras Tar-ArcB, donde se demostró que la señalización 

de ArcB era diferente al mecanismo de pistón (46).  

 

Así, los indicios de un “zipper” funcional surgen de los ensayos de señalización 

realizados en quimeras Tar-ArcB, en las que segmentos de diferente longitud del 

dominio transmembranal de la proteína sensora Tar se fusionaron a la porción 

citosólica de ArcB78-778, de forma que en cada nueva quimera construida se anexaba 

un residuo más al segmento transmembranal de Tar en su extremo carboxilo-terminal, 

logrando así, la extensión progresiva dentro del citosol y la rotación de 

aproximadamente 100° sobre su propio eje. Las proteínas Tar-ArcB mostraron tres 

fenotipos diferentes: una actividad redox regulada, una actividad constitutiva y una 

actividad nula catalíticamente (46).  

 

De estos ensayos concluyeron que la afectación de la funcionalidad de las quimeras 

Tar-ArcB por la adición de un aminoácido, se debe a la alteración de la orientación de 

la porción citosólica de ArcB, necesaria para la apropiada regulación de la cinasa 

sensora. Estos hallazgos no concuerdan con un “zipper” de leucinas no funcional, 

reportado por Matsushika y col. (58). 
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El dominio PAS 

 

En las células procariotas, la mayoría de los motivos PAS se encuentran en proteínas 

con función de cinasas sensoras y se ha demostrado que estos motivos se unen a 

diversas moléculas pequeñas como el grupo hemo, la flavina y a un cromóforo 4-

hidroxi-cinamil, los cuales detectan oxígeno molecular, potencial redox y luz, 

respectivamente (95). 

  

En la región linker de ArcB, se propone que existe un dominio PAS (residuos 115 a 

263), el cual conecta su dominio transmembranal con el primer dominio catalítico 

(113). Reportes de la eliminación de una amplia secuencia del dominio PAS de ArcB 

(desde la Glu151 a Arg264) muestran que la proteína ArcB pierde su habilidad para 

reprimir al operon sdh en condiciones anaeróbicas. Además, que dos mutantes 

ArcBN181A y ArcBC241G también afectaron la señalización de ArcB (58). 

 

 

 
Dominios catalíticos 

 

ArcB es una cinasa sensora híbrida que posee tres dominios catalíticos citosólicos: en 

su extremo amino, un dominio transmisor primario (H1) con un residuo de histidina 

conservado en la posición 292; en la parte central, un dominio receptor (D1) con un 

residuo de aspartato conservado en la posición 576; y en el extremo carboxilo, un 

dominio transmisor secundario (H2), también llamado dominio de fosfotransferencia 

(HPt), que contiene a la histidina en la posición 717 (36, 40).  

 

En el dominio transmisor H1, a su vez, se definen 4 subdominios esenciales para la 

señalización, que son las cajas H, N, G1 y G2 (72, 94). En la caja H se encuentra 

localizado un residuo His292, que corresponde al sitio de autofosforilación, mientras 

que las siguientes cajas N, G1 y G2 definen la cavidad para la unión de los 

nucleótidos.  
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El dominio D1 con 120 residuos de aminoácidos, es homólogo al dominio receptor de 

ArcA. Sus residuos Glu532, Asp533 y Asp576 son equivalentes a los residuos Glu10, 

Asp11 y Asp54 de ArcA, que se cree substituyen al “pocket acídico” canónico. También 

tiene el residuo Lys628, el cual corresponde a Lys103 de ArcA, aminoácido que se 

encuentra conservado en todas las proteínas reguladoras de respuesta. El residuo de 

aspartato conservado en la posición 576 es el sitio aceptor del grupo fosfato en el 

dominio D1.  

 

Por último, el dominio H2 o HPt de fosfo-transferencia consta de 125 aminoácidos que 

contienen a His717, que participa en las reacciones de transferencia del grupo 

fosforilo (36). La estructura de rayos X de este dominio reveló que forma un motivo de 

cuatro hélices empaquetadas, en la cual la Histidina 717 se encuentra sobre la cara 

helicoidal expuesta a solventes (44). 

 

 

El modelo de señalización de ArcB 

 

ArcB, cuya expresión es constitutiva (39), se activa durante la transición del 

crecimiento aeróbico a anaeróbico (98). Tras su activación, ArcB sufre la 

autofosforilación en el residuo His292 aceptando el grupo -PO3
2- del ATP (40). Así, el 

grupo fosforilo del residuo His292 es transferido al Asp576, el cual es capaz de 

transferirlo reversiblemente a la His717 o irreversiblemente al H2O (28). El grupo -PO3
2-

de la His717 es transferido al Asp54 de ArcA (fosforelevo His-292Asp-576His-

717Asp-54) (28, 45).  

 

En contraste a la mayoría de las histidina-cinasas homodiméricas, ArcB se 

autofosforila a través de una reacción intramolecular, requiriendo que el sitio de unión 

del ATP y el de autofosforilación (His292) estén presentes en la misma molécula de 

ArcB (74). ArcA fosforilado (ArcA-PO3
2-) funciona como un regulador transcripcional que 

reprime la transcripción de numerosos operones involucrados en la respiración aerobia 
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y activa un pequeño número de operones implicados en la fermentación (12, 26, 38, 

54). 

  

Para entender la activación e inhibición de ArcB, es necesario saber que las quinonas 

sintetizadas por E. coli son: la ubiquinona (Q), la menaquinona (M) y la dimetil-

menaquinona (DMK), las cuales funcionan como adaptadores entre varios complejos 

de enzimas donadoras y aceptoras de electrones (31, 62, 102). La célula 

predominantemente utiliza la ubiquinona en la respiración aeróbica. Cuando el nitrato 

es el aceptor de electrones, la menaquinona y la dimetil-menaquinona sirven como 

adaptadores durante la respiración anaeróbica. Es importante mencionar que las 

quinonas (Q) y menaquinonas (MK) conforman el 60% y 3% de las quinonas totales 

aeróbicas y el 10% y 74 % respectivamente, cuando las células están creciendo 

anaeróbicamente en presencia de fumarato. El resto de la poza de quinonas se debe a 

las dimetil-menaquinonas (DMK) (23). 

 

Recientemente, se ha dilucidado cómo las menaquinonas reducidas son requeridas 

para la activación apropiada de ArcB durante la transición de condiciones aeróbicas a 

anaeróbicas. Para ello, primero estimaron el potencial redox de ArcB, mediante la 

inhibición de la fosforilación de ArcB utilizando análogos de quinonas como 1,4-

benzoquinona (E°’=+274 mV), 1,2-naftoquinona (E°’=+134 mV), 1,4-naftoquinona 

(E°’=+69 mV), junglona (E°’=+30 mV), menadiona (E°’=±0 mV), plumbagina (E°’=-29 

mV), lawsona (E°’=-137 mV) y antroquinona-2-sulfonato (E°’=+225 mV); encontrando 

que los análogos de quinonas con potencial redox positivo fueron buenos inhibidores 

de la actividad de cinasa, mientras que los análogos con potenciales redox negativos 

no tuvieron efecto. Posteriormente, determinaron el potencial redox estándar de ArcB 

en -42 mV, mediante ensayos de fosforilacion in vitro en presencia de mezclas redox 

de cisteína/cistina con diferentes potenciales. Como este potencial es mucho mayor 

que el potencial redox del menaquinol (-76 mV), hipotetizaron que el flujo de 

electrones del menaquinol hacia ArcB ocasiona la reducción de los puentes disulfuro y 

la activación de la proteína. En segundo lugar, construyeron una mutante en 

menFDHBCE, que no es capaz de producir menaquinonas, en la cual observaron que 

la cinasa ArcB no se activó durante el cambio de aerobiosis a anaerobiosis; pero 
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cuando complementaron la cepa mutante con un plásmido de bajo número de copias 

que portaba el operón menFDHBCE, la actividad de cinasa ArcB se restauró. Lo 

anterior permitió a los autores concluir que las menaquinonas son los acarreadores de 

electrones necesarios para la reactivación de la actividad de cinasa de ArcB durante la 

transición de crecimiento aeróbico a anaeróbico (3). El papel de la DMK sobre ArcB, 

aún no se ha esclarecido. 

 

En el sistema Arc, al cambiar de condiciones de crecimiento reductoras a oxidativas, la 

señal decae silenciando al SDC liberándose el control transcripcional dependiente de 

Arc (75). Así cuando la señal decae, ArcB es ahora una cinasa inactiva porque no se 

autofosforila pero actúa como fosfatasa específica de ArcA-PO3
2-, catalizando la 

transferencia reversa del grupo fosforilo de Asp54 de ArcA a la His717 y después a 

Asp576 de ArcB. El grupo fosforilo de ArcB es liberado entonces como Pi (fosforelevo 

reverso Asp-54→His-717→Asp-576) (26, 43, 75). En el cambio de condiciones de 

anaerobiosis a aerobiosis, las ubiquinonas oxidadas son la señal inhibitoria de la 

cinasa ArcB (25), oxidando los residuos de cisteína de la proteína, localizados en el 

citosol, lo que da lugar a la formación de dos puentes disulfuro (Figura 2) (55). 

 

La inhibición de la actividad de ArcB de E. coli por la formación de dos puentes 

disulfuro intermoleculares, mediante la oxidación de las Cys180 y Cys241, por acción 

de las ubiquinonas, tiene varios antecedentes importantes. En primer lugar, el 

conocimiento de la activación constitutiva de ArcB en una mutante en ubiCA, que no 

sintetiza ubiquinonas en condiciones de crecimiento aeróbicas y la inhibición de la 

autofosforilación de la proteína truncada ArcB78-778 por la ubiquinona-0 (Q0) (25). En 

segundo lugar, el descubrimiento de que la adición al medio de cultivo aeróbico de 

agentes reductores como el ditiotreitol (DTT) y el -mercaptoetanol, capaces de 

permear la membrana interna, activan a la cinasa ArcB, mientras que la adición de 

glutatión (GSH), un tripéptido que reduce los enlaces disulfuro de proteínas citosólica 

pero que no es capaz de permear la membrana plasmática por su naturaleza 

lipofóbica, no tiene efecto; y finalmente en tercer lugar, que en la región linker de ArcB 

se encuentran localizados sus dos únicos residuos de cisteína de ArcB, la Cys180 y 

Cys241 (55).  
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Con base lo anterior, mediante experimentos realizados in vivo en condiciones 

aeróbicas, usando cepas que expresaron: ArcB, ArcBC180A (ArcBC1), ArcBC241A (ArcBC2) o 

ArcBC180A-C241A (ArcBCC), demostraron una inhibición leve de ArcBC2 y falta de inhibición 

significativa de ArcBC1 y ArcBCC; mientras que in vitro, mediante ensayos de 

fosforilación con proteínas ArcB78-778, la actividad de fosforilación en presencia de Q0 

prácticamente no fue afectada en ArcBC1 (85% de su actividad), pobremente para 

ArcBC2 (15% aproximadamente) y sin efecto en el caso de ArcBCC.  

 

Así, para corroborar que el cambio de estado redox de las cisteínas de ArcB se debe a 

la acción directa de las quinonas en forma oxidada, hicieron reaccionar ArcB, ArcBC1, 

ArcBC2 y ArcBCC pretratados o no con Q0, con maleimida (MAL) unida a polietilenglicol 

(PEG). La MAL se une covalentemente a los grupos tiol de las cisteínas reducidas y el 

PEG le añade un aumento de peso a los complejos ArcB-MAL-PEG. La separación 

electroforética por SDS/PAGE no reductor y el análisis “Western blot” con anticuerpos 

policlonales específicos para ArcB, les permitió determinar que las proteínas ArcB, 

ArcBC1, ArcBC2 en ausencia de Q0 originaron tres complejos de movilidad diferente 

acorde al residuo de cisteína al que se une MAL-PEG, mientras que ArcBCC no produjo 

ningún complejo. En presencia de Q0 y después del tratamiento con MAL-PEG, no hubo 

formación de ningún complejo. De estos resultados confirmaron que ambos residuos 

de cisteínas experimentan oxidación dependiente de Q0 (55). 

 

Finalmente para determinar que los enlaces disulfuro formados entre las cisteínas de 

ArcB son intramoleculares, realizaron cultivos aerobios y anaerobios de E. coli tratados 

con ácido tricloroacético (TCA), el cual fija los grupos tiol en su estado actual de 

oxidación; posteriormente los extractos celulares tratados con TCA fueron separados 

por SDS/PAGE, en condiciones no reductoras y analizados por “Western blot” con 

anticuerpos específicos para ArcB. Los extractos anaerobios mostraron una banda de 

aproximadamente 88 kDa, que corresponde al tamaño de ArcB en su forma 

monomérica. En contraste, en los extractos aeróbicos observaron una banda 

predominante de aproximadamente 170 kDa, que equivale a un dímero de ArcB y que 

en presencia de DTT desapareció dando lugar a la banda de 88kDa (55).  
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Figura 2. Un modelo simplificado de activación e inactivación de ArcB. Cuando la bacteria 

cambia sus condiciones de crecimiento anaeróbicas a aeróbicas, las quinonas se oxidan. Esto 

permite la transferencia de electrones desde la Cys-180 de ArcB a las quinonas, lo que 

conduce a la formación de un enlace disulfuro intermolecular entre las Cys-180 de los dos 

monómeros, resultando en una disminución significativa de la actividad de la cinasa ArcB. 

Como los electrones rápidamente fluyen hacia el oxígeno más próximo vía Citocromo Oxidasa 

bd o bo, las quinonas mantienen su estado oxidado e inducen la formación de un segundo 

enlace disulfuro entre los dos residuos Cys-241, dando como resultado el completo 

silenciamiento de la actividad de la cinasa ArcB. Por el contrario, cuando las condiciones son 

microaeróbicas o cuando cambian la condición de aeróbica a anaeróbica, las ubiquinonas son 

gradualmente reemplazadas por menaquinonas, que en estado reducido (menaquinol) son 

capaces de reducir los puentes disulfuro de ArcB, restaurando su conformación activa como 

cinasa y activando el sistema. 

 

Así, la reducción de los puentes disulfuro de ArcB, durante la transición de aerobiosis a 

anaerobiosis, origina su autofosforilación y el fosforelevo His-292Asp-576His-

717Asp-54 (28, 45). En el cambio de anaerobiosis a aerobiosis, se oxidan las 

cisteínas generando los puentes disulfuro y el grupo fosforilo de ArcB es liberado 

entonces como Pi, a través del fosforelevo reverso Asp-54→His-717→Asp-576 (26, 

43, 75). De esta manera, la oxidación y reducción de las cisteínas en ArcB, a través de 
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la poza de ubiquinonas y menaquinonas representa un mecanismo redox mediante el 

cual las señales son transducidas al aparato transcripcional, permitiendo a la bacteria 

una rápida adaptación a los cambios ambientales redox.  

 

 

Vía de las tiorredoxinas y glutarredoxinas en Escherichia coli 

 

Al estar involucrado un mecanismo redox en la activación e inactivación de ArcB, 

resultaba de vital importancia conocer el agente que podría actuar como señal directa 

en la regulación del sistema Arc durante el cambio de condiciones aeróbicas a 

anaeróbicas. La existencia de proteínas frecuentemente extra-citoplasmáticas y 

raramente citoplásmicas debido a las condiciones reductoras del citosol, que forman 

puentes disulfuro como parte de su ciclo catalítico y su reducción posterior para 

mantener su funcionalidad (76, 78, 88), crearon una enorme expectativa sobre las 

tiorredoxinas (Trx) y/o glutarredoxinas (Grx) con relación a ArcB. 

  

Por esta razón, con base en el conocimiento que las Trx y/o Grx son proteínas 

citosólicas solubles capaces de catalizar la reacción redox disulfuro-tiol en sus 

proteínas sustrato mediante su sitio activo conservado, el cual contiene dos residuos 

de cisteína separados por dos aminoácidos (C-X1-X2-C) (1, 2), con secuencias de 

aminoácidos diferentes y con diferentes potenciales redox (6) y añadiendo que en la 

vía Trx y/o Grx, sólo la tiorredoxina A (TrxA), tiorredoxina C (TrxC) y glutarredoxina A 

(GrxA) tienen la capacidad de mantener reducida eficientemente a la enzima 

ribonucleótido reductasa (de importancia en la síntesis de ADN) (6, 8), mientras que 

los otros miembros, mantienen activa catalíticamente la vía,  a través de la 

tiorredoxina reductasa (TrxB) que dona electrones a TrxA y TrxC para reducirlas y por la  

glutatión oxido-reductasa (GorA) que reduce al glutatión (GSH), el cual a su vez reduce 

a GrxA, la glutarredoxina B (GrxB) y la glutarredoxina C (GrxC) (7, 34, 64, 66, 112), nos 

sugiere evaluar si ArcB es un sustrato para una o varias de estas enzimas reductoras,  

como sucede con la ribonucleótido reductasa (Figura 3).   
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Figura 3. Vías de las tiorredoxinas (Trx) y glutarredoxinas (Grx). Se muestran los nombres de 

las enzimas y los genes (entre paréntesis), conocidos de los dos sistemas (6).  
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Justificación 

 

 

Se sabe que el dominio periplásmico de ArcB no participa en la recepción de la señal y 

que la eliminación supresión de su región transmembranal no interfiere en la 

inhibición de ArcB por las quinonas (25, 47); sino que funciona como punto de anclaje 

de esta cinasa sensora a la membrana, permitiéndole estar cerca de la fuente de la 

señal. También, ha sido reportado que la regulación de la actividad catalítica de ArcB 

está afectada por el movimiento rotacional de la proteína en la membrana, lo que 

altera la orientación de la porción citosólica de ArcB (46) y que la regulación involucra 

la oxidación de dos residuos de cisteína localizados en el citosol, que participan en la 

formación intermolecular de dos puentes disulfuro, reacción en la cual las quinonas 

actúan como oxidantes directos (25, 54, 55). 

 

Debido a que está generalmente aceptado que el dominio transmisor de las cinasas 

sensoras puede promover la dimerización de estas proteínas (96), la existencia de un 

“zipper” de leucinas putativo en la región linker de ArcB (26) y el conocimiento de que 

estos motivos han sido implicados en la formación de homo y heterodímeros en varias 

proteínas, nos permiten hipotetizar que este motivo puede actuar como un dominio de 

dimerización para la proteína ArcB, el cual es necesario para la apropiada regulación 

de su actividad.  

 

Asimismo, dado que las quinonas son la señal específica que inhibe la actividad cinasa 

de ArcB (25) involucrando la oxidación de las cisteínas 180 y 241 (55), es importante 

determinar si las proteínas citosólicas tiorredoxinas y/o glutarredoxinas están 

involucradas en la reducción de los puentes disulfuro de ArcB, participando en su 

activación, tomando en cuenta que estas proteínas contienen un motivo Cys-X1-X2-Cys 

que les permite reducir a sus proteínas sustrato.  
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Objetivos 

 

 

Los propósitos de este trabajo son: 

 

1. Determinar si el zipper de leucinas es un motivo funcional en la regulación de la 

proteína ArcB. 

2. Determinar in vivo si las tiorredoxinas y/o glutarredoxinas están involucradas en 

la reducción de los puentes disulfuro de ArcB. 
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Materiales y Métodos 

 

 

Plásmidos y oligonucleótidos  

 

El plásmido pMX712 se construyó por digestión del plásmido pIBW (47) con las 

enzimas de restricción BamHI y HindIII. El fragmento purificado que incluye el sitio de 

restricción BamHI, el promotor de arcB, el sitio de unión del ribosoma, un sitio NdeI 

que involucra el codón de inicio del gene arcB, el marco de lectura del gene de arcB y 

el codón de paro seguido de un sitio HindIII se insertó en el plásmido de alto número 

de copias pBlueScript II KS+.  

 

El plásmido pBlueScript II KS+ con el gen ArcBL87V, se construyó mediante PCR 

utilizando los oligonucléotidos 5’-CCCGGATCCCATATGAAGCAAATTCGTCTGCTGGCGC-3’ y 

5’-CAGCCGTGACACACGTTGTCG-3’ (oligonucléotido mutagénico) y el plásmido pMX712 

como molde. Este primer producto de PCR se purificó y utilizó como mega-

oligonucléotido en combinación con el oligonucléotido 5’-CTCAGACCGACGATACCGTT-3’, 

usando nuevamente como molde el plásmido pMX712 para realizar una segunda PCR. 

El producto de esta segunda PCR se digirió con las enzimas NdeI y NruI y el fragmento 

purificado se usó para sustituir el fragmento silvestre NdeI y NruI del plásmido 

pMX712 generando el plásmido pMX716. Para construir los plásmidos con el gene de 

arcB con dos o más mutaciones puntuales en el “zipper” de leucinas, se emplearon los 

plásmidos previamente construidos con una simple, doble o triple mutación como 

molde según fuese necesario, en lugar del pMX712. De esta forma, se contruyó la 

serie de plásmidos mediante mutaciones sitio-dirigidas, generando la serie pMX713 a 

pMX731. 

 

Para obtener el plásmido pMX736, el pMX716 se digirió con las enzimas de restricción 

BamHI y HindIII y el fragmento de interés purificado se insertó en el plásmido pEXT22 

(de una copia), para generar el correspondiente promotor arcB-sitio de unión de 

ribosoma-gene arcB con la mutación L87V en el “zipper” de leucinas. Los plásmidos 



 

28 

pMX732 a pMX735,  pMX737 a pMX748 y pMX528 a pMX530 se construyeron de 

igual forma utilizando la serie pMX712 a pMX715 y pMX717 a pMX728. 

 

Los plásmidos pMX517, pMX520 y pMX521 se construyeron por sustitución del 

fragmento NdeI-HindIII del plásmido pMX020 (74) con el fragmento NdeI-HindIII del 

plásmido pMX712, pMX715 y pMX716. Todos los plásmidos se verificaron por 

secuenciación, mediante la amplificación de DNA por PCR, realizado por la Unidad de 

Biología Molecular del Instituto de Fisiología Celular de la Universidad Nacional 

Autónoma de México. 

 

Tabla I. Lista de plásmidos y oligonucléotidos 

 

Plásmido Característica relevante Fuente 

pBluescript KS II (+) Vector de clonación, Ampr Stratagene 

pEXT22 Low copy number vector, Kanr (21) 

pMX712 arcB+ en pBluescript SK II (+) Este estudio 

pMX713 arcBP67A en pBluescript SK II (+) Este estudio 

pMX714 arcBL73V en pBluescript SK II (+) Este estudio 

pMX715 arcBL80V en pBluescript SK II (+) Este estudio 

pMX716 arcBL87V en pBluescript SK II (+) Este estudio 

pMX717 arcBL94V en pBluescript SK II (+) Este estudio 

pMX718 arcBL73V-L80V en pBluescript SK II (+) Este estudio 

pMX719 arcBL73V-L87V en pBluescript SK II (+) Este estudio 

pMX720 arcBL73V-L94V en pBluescript SK II (+) Este estudio 

pMX721 arcBL80V-L87V en pBluescript SK II (+) Este estudio 

pMX722 arcBL80V-L94V en pBluescript SK II (+) Este estudio 

pMX723 arcBL87V-L94V en pBluescript SK II (+) Este estudio 

pMX724 arcBL73V-80V-L87V en pBluescript SK II (+) Este estudio 

pMX725 arcBL73V-80V-L94V en pBluescript SK II (+) Este estudio 

pMX726 arcBL73V-87V-L94V en pBluescript SK II (+) Este estudio 

pMX727 arcBL80V-L87V-L94V en pBluescript SK II (+) Este estudio 
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pMX728 arcBL73V-L80V-L87V-L94V en pBluescript SK II (+) Este estudio 

pMX729 arcBL102V en pBluescript SK II (+) Este estudio 

pMX730 arcBL108V en pBluescript SK II (+) Este estudio 

pMX731 arcBL115V en pBluescript SK II (+) Este estudio 

pMX732 arcB+ en pEXT22 Este estudio 

pMX733 arcBP67A en pEXT22 Este estudio 

pMX734 arcBL73V en pEXT22 Este estudio 

pMX735 arcBL80V en pEXT22 Este estudio 

pMX736 arcBL87V en pEXT22 Este estudio 

pMX737 arcBL94V en pEXT22 Este estudio 

pMX738 arcBL73V-L80V en pEXT22 Este estudio 

pMX739 arcBL73V-L87V en pEXT22 Este estudio 

pMX740 arcBL73V-L94V en pEXT22 Este estudio 

pMX741 arcBL80V-L87V en pEXT22 Este estudio 

pMX742 arcBL80V-L94V en pEXT22 Este estudio 

pMX743 arcBL87V-L94V en pEXT22 Este estudio 

pMX744 arcBL73V-L80V-L87V en pEXT22 Este estudio 

pMX745 arcBL73V-L80V-L94V en pEXT22 Este estudio 

pMX746 arcBL73V-L87V-L94V en pEXT22 Este estudio 

pMX747 arcBL80V-L87V-L94V en pEXT22 Este estudio 

pMX748 arcBL73V-L80V-L87V-L94V en pEXT22 Este estudio 

pMX020 arcB521-778 bajo el control del promotor ara, Ampr (75) 

pMX517 arcBWT bajo el control del promotor ara, Ampr Este estudio 

pMX520 arcBL80V bajo el control del promotor ara, Ampr Este estudio 

pMX521 arcBL87V bajo el control del promotor ara, Ampr Este estudio 

pMX528 arcBL102V en pEXT22 Este estudio 

pMX529 arcBL108V en pEXT22 Este estudio 

pMX530 arcBL1152V en pEXT22 Este estudio 
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Oligonucléotido Secuencia   

ArcB-Ini 5’-CCCGGATCCCATATGAAGCAAATTCGTCTGCTGGCGC-3’ 

ArcB-67Ala 5’-GACCGCCCACGCCGTAATCAGC-3’  

ArcB-73Val 5’-GACGACCACCGACACAAAGTAGACCGC-3’  

ArcB-80Val 5’-CGTGACTCCTCCACTTGCTCGAGC-3’  

ArcB-87Val 5’-CAGCCGTGACACACGTTGTCG-3’  

ArcB-94Val 5’-GCGCATCTCCTCCACTTTTTGCACCAGCCG-3’  

ArcB-102Val 5’-CTGAACGTTGAGGCTCACATCGCGCTCGCGC-3’  

ArcB-108Val 5’-GCTGGGCAATATTATCTTTTACCTGAACGTTGAGGCTC-3’ 

ArcB-115Val 5’-CGAACGGCAATTTCCTGATTTACCTGGGCAATATTATC-3’ 

ArcB-X 5’-CTCAGACCGACGATACCGTT-3’ 

 

 

Construcción de cepas mutantes en vías Trx y/o Grx. 

 

Para determinar si las proteínas Trx y/o Grx eran responsables de la reducción de los 

enlaces disulfuro de ArcB durante la transición de las condiciones aeróbicas a 

anaeróbicas en ArcB, obtuvimos diversas cepas mutantes simples o dobles en el caso 

de las vías de las Trx o Grx, mediante transducción utilizando el fago P1 (cydA'-lacZ).  

 

Así, por ejemplo, para obtener la cepa ECL5001 trxB::km (cydA'-lacZ), se preparó el 

fago P1 (trxB::km) a partir de la cepa mutante 335 (trxB::km), el cual se transdujó en la 

cepa ECL5001 que porta el gen reportero (cydA'-lacZ) y seleccionada por su 

resistencia a la kanamicina. Todas las mutantes simples de interés se obtuvieron de 

igual forma. En el caso de las mutantes dobles, por ejemplo la mutante ECL5001 

trxB::km grxC::cm (cydA'-lacZ), el fago P1 (grxC::cm) se transdujó en la cepa mutante 

5001 trxB::km (cydA'-lacZ) siendo seleccionada por la resistencia a kanamicina y 

cloranfenicol; un procedimiento similar se realizó para cada una de las dobles 

mutantes obtenidas.  
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Tabla 2. Lista de cepas   

 

Cepa Característica relevante Fuente 

ECL5001 MC4100 (cydA'-lacZ) (47) 

ECL5004 MC4100 arcB::Te (cydA'-lacZ)  (47) 

ECL5012 MC4100 arcB::Te (lldP'-lacZ (47) 

IFC700 MC4100 trxB::cm (cydA'-lacZ) Este estudio 

IFC701 MC4100 trxB::Km (cydA'-lacZ) Este estudio 

IFC702 MC4100 trxA::tet (cydA'-lacZ) Este estudio 

IFC703 MC4100 trxA::tet (cydA'-lacZ) Este estudio 

IFC704 MC4100 trxC::tet (cydA'-lacZ) Este estudio 

IFC705 MC4100 go522::tet (cydA'-lacZ) Este estudio 

IFC706 MC4100 gor::cm (cydA'-lacZ) Este estudio 

IFC707 MC4100 grxA::Km (cydA'-lacZ) Este estudio 

IFC708 MC4100 grxB::km (cydA'-lacZ) Este estudio 

IFC709 MC4100 grxC::Cm (cydA'-lacZ) Este estudio 

IFC710 MC4100 gor522::tet grxA::Km (cydA'-lacZ) Este estudio 

IFC711 MC4100 trxB::cm trxA::tet (cydA'-lacZ) Este estudio 

IFC712 MC4100 trxB::cm trxC::tet (cydA'-lacZ) Este estudio 

IFC713 MC4100 gor::cm trxA::tet  (cydA'-lacZ) Este estudio 

IFC714 MC4100 gor::cm trxC::tet  (cydA'-lacZ) Este estudio 

IFC715 MC4100 trxB::cm grxB::Km (cydA'-lacZ) Este estudio 

IFC716 MC4100 trxB::Km grxC::cm (cydA'-lacZ) Este estudio 

IFC717 MC4100 trxA::tet grxB::Km (cydA'-lacZ) Este estudio 

IFC718 MC4100 trxA::tet grxC::cm (cydA'-lacZ) Este estudio 

IFC719 MC4100 trxC::tet grxB::Km (cydA'-lacZ) Este estudio 

IFC720 MC4100 trxC::tet grxC::cm (cydA'-lacZ) Este estudio 

IFC721 MC4100 trxC::tet grxC::cm (cydA'-lacZ) Este estudio 
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Medios y condiciones de crecimiento. 

 

Las cepas bacterianas utilizadas en este estudio se cultivaron en agar o caldo Luria-

Bertani (LB) que contiene triptona 10 g/L y NaCl 8 g/L. Cuando fue necesario se 

adicionó ampicilina, kanamicina, tetraciclina o cloranfenicol a las concentraciones de 

100, 50, 12.5 o 34 g/mL, respectivamente. En el crecimiento de cultivos madre y 

colonias bacterianas transformantes se utilizó caldo LB adicionado con el antibiótico 

de selección. Para la selección de células transformantes se utilizaron placas de agar 

LB enriquecido con glucosa 0.02 % y antibiótico de selección. La obtención de cultivos 

ricos en vesículas de membranas ricas en ArcB, se realizó en caldo LB adicionado con 

L-arabinosa 0.13 mM, para inducir la expresión de los genes controlados por el 

promotor ara. 

 

Con relación  a los ensayos de -galactosidasa, de cepas  portadoras del gen reportero 

 (cydA’- LacZ) se cultivaron en caldo LB adicionado con MOPS 0.1 M (ácido morfolin-

propano-sulfónico; pH 7.4), D-xilosa 20 mM y el antibiótico de selección necesario. Si el 

gen reportero fue  (lldP’- LacZ), además se adicionó como inductor el L-lactato en 

una concentración 20 mM. Si las células crecieron aeróbicamente se agitaron a 300 

rpm a 37°C. En condiciones anaeróbicas las bacterias se cultivaron con agitación 

mediante magneto, en tubos saturados con medio y con tapa de rosca.  

 

El cultivo bacteriano para la determinación de la actividad de ArcB mutante en Pro67 o 

Leu del “zipper”, se realizó en condiciones aeróbicas y anaeróbicas hasta una fase 

exponencial media equivalente a una DO600nm0.5. Posteriormente a ambas 

condiciones se le determinó su actividad de -galactosidasa.  

 

Para los ensayos realizados en mutantes de las proteínas de las vías Trx y Grx, las 

células se cultivaron aeróbicamente hasta un crecimiento DO6000.1, una vez 

alcanzada esta densidad celular, se tomaron alícuotas para también ser cultivadas en 

condiciones anaeróbicas. Posteriormente, en ambas condiciones se determinó su 

actividad de -galactosidasa al alcanzar una DO600  0.5.  
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Preparación de células competentes. 

 

 

Las células competentes fueron preparadas adicionando 20 L de un cultivo madre a 

20 mL de caldo LB. Se incubó a 18°C hasta una DO6000.4 y posteriormente se colocó 

10 min en hielo. Se centrifugó a 1800 g durante 15 min a 4°C. Se resuspendió la 

pastilla bacteriana en amortiguador TB frío (PIPES 10 mM pH 6.7, MnCl2 55 mM, CaCl2 

15 mM  y KCl 250 mM), incubándolo 30 min en hielo y centrifugándolo durante 15 min 

a 4°C. Este último paso se repite nuevamente. Finalmente la pastilla se resuspendió 

en 1.6 mL de amortiguador TB con 7% de DMSO, haciendo alícuotas de la suspensión 

celular de 200 L en tubos eppendorf. Inmediatamente se procedió a la congelación 

con N2 líquido y se almacenaron las alícuotas a -70°C hasta su utilización para ser 

transformadas con los plásmidos. 

 

    

Transformación 

 

Se incubaron las células durante 10 min en hielo hasta su descongelación. Se adicionó 

1.0 L del plásmido y la mezcla fue incubada 30 min en hielo. Posteriormente se le dio 

un choque térmico durante 30 s a 43°C. Inmediatamente se le adicionó a cada tubo 1 

mL de medio de recuperación (Caldo LB adicionado con glucosa al 0.02%) y se 

incubaron durante 1 hora a 37°C. Las células recuperadas se centrifugaron a 1200 g 

para posteriomente ser sembradas en placas de agar LB (adicionadas con el 

antibiótico de selección codificado en el plásmido), e incubadas a 37°C durante 18 

horas. Las colonias aisladas se inocularon en 5.0 mL de caldo LB con el antibiótico de 

selección, hasta tener un cultivo con la densidad bacteriana adecuada. 
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Construcción de cepas simples o dobles mutantes en las vías de las Trx o Grx. 

 

Las cepas mutantes simples o dobles en las vías de las Trx y/o Grx se obtuvieron por 

transducción mediante el fago P1. Así, para obtener la mutante simple ECL 5001 

trxB::km (cydA'-lacZ), se preparó el fago P1 (trxB::km) a partir de una cepa mutante 

⧍trxB::km, el cual fue transducido en la cepa 5001 que porta el gen reportero 

(cydA'-lacZ) y seleccionada por su resistencia a kanamicina. De esta forma fueron 

contruidas todas las mutantes simples. En el caso de las mutantes dobles, como la 

mutante 5001 trxB::km grxC::cm (cydA'-lacZ), el fago P1 (grxC::cm) fue transducido 

en la cepa mutante 5001 trxB::km (cydA'-lacZ) siendo seleccionada por la 

resistencia a kanamicina y cloranfenicol. Un procedimiento similar se realizó para cada 

una de las dobles mutantes obtenidas.  

 

 

Mantenimiento de cepas bacterianas 

 

Para la conservación de las cepas de interés de este estudio, fue inoculada una 

colonia bien aislada proveniente de una placa de agar LB adicionada con el antibiótico 

de selección, en un tubo con 5.0 mL de caldo LB también adicionado con el mismo 

antibiótico de selección. Cada cultivo se mantuvo con agitación constante durante 12 

horas. Después se tomó una alícuota de 1400 L de la suspensión bacteriana y se le 

adicionaron 450 L de glicerol estéril al 80% e inmediatamente se conservaron a -

70°C.   

 

 

Preparación de las vesículas de membrana enriquecidas con ArcB 

 

La cepa ECL5012 portadora del plásmido pMX517, pMX520 o pMX521 se cultivó en 

250 ml de medio LB que contiene ampicilina a 37 °C hasta una DO600 de 0.5. 

Posteriormente, la expresión de ArcB fue inducida por la adición de L-arabinosa a una 
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concentración final de 0.5 mM. Las células se cosecharon 4 horas después de la 

inducción, se resuspendieron en 6 mL de amortiguador MOPS (MOPS 50 mM, pH 7.0, 

MgSO4 5 mM y KCl 100 mM) y se rompieron en una prensa French. El lisado celular se 

aclaró por centrifugación a 10,000 g durante 15 min y la proteína ArcB embebida en 

las membranas internas se obtuvo por una centrifugación posterior a 32,500 g 

durante 40 min a 4 °C. Finalmente, las vesículas de membrana obtenidas ricas en 

ArcB, se solubilizaron en 500 L de amortiguador MOPS que contenía 30% de glicerol 

y se almacenaron a -20°C. 

 

 

Ensayos de fosforilación de ArcB 

 

Los ensayos de fosforilación se llevaron a cabo a temperatura ambiente en la 

presencia de [-32P] ATP 40 M (actividad específica, 2 Ci/mMol, 1 Ci= 37 GBq, New 

England Nuclear), HEPES 33 mM (pH 7.5), KCl 50 mM, MgCl2 5 mM, EDTA 0.1 mM,  

glicerol al 10%, y 1 mg de la proteína total (vesículas de membrana) ricas en ArcBWT o 

ArcBL80V o ArcBL87V; en presencia de ditiotreitol (DTT) 5 mM o QO 250 mM, como se ha 

descrito previamente (25). Las reacciones de fosforilación se iniciaron al añadir [-32P] 

ATP y se detuvieron con la adición de un volumen igual de amortiguador de muestra 

SDS 2X. Inmediatamente las muestras se colocaron en un gel de poliacrilamida al 10% 

y se sometieron a SDS/PAGE. Al finalizar la electroforesis el gel se tiñó con solución de 

tinción (Azul de Coomassie 0.125%, metanol 50%, ácido acético 10%) hasta que las 

bandas de proteínas fueron visibles y decolorados hasta eliminar el exceso de azul de 

Coomassie con solución desteñidora (metanol 40% y ácido acético 10%). 

Posteriormente, cada gel se secó durante 30 min a 80°C y expuestos a un 

autorradiograma (Kodak) durante toda la noche a -70°C, para que la señal radioactiva 

fuese mas visible. La cantidad de radioactividad de las proteínas separadas se 

cuantificó mediante el Phosphor Imager (Molecular Dynamics). 
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Análisis Western Blot 

 

Las cepas se cultivaron aeróbicamente y cosechadas por centrifugación (5,000 g) 

durante la fase media-exponencial de crecimiento (DO600  0.5). La pastilla celular se 

resuspendió en amortiguador SDS-5X e hirvió durante 10 min, para después separar 

las proteínas por SDS-PAGE (geles de poliacrilamida al 10%) durante 90 min. Las 

proteínas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (ECL-Hybond Amersham 

Biosciences). Posteriormente, la membrana fue equilibrada con amortiguador TTBS 

(Tris 2.5 mM, NaCl 150 mM, y Tween 20 al 0.05%) durante 10 min e incubada en 

amortiguador de bloqueo (leche descremada al 1% en TTBS) durante 1 hora a 

temperatura ambiente. El anticuerpo anti-ArcB78-520-His6 policlonal (45), se adicionó en 

una dilución 1:10,000 a la membrana de transferencia e incubó durante 1 hora a 

temperatura ambiente. Los anticuerpos unidos a la proteína ArcB se detectaron 

utilizando anticuerpo anti-IgG de conejo conjugado con peroxidasa de rábano y 

visualizados mediante el sistema de detección ECL (Amersham Biosciences). 

 

 

Ensayos de complementación de las cepas mutantes en ArcB in vivo 

 

Para determinar si la sustitución de la prolina 67 por alanina o de las leucinas del 

“zipper” por valina, afectan la actividad de ArcB, se utilizaron las cepas mutantes en 

arcB ECL5004 (cydA'-lacZ) y ECL5012 (lldP'-lacZ), complementadas con uno de 

los plásmidos de la serie pMX732-pMX748 o pMX528-pMX530. En todos los casos, se 

cultivaron aeróbicamente y anaeróbicamente hasta alcanzar un crecimiento 

DO600≈0.5. Después se determinó la actividad de -galactosidasa. 

 

 

Ensayos de cepas mutantes en Trx y/o Grx 

 

En los ensayos realizados para determinar si alguna de las vías Trx y/o Grx es 

responsable de la reducción de los enlaces disulfuro durante la activación de ArcB, se 
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usó la cepa ECL5001 (cydA'-lacZ). La cepa con fondo genético ECL5001 con 

mutaciones simples o dobles en los genes que codifican para las vías de las Trx y/o 

Grx se cultivaron aeróbicamente hasta un crecimiento DO600  0.1. Una vez alcanzada 

esta densidad celular, se tomaron alícuotas y se cultivaron también en condiciones 

anaeróbicas hasta 60 min para después determinar la actividad de -galactosidasa.  

 

 

Ensayos de la actividad de -galactosidasa 

 

Para la detección de la expresión de (cydA´-lacZ) o de (lldP´-lacZ) se siguió el 

método de Miller (63) que cuantifica la hidrólisis de o-nitrofenil--D-galactósido (ONPG) 

por la enzima -galactosidasa. En el tiempo de crecimiento a evaluar se determinó la 

densidad celular de los cultivos a una DO600 y se tomaron alícuotas de 0.1 mL del 

cultivo para adicionarse a tubos de ensayo que contenían 0.9 mL de amortiguador Z 

(Na2HPO47H2O 0.6 M, NaH2PO4H2O 0.04 M, -mercaptoetanol 0.05 M), 1 gota de 

SDS al 10% y 2 gotas de cloroformo. Los tubos se agitaron en el vórtex para lisar las 

células y se inició la reacción por adición de 0.2 mL de ONPG a una concentración de 4 

mg/mL. Se incubaron durante 15 min a temperatura ambiente y se detuvó  la reacción 

agregando 0.5 mL de Na2CO3 1 M. Después se determinó la densidad óptica a 420 nm 

y 550 nm para cada tubo. La actividad -galactosidasa se expresó en unidades Miller, 

de acuerdo a la siguiente fórmula: Unidades Miller = 1000 [DO420 – (1.75)(DO550)] / 

[(15)(0.1)(DO600)]. 
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Modelo estructural del “zipper” de leucinas 

 

El modelo estructural de la región súper enrollada del “zipper” de leucinas se infirió 

utilizando los resultados con la mas alta normalidad del score-Z, proporcionado por el 

I-TASSER server (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) (79). La predicción 

del modelo está basada sobre la hélice monomérica que cubre los residuos de 

aminoácidos 70-89, derivada de la estructura del dominio transmembranal PDB code 

2 ksd y utilizando las coordenadas originales del motivo dimérico súper enrollado PDB 

code 3he5 como molde. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/
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Resultados 

 

 

Los resultados describen el análisis de alineamientos (BLAST) realizado a la secuencia 

de homólogos de la proteína ArcB, que incluyen a sus dos segmentos 

transmembranales y el análisis in vivo correspondiente al único iminoácido conservado 

en el BLAST de esta porción de la proteína en Escherichia coli. También muestra el 

análisis de la secuencia del “zipper de leucinas”, con la correspondiente predicción de 

alineamientos de diversos homólogos, la predicción de los motivos super-enrrollados 

en la proteína y un modelo dimérico superenrrollado del “zipper”. De igual forma, se 

detalla la actividad de las cinasas mutadas en una o varias leucinas del “zipper”, 

mediante ensayos in vivo e in vitro, el análisis de los fenotipos dominantes negativos y 

el análisis de la actividad de fosfatasa. Finalmente, se hace referencia a los 

experimentos in vivo realizados a cepas mutantes en la vía de las tiorredoxinas y 

glutarredoxinas.  

  

 

Análisis de secuencia de la región transmembranal de ArcB 

 

Genes ArcB ortólogos con diferentes grados de homología con ArcB de E. coli se 

encuentran en géneros de las familias Enterobacteriaceae, Vibrionaceae, 

Pasteurellaceae y Alteromonadaceae. Por ello, con la finalidad de encontrar residuos 

conservados se realizó el análisis de alineamientos (BLAST) de la secuencia de 

homólogos de ArcB que incluyó a Escherichia coli, Shigella boydii, Salmonella enterica, 

Photorhabdus luminescens, Yersinia pestis, Erwinia carotovora, Vibrio cholerae, 

Photobacterium profundum (tipo I); y Mannheimia succiniciproducens, Actinobacillus 

succinogenes, Haemophilus influenzae y Pasteurella multocida (tipo II). El resultado 

mostró que todas ellas contienen el residuo conservado de prolina en la posición 67, 

localizado en el segundo segmento transmembranal de ArcB en E. coli (Figura 4).  
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EC(1-70) MKQIRLLAQYYVDLMMKLGLVRFSMLLALALVVLAIVVQMAVTMVLHGQVESIDVIRSIFFGLLITPWAVYF 

SB(1-70) MKQIRLLAQYYVDLMMKLGLVRFSMLLALALVVLAIVVQMAVTMVLHGQVESIDVIRSIFFGLLITPWAVYF 

SE(1-70) MKQIRMLAQYYVDLMMKLGLVRFSMLLALALVVLAIVVQMAVTMVLHGQVESIDVIRSIFFGLLITPWAVYF 

PL(1-70) MKLLRGLAQYYVDLMMKLGLVRFSLLLASALVVLAMGVQMVVTFLLQGGVQSIDLVRSIFFGLLITPWAVYF 

YP(1-70) MKQIRVLAQYYVDLMVKLGLVRFSLLLASALVLLAMVVQMAVTFVLRGSVETLDLVRSIFFGLLITPWAVYF 

ER(1-70) MKQIRLLAQYYVDLMVKLGLVRFSLLLASVLVLLAMVVQMAVTLLLSGEVENIDVVRSIFFGLLITPWAVYF 

VC(1-70) MKPMKNLAQYYVDLLVKLGILRFSILLALALVALAVVVQVGITLILNGFVDDIDIIRSVFFGLLITPWAVYF 

PP(1-52) --------------------MRFSLLLALALVALAVVVQIGVTLVLQGEVHNIDIVRSVFFGLLITPWAVYF 

MS(1-72) MKNVKFFAQRYIDWVTKLGRLKFSLLGFILIAILALCTHIFLSLMITGQIHWESLLYSVVFGVISAPFVIYF 

AS(1-72) MKNVRHFTQRYIDWVIKLGRIKFSVLGFLVLAAFALLTHIILSFIVIGGIHWESLGYSIIFGLISAPFVIYF 

HI(1-72) MKNFKYFAQSYVDWVIRLGRLRFSLLGVMILAVLALCTQILFSLFIVHQISWVDIFRSVTFGLLTAPFVIYF 

PM(1-72) MKNIKYFAQKYVDWVIRLGRLRFSILGVIVLAILALCTQALLSLFIIGEVYWVDMIRSVVFGLISAPFVIYF 

 

 

Figura 4. Alineamientos de los residuos 73-157 de homólogos de ArcB. EC) Escherichia coli, 

SB) Shigella boydii, SE) Salmonella enterica, PL) Photorhabdus luminescens, YP) Yersinia 

pestis, ER) Erwinia carotovora, VC) Vibrio cholerae, PP) Photobacterium profundum, MS) 

Mannheimia succiniciproducens, AS) Actinobacillus succinogenes, HI) Haemophilus influenza), 

y PM) Pasteurella multocida. Se muestra en magenta el residuo de  prolina conservado. 

 

 

Análisis in vivo de la mutación de ArcBP67A 

 

El hallazgo de que el iminoácido Pro67 era un residuo conservado en diversos 

homólogos de ArcB fue de enorme interés para determinar su importancia en la 

regulación redox de la proteína. Así, fue necesario transformar a la cepa ECL5004 

⧍arcB::Te que porta el gen reportero (cydA'-lacZ) y ECL5012 ⧍arcB::Te con el 

reportero  (lldP’-lacZ), con el plásmido pMX733 (plásmido de una sola copia, que 

codifica para ArcBP67A). Al comparar la expresión de los genes reporteros en 

condiciones aeróbicas, en las cepas mutantes (ArcBP67A) contra las cepas silvestres 

(ArcB+), se observó que la actividad de -galactosidasa para cydA’-lacZ y lldP’-lacZ fue 

3.8 veces mayor y 2.8 veces menor respectivamente, en la proteína mutante con 

relación a la proteína silvestre (Figura 5). 
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Lo anterior, nos indicó que la proteína ArcBP67A tiene una actividad “semi-constitutiva”, 

porque probablemente la prolina es importante para mantener la orientación de la 

porción citosólica de ArcB, requerida en la adecuada interacción de los “zipper” de 

leucinas para la formación de los puentes disulfuro de la región “linker”. 

 

Figura 5. Efecto de la mutación ArcBP67A. Se muestra la expresión de la cepa mutante en la 

cinasa con sus respectivos genes reporteros. Todas las cepas se crecieron aeróbicamente 

(barras sólidas color rojo o azul) o anaeróbicamente (barras vacías) en caldo Luria-Bertani con 

0.1 M de MOPS (ácido morfolin-propano-sulfónico; pH 7.4), 20 mM D-xilosa. Para E. coli ⧍arcB 

 (lldP’ lacZ) se adiciona además 20 mM de L-lactato. En la fase de crecimiento media 

exponencial (DO600nm, 0.5), las células se cosecharon y ensayaron para determinar la actividad 

de -galactosidasa y expresada en unidades Miller. Todos los datos son resultado del 

promedio de tres experimentos independientes y su desviación estándar se indicada en cada 

una de las barras de la gráfica. 
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Análisis de la secuencia del “zipper” de leucinas de ArcB 

 

El análisis bioinformático de la estructura secundaria de ArcB, utilizando el programa 

2zip (11) reveló que los aminoácidos del segmento 73 a 94 cumplieron con las 

características de un “zipper” de leucinas, cuyos residuos de leucina conservados se 

encuentran en la secuencia VEQLSVVVEQLEESRQRLSRLVQKLEEM. Por otra parte, al 

continuar con el análisis de los alineamientos de los homólogos pertenecientes al tipo 

I, se observa que en la secuencia de aminoácidos de los homólogos de ArcB, las 

leucinas están conservadas en las posiciones 73, 80, 87, 94, 108, 115, 136, 150 y 

157; así en este grupo, el “zipper” de leucinas aparentemente se continúa hasta el 

residuo aminoácido de Leu157 (Figura 6).  

 

 

  EC(73-150) LSVVVEQLEESRQRLSRLVQKLEEMRERDLSLNVQLKDNIAQLNQEIAVREKAEAELQETFGQLKIEIKEREETQIQL 

  SB(73-150) LSVVVEQLEESRQRLSRLVQKLEEMRERDLSLNVQLKDNIAQLNQEIAVREKAEAELQETFGQLKIEIKEREETQIQL 

  SE(73-150) LSVVVEQLEESRQRLSRLVQKLEEMRERDLKLNVQLKDNIAQLNQEIVDREKAEAELQETFGQLKVEIKEREEAQIQL 

  PL(73-150) LSVVVEQLEESRQRLSRLVEKLEVMRQRDRELNQQLKDNIIKLNQEISEREKAEQAHLILLDKLKEEMKHREQTQIEL 

  YP(73-150) LSVVVEQLEESRQRLSRLVDKLEVMRHRDLELNKQLTENITQLNQEIVEREKAEKAHLQVVDKLKEEMGHREQAQIEL 

  ER(73-150) LSVVVEQLEESRQRLSKLVAKLEEMRHRDLELNVQLQENIAQLNQEIADRIKAEEARVLVMSRLKEEMSRREQAQIEL 

  VC(73-150) LSVVVDQLEESRQRLSKLVSKLKDMRSRDQELNQKLQQNIVKLNQEIEERIKAEEAREEAMADLENEVYQREKTQVEL 

  PP(73-150) LSVVVDQLEDSRQRLSKLVSKLEEMRSRDMQLNTQLQMNITQLNQEIEEREKAEEAREIAMHDLENEVYQRENAQLEL 

   

 

Figura 6. Alineamientos de los residuos 73-150 de homólogos de ArcB tipo I y II. EC) 

Escherichia coli, SB) Shigella boydii, SE) Salmonella enterica, PL) Photorhabdus luminescens, 

YP) Yersinia pestis, ER) Erwinia carotovora, VC) Vibrio cholerae, PP) Photobacterium 

profundum. Se muestran los residuos de leucina conservados de color magenta. 

 

Para complementar la información obtenida por los alineamientos, se determinó la 

predicción de los motivos súper enrollados encontrados en la secuencia de ArcB 

obtenida por el método COILS/PCOILS (30). El resultado obtenido involucra a las 

repeticiones hepta-peptídicas de leucinas y además se continúa hasta el aminoácido 

157 (Figura 7A).  
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Figura 7. A. Predicción de los motivos súper enrollados encontrados en la secuencia de ArcB 

obtenida por la herramienta COILS/PCOILS. Abajo se presenta la secuencia del motivo de ArcB, 

con repeticiones hepta-peptídicas de leucinas. La L102 no se encuentra iniciando una 

repetición heptapeptídica. B. Modelo de ArcB de la secuencia 73 a 121, generado sobre la 

estructura cristalina de un modelo dimérico súper enrollado (Código PDB 3he5). Los residuos 

de leucina en las posiciones 73, 80, 87, 94, 108 y 115 están indicados en color amarillo y la 

posición de la leucina 102 de color azul (68). 
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Asimismo, con la finalidad de determinar si los residuos de leucina desde la posición 

73 a 121 se encuentran en la misma cara hidrofóbica del “zipper”, se realizó un 

modelo basado en la estructura cristalina de un dímero súper enrrollado de ArcB 

(código PDB 3he5). El modelo del segmento de ArcB nos demostró que coincide con 

las características de un “zipper”, donde los residuos de leucina 73, 80, 87, 94, 108 y 

115 se encuentran orientados en la cara hidrofóbica de la hélice entre dos 

monómeros (Figura 7B), a diferencia de la leucina 102 (68). 

 

 

Análisis in vivo de la funcionalidad del “zipper” de leucinas 

 

Con los datos bioinformáticos anteriormente obtenidos, realizamos los ensayos para 

determinar la funcionalidad del “zipper” de leucinas de ArcB. Para esto, utilizamos los 

plásmidos pMX732, pMX734-pMX748 y pMX528-pMX530, que expresan la proteína 

ArcB silvestre o ArcB con una o más sustituciones en los residuos de leucina por 

valina. La valina fue escogida porque proporciona una sustitución moderada del 

residuo aminoácido, produciendo una débil disrupción en la estructura superenrollada 

del “zipper” de leucinas. Con estos plásmidos complementamos a las cepas ECL5004 

arcB::Te (cydA'-lacZ) y ECL5012 arcB::Te  (lldP´-lacZ), para determinar la 

actividad de cada una de las proteínas. Todas las cepas mutantes complementadas 

con los plásmidos utilizados se cultivaron en presencia y ausencia de oxígeno hasta 

una DO600  0.5. 

 

La expresión de los genes reporteros permitió evaluar la activación o inactivación de la 

expresión en las diferentes cinasas ArcB mutantes. Los fenotipos encontrados 

correspondieron a una actividad semi-constitutiva o una actividad nula 

catalíticamente. Las cinasas ArcBL73V y ArcBL80V presentaron una actividad semi-

constitutiva, ya que, en condiciones aeróbicas los valores de -galactosidasa fueron 

2.3 y 3.4 veces mayores para el gene reportero cydA’-lacZ (Figura 8) y 1.5 y 2.7 veces 

menores para lldP’-lacZ (Figura 9), respectivamente, en comparación con la cepa 
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silvestre (Figura 8). Estas cinasas aún cuando tuvieron actividad “semi-constitutiva” 

tuvieron regulación redox. 

 

En contraste, las proteínas ArcBL87V y ArcBL94V presentaron fenotipos nulos, mostrando 

actividades de -galactosidasa similares a la cepa mutante en ArcB (Figura 8). Con 

base en el modelo de la estructura cristalina de un dímero súper enrollado de ArcB 

(Código PDB 3he5), las Leu108 y Leu115 se encuentran en la misma cara hidrofóbica 

de la hélice, por lo que también se generaron y se ensayaron las proteínas mutantes 

ArcBL108V y ArcBL115V.   

 

En el caso de Leu108 no se obtuvo actividad catalítica, mientras que para Leu115, 

que corresponde a la leucina más inmersa en la porción citosólica de todas las  

evaluadas, al ser contrastada su actividad contra la proteína silvestre, mostró en 

condiciones aeróbicas para los genes reporteros cydA’-lacZ y lldP’ lacZ, valores de 1.4 y 

1.7 veces menores, indicando que esta proteína mutante está parcialmente inactiva. 

Con relación a la mutante en Leu102 utilizada como control, porque no se encuentra 

en la misma cara hidrófobica de la hélice del “zipper”, los valores obtenidos están 

acordes a una actividad redox regulada. 
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Figura 8. Ensayo de -galactosidasa de las cepas mutantes simples en ArcB con el gen 

reportero (cydA’-lacZ). Los plásmidos utilizados codifican proteínas ArcB con mutaciones 

puntuales simples en Leu73, Leu80, Leu87, Leu94, Leu102 (control), Leu108 y Leu115. 

Todas las cepas se crecieron aeróbicamente (barras sólidas color rojo) o anaeróbicamente 

(barras vacías) en caldo Luria-Bertani con 0.1 M de MOPS (ácido morfolin-propano-sulfónico; 

pH 7.4) y 20 mM D-xilosa. En la fase de crecimiento media exponencial (DO600nm, 0.5), las 

células se cosecharon y ensayaron para determinar la actividad de -galactosidasa y 

expresarla en unidades Miller. Todos los datos son resultado del promedio de tres 

experimentos independientes y su desviación estándar es indicada en cada una de las barras 

de la gráfica.  
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Figura 9. Ensayo de -galactosidasa de las cepas mutantes simples en ArcB con el gen 

reportero (lldP’-lacZ). Los plásmidos utilizados codifican proteínas ArcB con mutaciones 

puntuales simples en Leu73, Leu80, Leu87, Leu94, Leu102 (control), Leu108 y Leu115. 

Todas las cepas se crecieron aeróbicamente (barras sólidas color azul) o anaeróbicamente 

(barras vacías) en caldo Luria-Bertani con 0.1 M de MOPS (pH 7.4),  20 mM D-xilosa y 20 mM 

de L-lactato. En la fase de crecimiento media exponencial (DO600nm, 0.5), las células se 

cosecharon y ensayaron para determinar la actividad de -galactosidasa y expresada en 

unidades Miller. Todos los datos son resultado del promedio de tres experimentos 

independientes y su desviación estándar es indicada en cada una de las barras de la gráfica.  
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Al evaluar las proteínas ArcB con dos mutaciones puntuales y las combinaciones 

posibles, sólo ArcB con las sustituciones en la Leu73 y Leu80 mostró una mayor 

actividad “semi-constitutiva” en condiciones aeróbicas, que la anteriormente 

encontrada en las mutantes simples Leu73Val o Leu80Val, con una expresión de -

galactosidasa de 4.3 veces mayor que en la proteína silvestre para el gen reportero 

cydA’-lacZ  y 7 veces menor para el reportero lldP’-lacZ; aunque sujeta a regulación 

redox. Todas las demás proteínas ArcB con dobles mutaciones, que involucraron una 

sustitución en la Leu87 o Leu94, rindieron una actividad catalítica nula, congruente 

con un fenotipo nulo (Figura 10). 

 

 

Figura 10. Ensayo de -galactosidasa de las cepas mutantes en ArcB con el gen reportero 

(cydA'-lacZ) y (lldP´- lacZ). Los plásmidos utilizados codifican para proteínas ArcB con 

mutaciones dobles que involucran a Leu3, Leu80, Leu87 y Leu94. Todas las cepas se 

crecieron aeróbicamente (barras sólidas color rojo o azul) o anaeróbicamente (barras vacías) 

en caldo Luria-Bertani con 0.1 M de MOPS pH 7.4, 20 mM D-xylosa. Para E. coli ⧍arcB  

(lldP’ lacZ) se adiciona además 20 mM de L-lactato. En la fase de crecimiento media 

exponencial (DO600nm, 0.5), las células fueron cosechadas y ensayadas para determinar la 

actividad de -galactosidasa y expresada en unidades Miller. Todos los datos son resultado del 

promedio de tres experimentos independientes y su desviación estándar es indicada en cada 

una de las barras de la gráfica.  
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Para finalizar, las proteínas con tres o la de cuatro sustituciones en los residuos 

Leu73, Leu80, Leu87 y Leu94 se comportaron como fenotipos nulos, confirmando que 

si alguna de las sustituciones es realizada en la Leu87 o Leu94, la proteína mutante 

no tienen actividad catalítica y por ende no tienen regulación redox (Figura 11 y 12).  

 

Así, La exploración realizada al “zipper” de leucinas de ArcB in vivo, nos indica que esta 

cinasa es un motivo funcional necesario para su apropiada regulación redox. El hecho 

de que la regulación de la señalización de ArcB involucre la formación intermolecular 

de enlaces disulfuro entre dos monómeros de ArcB, sugiere que su mecanismo de 

regulación requiere la adaptación de la proteína para funcionar como un dímero y 

poder, en esta conformación, promover la proximidad de los dos residuos de cisteína.  

 

Con base en lo anterior, el candidato idóneo para promover la formación de un dímero 

en esta región de unión de ArcB parece ser el “zipper” de leucinas. Lo que explica 

como el debilitamiento de la interacción hidrófobica hélice-hélice, debido a las 

sustituciones Leu73 y Leu80, parece afectar la conformación de la proteína río abajo 

atrapándola parcialmente en la conformación de cinasa; mientras que las alteraciones 

de la segunda mitad del “zipper” que corresponden a Leu87V, Leu94V y Leu108V se 

traducen en una cinasa inactiva o parcialmente inactiva como es el caso de L115V. 
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Figura 11. Ensayo de -galactosidasa de las cepas mutantes en ArcB con el gen reportero 

(cydA'-lacZ). Los plásmidos utilizados codifican para proteínas ArcB con mutaciones triples 

o la cuádruple posible, que involucran a las Leu73, Leu80, Leu87 y Leu94). Todas las cepas 

se cultivaron aeróbicamente (barras sólidas color rojo) o anaeróbicamente (barras vacías) en 

caldo Luria-Bertani con 0.1 M de MOPS pH 7.4 y 20 mM D-xilosa. En la fase de crecimiento 

media exponencial (DO600nm, 0.5), las células se cosecharon y ensayaron para determinar la 

actividad de -galactosidasa y expresarla en unidades Miller. Todos los datos son resultado del 

promedio de tres experimentos independientes y su desviación estándar es indicada en cada 

una de las barras de la gráfica.  
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Figura 12. Ensayo de -galactosidasa de las cepas mutantes en ArcB con el gen reportero  y 

(lldP´- LacZ). Los plásmidos utilizados codifican para proteínas ArcB con mutaciones triples 

o la cuádruple posible, que involucran a las Leu73, Leu80, Leu87 y Leu94). Todas las cepas se 

cultivaron aeróbicamente (barras sólidas color azul) o anaeróbicamente (barras vacías) en 

caldo Luria-Bertani con 0.1 M de MOPS pH 7.4, 20 mM D-xilosa y 20 mM de L-lactato. En la 

fase de crecimiento media exponencial (DO600nm, 0.5), las células se cosecharon y ensayaron 

para determinar la actividad de -galactosidasa y expresarla en unidades Miller. Todos los 

datos son resultado del promedio de tres experimentos independientes y su desviación 

estándar es indicada en cada una de las barras de la gráfica. 
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Análisis Western Blot 

 

Los extractos celulares obtenidos de los cultivos aeróbicos de las cepas que expresan 

la proteína ArcB silvestre o ArcB sustituido en una o varias de las leucinas del zipper, 

fueron analizados por análisis Western blot, para determinar que los resultados de 

actividad catalítica nula no se debe a inestabilidad de las proteínas. Para ello, se utilizó 

en la detección de la proteína ArcB, anticuerpos policlonales anti-ArcB78-520 con una 

etiqueta His6. El resultado demostró que todos los plásmidos produjeron una 

expresión similar a los niveles de la cepa silvestre ArcB indicando que las sustituciones 

de la leucina por valina no afectaron la estabilidad de las proteínas con una o más 

mutaciones puntuales en el “zipper” (Figura 13). 

 

Figura 13.  Análisis Western blot de las proteínas ArcB detectadas en los extractos de cultivos 

aeróbicos. Carril 1. ArcBWT, carril 2. Sin plásmido, carril 3. Plásmido pEXT22, carril 4. pMX732 

(arcB+ en pEXT22), carril 5. pMX734 (arcBL73V en pEXT22), carril 6. pMX735 (arcBL80V en 

pEXT22), carril 7. pMX736 (arcBL87V en pEXT22), carril 8. pMX737 (arcBL94V en pEXT22), carril 

9. pMX738 (arcBL73V-L80V en pEXT22), carril 10. pMX739 (arcBL73V-L87V en pEXT22), carril 11. 

pMX741 (arcBL80V-L87V en pEXT22), 12. pMX744 (arcBL73V-L80V-L87V en pEXT22), 13. pMX528 

(arcBL102V en pEXT22), 14. pMX529 (arcBL108V en pEXT22) y 15. pMX530 (arcBL115V  en pEXT22).  
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Ensayos de fosforilación de ArcB 

 

La demostración in vitro de la funcionalidad del “zipper” la realizamos mediante 

ensayos de fosforilación. Por esta razón, con base en el conocimiento de que la 

actividad de la cinasa ArcB es inhibida por la ubiquinona-0 (Q0), un análogo soluble de 

la ubiquinona-8 (25, 55), evaluamos el efecto de Q0 sobre la actividad de las proteínas 

ArcB silvestre contenida en vesículas de membrana enriquecidas. El resultado 

demostró, que la proteína ArcB silvestre es rápidamente fosforilada en la presencia de 

DTT, e inhibida en presencia de Q0 (Figura 12), indicando que la sobre-expresión de la 

proteína en las fracciones de membranas preserva su actividad y regulación redox. Lo 

anterior, nos permitió determinar la fosforilación in vitro de las proteínas ArcBL80V y 

ArcBL87V, proteínas seleccionadas como representantes de las mutantes con actividad 

“semi-constitutiva” y nula.  

 

Los resultados de la curva de cinética de fosforilación de las mutantes empleadas 

mostraron una tasa de fosforilación similar a la de la cinasa ArcB silvestre, en 

presencia de DTT. Sin embargo, ArcBL80V que in vivo tuvo un comportamiento “semi-

constitutivo” fue significativamente más resistente a la inhibición dependiente de Q0 

que la cinasa ArcB silvestre. Por otra parte, la proteína ArcBL87V no fue fosforilada 

indicando que la sustitución de la leucina 87 por valina origina una proteína inactiva, 

explicando el comportamiento de las cepas con fenotipo nulo al ser transformadas por 

el plásmido pMX736.  
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Figura 14. Efecto del DTT y la ubiquinona-Q0 sobre la tasa neta de fosforilación de ArcB. Las 

vesículas de membrana (1.0 g) que contienen altas cantidades de ArcB (círculos), ArcBL80V 

(cuadros) o ArcBL87V (diamantes) fueron incubadas a temperatura ambiente con 40 M ATP-[-

32P] en la presencia de 5.0 mM de DTT (símbolos os blancos) o 250 M Q0 (símbolos negros) 

en una mezcla de 20 L. En los intervalos de tiempo indicados una muestra de 5 L fue 

analizada en un SDS-PAGE. Panel de la izquierda muestra el autoradiograma del gel. En el 

panel derecho podemos observar el incremento neto de ArcB-PO3
2- con relación al tiempo, 

cuantificado mediante PhosphorImager. 

  

 

Análisis de los fenotipos dominante negativo 

 

Para determinar si los fenotipos “semi-constitutivos” (L73V y L80V) o nulos (L87V y 

L94V, L108V) o parcialmente nulo (L115V) son dominantes en una cepa que exprese 

la proteína silvestre, utilizamos la cepa ECL5003 ArcB+ (cydA'-lacZ) transformada 

con los plásmidos mutantes pMX734 o pMX735 o pMX736 o pMX737 o pMX529 o 

pMX530. Las cepas fueron cultivadas en condiciones aeróbicas y anaeróbicas en 

caldo LB hasta una DO600nm  0.500, y posteriormente se determinó su actividad de -

galactosidasa.  
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Los ensayos mostraron que la cepa ECL5003 ArcB+ complementada con los plásmidos 

que expresan las cinasas L87V o L94V, para que se formen heterodímeros (un 

monómero ArcB silvestre y el otro ArcBL87V o ArcBL94V), fallaron para activar la expresión 

del reportero cydA'-lacZ en condiciones anaeróbicas.  

 

Con relación a las cepas con los plásmidos con sustituciones L73V, L80V que 

exhibieron actividad “semi-constitutiva”; así como con la sustitución L102V utilizada 

como control, no tuvo ningún efecto sobre la expresión de cydA' lacZ, mostrando una 

regulación redox similar a la expresión de ArcB+ silvestre.  

 

Finalmente, ECL5003 con los plásmidos pMX529 (ArcBL108V) y pMX530 (ArcBL115V) dió 

en condiciones anaeróbicas una actividad de -galactosidasa para L108V y L115V de 

2.2 y 1.5 veces menor para cydA'-lacZ, en comparación con la cepa silvestre (Figura 

15). De esta forma, la formación de los heterodímeros mediante un monómero 

silvestre y el otro mutante, mostró que las sustituciones del residuo Leu por Val que 

producen un fenotipo nulo o con menor actividad cinasa que ArcB silvestre, generan 

un fenotipo dominante negativo. 
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Figura 15. Ensayo de los fenotipos negativo dominantes obtenidas de la cepa ECL5003 ArcB+ 

(cydA'-lacZ) transformadas con los plásmidos pMX732, pMX734-737 y pMX528-530, que 

codifican para ArcB con sustituciones simples en Leu73, Leu80, Leu87, Leu94V, Leu102V, 

Leu108V y Leu115V. Todos los ensayos fueron realizados en condiciones aeróbicas (barras 

sólidas color rojo) y anaeróbicas (barras vacías) en caldo Luria-Bertani con 0.1 M de MOPS pH 

7.4, 20 mM D-xylosa. En la fase de crecimiento media exponencial (DO600nm, 0.500), las 

células fueron cosechadas y ensayadas para determinar la actividad de -galactosidasa y 

expresada en unidades Miller. Todos los datos son resultado del promedio de tres 

experimentos independientes y su desviación estándar se indica en cada una de las barras de 

la gráfica. 
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Análisis de la actividad de fosfatasa 

 

Para determinar si el fenotipo dominante negativo observado en las proteínas con 

sustituciones simples en el “zipper” de leucinas, no se debe a la actividad de la 

fosfatasa de la proteína ArcB, al quedar atrapadas en un estado cinasa(-)/fosfatasa(+), 

decidimos realizar ensayos in vivo utilizando la cepa ECL5004 arcB::Te (cydA'-

lacZ) complementadas con los plásmidos de una sola copia expresando ArcB silvestre 

o algunas de las mutantes simples (pMX712, pMX714-717, pMX528-pMX530). Todas 

las células se cultivaron hasta DO600nm  0.500, utilizando el piruvato como única 

fuente de energía porque bajo esta condición la concentración intracelular de acetil-

fosfato es mayor que en las células cultivadas aeróbicamente en glicerol como fuente 

de energía y carbono (59), y porque en ausencia de su proteína cinasa sensora, 

muchos reguladores de respuesta sufren in vivo su autofosforilación a expensas del 

acetil-fosfato (22, 51, 108).  

 

De acuerdo a un reporte previo (75), se encontró que el reportero cydA'-lacZ se 

expresa adecuadamente en la cepa mutante en ArcB, indicando una deficiencia en la 

desfosforilación de ArcA-PO3
2-, donde la expresión del reportero fue 6 veces mas baja 

en la cepa que porta el plásmido que expresa ArcB silvestre (pMX732), mostrando una 

desfosforilación específica de ArcA- PO3
2- por ArcB en condiciones de crecimiento 

aeróbicas. 

 

Los ensayos realizados determinaron que las mutantes ArcBL73V y ArcBL80V, que 

presentaron actividad de cinasa “semi-constitutiva”, exhibieron casi el mismo nivel de 

actividad en la expresión del reportero que la mutante en ArcB, indicando una 

completa pérdida de la actividad de fosfatasa. En contraste, las mutantes ArcBL87V y 

ArcBL94V mostraron una actividad 1.4 veces menor que la mutante en ArcB, y 4.5 veces 

mayor que la expresión de ArcB silvestre, demostrando no únicamente la pérdida de la 

actividad de cinasa, sino también una severa deficiencia en su actividad de fosfatasa 

en condiciones de crecimiento aeróbicas (Figura 16).  
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Figura 16. Efecto de la sustitución de las leucinas en ArcB sobre la actividad de fosfatasa. La 

cepa ECL5004 ⧍ArcB (cydA'-lacZ) transformada con los plásmidos de número de bajo copia 

que expresan ArcB silvestre o las varantes mutantes simples en leucinas fue crecida 

aeróbicamente en medio mínimo  con piruvato 20 mM como fuente de carbono. En la fase de 

crecimiento media exponencial (DO600nm, 0.500), las células fueron cosechadas y ensayadas 

para determinar la actividad de -galactosidasa y expresada en unidades Miller. Todos los 

datos son resultado del promedio de tres experimentos independientes y su desviación 

estándar se indica en cada una de las barras de la gráfica. 
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De esta forma, la posibilidad de que la conformación ArcB quedase atrapada en un 

estado de cinasa(-)/fosfatasa(+) quedo descartada. En lugar de ello, la formación de los 

heterodímeros entre ArcB silvestre expresado cromosómicamente y ArcB inactivo 

expresado por los plásmidos correspondientes, podría proveer una posible explicación 

para el resultado de los ensayos de fenotipos dominantes negativos. Finalmente, la 

sustitución en Leu102 tuvo niveles de expresión del reportero, similares a los de ArcB 

silvestre, mientras que las mutantes en Leu108 y Leu115V mostraron una expresión 

levemente más baja que la ArcB silvestre indicando que estas dos últimas mutantes 

podrían tener una mayor actividad de fosfatasa que ArcB silvestre. 

 

 

Las tiorredoxinas y/o glutarredoxinas no tienen efecto en la activación de ArcB 

 

Como había sido reportado anteriormente que la proteína ArcB es silenciada por las 

quinonas que oxidan los residuos de cisteína de dos monómeros formándose dos 

puentes disulfuro, y dado que en el citosol de E. coli existen enzimas que son oxidadas 

formando puentes disulfuro y posteriormente son reducidas para mantener su 

actividad catalítica mediante enzimas de la vía de las tiorredoxinas (Trx) y la de las 

glutarredoxinas (Grx), se decidió evaluar si estas enzimas eran capaces de reducir los 

puentes disulfuro de ArcB in vivo. De tal forma que se construyeron las mutantes 

simples y dobles que fuesen viables, teniendo como fondo genético a la cepa ECL5001 

que porta el gen reportero (cydA'-lacZ).  

 

Como las Trx y las Grx son proteínas solubles capaces de catalizar la reacción redox 

disulfuro-tiol en sus proteínas sustrato mediante su sitio activo conservado que 

consiste en dos residuos de cisteína separados por dos aminoácidos (C-X1-X2-C) (1, 2), 

decidimos evaluar la transición de condiciones aeróbicas a aneróbicas, porque en 

presencia de oxígeno ArcB está oxidado mediante los dos puentes disulfuro, y así 

determinar si estas enzimas, con su poder catalítico para romper los enlaces disulfuro 

en sus proteínas sustrato, tendrían ese efecto sobre la proteína. Por esta razón, para 

realizar estos ensayos, las células mutantes de las proteínas de las vías Trx y Grx 
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fueron cultivadas aeróbicamente hasta un crecimiento DO6000.1, y una vez alcanzada 

esta densidad celular, se tomaron alícuotas para también ser cultivadas en 

condiciones anaeróbicas. Posteriormente cuando ambas condiciones alcanzaron una 

DO600  0.5 se determinó su actividad de -galactosidasa. Al comparara la expresión 

del gen reportero en condiciones anaeróbicas, en las cepas mutantes simples en TrxB, 

TrxA, TrxC, Gor, GrxA, GrxB y GrxC contra la cepa silvestre ECL5001 ArcB+, se observó 

que la actividad de -galactosidasa para cydA'-lacZ fue de 1.2 a 1.4 veces menor en 

las mutantes con relación a la cepa silvestre. Sin embargo, pese a la menor expresión 

del reportero cydA'-lacZ, todas las mutantes simples en ambas vías mantuvieron su 

regulación redox.  

 

Sin embargo, para descartar que la vía Trx pueda remplazar su actividad catalítica 

reductora cuando se afecta la vía Grx, y viceversa, se construyeron dobles mutantes 

mutando una enzima de cada vía. Así, se obtuvieron las dobles mutantes: TrxB-GrxB, 

TrxB-GrxC, TxrA-GrxB, TrxA-GrxC, TxrC-GrxB, TrxC-GrxC, Gor-TrxA, Gor-TrxC. No fue 

posible obtener todas las combinaciones de las dos vías, porque algunas no fueron 

viables como la doble mutante TrxB – Gor. Al comparara La expresión del gen 

reportero en condiciones anaeróbicas, en todas las cepas mutantes dobles contra la 

cepa silvestre ECL5001 ArcB+, se encontró que la actividad de -galactosidasa para 

cydA'-lacZ fue de 1.2 a 1.7 veces menor en las mutantes con relación a la cepa 

silvestre aunque conservando su regulación redox (Figura 17).  

 

Una posible explicación para la disminución de la expresión del reportero cydA'-lacZ en 

las cepas mutantes evaluadas, es que las actividades catalíticas de las enzimas de 

ambas vías Trx/Grx son necesarias para mantener eficientemente las condiciones 

reductoras del citosol de la bacteria; afectando la actividad catalítica probablemente 

de los acarreadores de electrones o de alguna otra enzima involucrada directamente 

en la reducción de la proteína ArcB. 
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Figura 17. Ensayo de -galactosidasa de las cepas mutantes simples y  dobles en la vía Trx y/o 

Grx. Todas las cepas fueron cultivadas en aerobiosis a 37ºC hasta alcanzar un crecimiento 

medio exponencial DO600  0.1. Posteriormente, los cultivos fueron cambiados a anaerobiosis 

e incubados durante 1 hora a 37°C. En la fase de crecimiento media exponencial (DO600nm, 

0.5), las células fueron cosechadas y ensayadas para determinar la actividad de -

galactosidasa y expresada en unidades Miller. Todos los datos son resultado del promedio de 

tres experimentos independientes y su desviación estándar se indicada en cada una de las 

barras de la gráfica. 
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Discusión 

 

 

Se ha demostrado que los zippers de leucinas están involucrados en la formación de 

homo o heterodímeros mediante las interacciones anfipáticas entre dos monómeros 

de proteínas, con lo cual sus caras hidrofóbicas quedan paralelas entre sí, formando 

una estructura dimérica super-enrollada. En la cinasa ArcB, el zipper de leucinas está 

localizado después del segundo dominio transmembranal, donde las leucinas se 

encuentran en las posiciones 73, 80, 87 y 94. En un trabajo previo, la funcionalidad de 

esta estructura fue explorada remplazando los residuos de leucina 80, 87 y 94 por 

alanina. La sustitución de Leu80 o Leu94 por Ala no alteró la habilidad para la 

señalización de ArcB in vivo, ni su actividad de fosforilación in vitro; mientras que la 

sustitución de Leu87 a Ala dio como resultado un fenotipo nulo de arcB in vivo, pero 

conservando su actividad in vitro (58). Sin embargo, los autores concluyeron que la 

Leu87 puede estar implicada en la propagación de la señal, pero descartaron la 

posibilidad de que ArcB contenga un zipper de leucinas funcional. 

 

En contraste, en este trabajo, demostramos que el “zipper” de leucinas es un motivo 

esencial en la apropiada regulación de ArcB. Para ello, se remplazó Leu73, Leu80, 

Leu87 o Leu94 por Val, encontrando que los cambios de Leu73 o Leu80 afectaron la 

actividad in vivo, volviendo activa a la cinasa ArcB en condiciones aeróbicas, mientras 

que los cambios de Leu87 o Leu94 dieron como resultado una proteína censora 

inactiva. Cuando se ensayó una mutante doble en Leu73 y Leu80, esta cinasa también 

estuvo activa en condiciones aeróbicas.  

 

De igual forma, con la proteína truncada ArcB78-778, la cual además de ser soluble, 

en presencia de DTT es rápidamente fosforilada, y en presencia de Q0 se inhibe su 

fosforilación, demostrando que aunque la proteína esté truncada preserva su actividad 

catalítica y su capacidad de regulación; se realizaron ensayos in vitro, en los cuales se 

utilizó además de la proteína truncada silvestre, la proteína ArcB78-778L80V y ArcB78-

778L87V. Los resultados probaron que la sustitución en Leu80 por Val fue 

significativamente más resistente a la inhibición dependiente de Q0 que la proteína 
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silvestre; mientras que Leu87 por Val no fue capaz de fosforilarse en presencia de 

DTT. Estos resultados sugieren que in vivo e in vitro, la integridad de la estructura del 

“zipper” de leucinas es esencial para la correcta orientación de los monómeros dentro 

del dímero para una apropiada regulación de la proteína ArcB (68).  

 

En un estudio previo basándose en que el dominio transmembranal de Tar es 

helicoidal, rígido y forma un dímero estable en la membrana citoplásmica (80), se 

utilizaron varias quimeras Tar-ArcB, en las cuales el dominio transmembranal de la 

proteína sensora Tar fue fusionada a la porción citosólica de ArcB78-778. Las 

quimeras contenían el segmento transmembranal de Tar, cuyas regiones carboxilo 

terminal se extendían progresivamente en el citoplasma, y se fusionaba a una porción 

citosólica constante de ArcB78-778, que incluía a las leucinas del zipper putativo 80, 

87 y 94 y los residuos de cisteína 180 y 241. Por cada residuo de Tar extra adicionado 

en el citosol a la quimera Tar-ArcB, se originó una rotación en aproximadamente 100° 

de la proteína ArcB adjunta (46). Las quimeras Tar-ArcB reportadas presentaron tres 

tipos diferentes de fenotipos: una actividad redox regulada, una actividad constitutiva, 

y una cinasa ArcB inactiva catalíticamente, lo que sugiere que las rotaciones afectan la 

estabilidad del zipper y por ende la adecuada regulación redox de la proteína. Nuestros 

resultados, concuerdan con estos fenotipos encontrados, dado que in vivo  

encontramos fenotipos nulos, con actividad catalítica (L102V) y actividad redox 

regulada con actividad “semi-constitutiva”. 

  

Además, el homólogo ArcB de Haemophilus influenzae, que no contiene los residuos 

de aminoácidos 93 a 134 y 153 a 271 (no existe el dominio PAS) (56), fue capaz de 

complementar una mutante en ArcB de E. coli, con una actividad similar a la proteína 

silvestre, bajo cierto rango de condiciones redox (27, 56). Este homólogo de ArcBHI 

tiene las leucinas 80, 87 y 94 como la ArcBEC, lo que nos sugiere que este motivo es 

necesario para la activación de la cinasa de H. influenzae.   
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Las estructuras súper enrrolladas están involucradas en interacciones importantes 

para la célula como el control transcripcional (4). Son motivos estructurales comunes, 

originadas por el empaquetamiento de dos a cinco hélices, donde cada una se 

envuelve alrededor de otra, originando un súper enrrollamiento. Generalmente, una  

hélice contiene 3.6 residuos por cada vuelta completa, pero la distorsión impuesta 

por cada una de las hélices dentro del súper-enrrollamiento disminuye este valor a 3.5 

(17).   

 

De esta manera, una repetición heptapeptídica ocurre en cada dos vueltas de la hélice 

y los aminoácidos en las repeticiones son comúnmente denominados “a”, “b”, “c”, “d”, 

“e”, “f” y “”g“”. Las posiciones “a” y “d” corresponde a aminoácidos no polares 

(leucina, valina e isoleucina), para estabilizar la dimerización de la hélice a través de 

interacciones hidrofóbicas y de van der Waals. Los aminoácidos “e” y “g” son polares 

como el glutamato o la lisina, que originan especificidad entre dos hélices mediante 

interacciones electrostáticas. Los residuos “b”, “c” y “f” son hidrofílicos para forma la 

superficie enrrollada expuesta al disolvente. Los residuos en la posición “d” en 

homodímeros paralelos corresponden a la leucina (“zipper” de leucinas). Cabe 

mencionar que pueden existir en la estructura súperenrrollada algunos residuos que 

no se encuentren cumpliendo con las propiedades anteriormente mencionadas (57, 

62). Así, los aminoácidos del segmento 73 a 121 de la proteína ArcB que corresponde 

al “zipper” de leucinas, cumplen con las características anteriormente mencionadas 

para las estructuras súper-enrrolladas .  

  

El hecho de que la regulación de la señalización de ArcB implica la formación 

intermolecular de puentes disulfuro entre dos monómeros de ArcB, sugiere que la 

evolución de un mecanismo de este tipo requiere la adaptación de la proteína para 

funcionar como un dímero para promover la proximidad de los dos residuos de 

cisteína. Un candidato idóneo para promover la formación de un dímero de este tipo en 

la región de unión de ArcB parece ser el “zipper” de leucinas. En consecuencia, la 

sustitución por valina de cualquiera de los residuos de leucina en este motivo súper 

enrrollado produjo un fenotipo mutante. Interesantemente la sustitución de los dos 

primeros residuos de leucina, Leu73 y Leu80, resultaron en una cinasa ArcB semi-
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constitutiva con una pérdida concomitante de su actividad de desfosforilación ArcA- 

PO3
2-.  

 

Así, el debilitamiento de la interacción hidrofóbica hélice – hélice por las sustituciones 

por valina de Leu73 y Leu80 puede afectar la conformación corriente abajo de tal 

manera que la proteína queda atrapada en la conformación de cinasa, lo cual evoca el 

efecto de la mutación de la región de interacción de los quimiorreceptores Tar y Tsr 

(93). Por otra parte, la alteración de la segunda mitad del “zipper” de leucinas, Leu87 y 

Leu94 resultaron en proteínas ArcB inactivas, no sólo como cinasas, sino también 

como fosfatasas. Finalmente, un tercer grupo fenotípico está formado por Leu108 y 

Leu115, donde mientras la actividad de cinasa de ArcB está total y parcialmente 

perdida por las sustituciones en esos residuos por valina, la actividad de fosfatasa de 

estas mutantes no se vió afectada. Incluso aunque es difícil determinar directamente 

los efectos de cierto truncamiento sobre la estabilidad del embalaje de la hélice, los 

tres diferentes efectos fenotípicos están distribuidos a lo largo de la estructura súper 

enrrollada de ArcB, desde el segundo segmento transmembranal hasta los residuos de 

cisteína.  

 

Cabe mencionar, que en un estudio previo basado en experimentos in vitro e in vivo se 

sugirió que el “zipper” de leucinas de ArcB no es un motivo funcional. Esta conclusión 

se basó en el hecho de que la sustitución de Leu94 por Alanina no tuvo efecto (58). 

Las diferencias entre la sustitución de Leu94 por alanina o valina no es clara, la mayor 

capacidad de las alaninas en comparación con las valinas para formar una -hélice 

podría proporcionar una adecuada explicación (29). Interesantemente, las 

sustituciones de Leu o Val, que dan como resultado un valor nulo o una baja actividad 

de cinasa exhibieron un fenotipo dominante cuando se expresaron en una cepa ArcB+. 

Este efecto podría ocurrir si las mutantes ArcB quedaran atrapadas en una 

conformación cinasa(-)/fosfatasa(+), que parece ser el caso de las mutantes ArcBL108V y 

ArcBL115V contrarrestando la actividad de la cinasa de la proteína ArcB codificada en el 

cromosoma. Por otra parte, la formación del heterodímero entre la proteína ArcB 

codificada en el cromosoma y las variantes de ArcB inactivas, podría proporcionar una 
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posible explicación para el fenotipo dominante negativo de las mutantes ArcBL87V y 

ArcBL94V. 

 

Recientemente un estudio dilucidó como las menaquinonas reducidas son requeridas 

para la activación apropiada de ArcB durante el cambio de aerobiosis a anaerobiosis 

(3). Lo anterior concuerda con los resultados obtenidos en este trabajo respecto a las 

proteínas Trx y/o Grx que aunque disminuyen la actividad de cinasa de ArcB en 

condiciones anaeróbicas no están involucradas en la regulación de mecanismo redox-

tiol de la proteína. 

 

Finalmente, el silenciamiento de la proteína ArcB durante la transición del crecimiento 

anaeróbico a aeróbico, involucra que los electrones de las cisteínas de la región 

“linker” fluyan a las quinonas, originando dos puentes disulfuro y el fosforelevo 

reverso; mientras que cuando las condiciones cambian y el oxígeno está ausente o en 

un ambiente de microaerobiosis, entonces las menaquinonas transfieren sus 

electrones a los enlaces de cistina, reduciéndolos y activando a la cinasa ArcB, 

desencadenando el fosforelevo para que ArcA-PO3
2-, funcione como un regulador 

transcripcional. La adecuada regulación de la proteína ArcB, se requiere de la 

integridad de su “zipper” de leucinas, el cual es un motivo funcional para la correcta 

orientación entre dos monómeros y el eficiente silenciamiento de la cinasa. De esta 

manera, la oxidación y reducción de las cisteínas en ArcB, a través de la poza de  

quinonas y menaquinonas representa un mecanismo redox mediante el cual las 

señales son transducidas al aparato transcripcional, permitiendo a la bacteria una 

rápida adaptación a los cambios ambientales redox.  
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Conclusiones 

 

 

1. El zipper de leucinas es un motivo funcional necesario para la apropiada regulación 

de ArcB. 

 

2. La prolina 67 es importante para la correcta orientación de la porción citosólica de 

ArcB en su regulación redox 

 

3. Las Trx y/o Grx disminuyen la actividad de ArcB pero no afectan su regulación 

redox. 

 

Perspectivas 

 

 

1. Determinar que conformación estructural adquiere la proteína ArcB en estado 

activo e inactivo. 

 

2. Comprobar que la funcionalidad del “zipper” de leucinas está directamente ligada a 

la formación de los puentes disulfuro de la región linker. 

 

3. Determinar si la conformación dimérica mediante el zipper de leucinas está 

vinculada a los sitios de unión de quinonas y/o menaquinonas en la regulación 

redox de la proteína. 
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Artículo 

 

 

The ArcB Leucine Zipper Domain Is Required for Proper ArcB Signaling 
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Abstract. 

 

The Arc two-component system modulates the expression of numerous genes in 

response to respiratory growth conditions. This system comprises ArcA as the response 

regulator and ArcB as the sensor kinase. ArcB is a tripartite histidine kinase whose 

activity is regulated by the oxidation of two cytosol-located redox-active cysteine 

residues that participate in intermolecular disulfide bond formation. Here, we report 

that the ArcB protein segment covering residues 70-121, fulfills the molecular 

characteristics of a leucine zipper containing coiled coil structure. Also, mutational 

analyses of this segment reveal three different phenotypical effects to be distributed 

along the coiled coil structure of ArcB, demonstrating that this motif is essential for 

proper ArcB signaling. 
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of ArcR is IItI by I'Olational mO\'CnlCrlUllha. nltcr the or1tlltalion of 

the C}'to.olic portion of ArcB [ 19] •• lId .hal ItlC molecular C\'tlll fQf 

~: PlDS ONE I _ .,.."..,..., 

AreB regula.tion illvolvts the oxidatioll ofl"''O C}'tOlOl·loc u cd mio,,· 
actM q."teino:: rWdUCI lbal participate in inlcrmoleeular disulfó:: 
bond fonnalion, a reaction in which quinOll(l act iD dirtct OXidanl' 
[20,21 j . The eo.'OIution of,uch a mcchallism, invohing illlemlola::· 
ular ditulfldc bond fom¡ation. "'OI.dd requite Ihat lhe ArcB ptOlcin 
evoh-ed 10 opera'.: al a hom~dinltr, in ordcr 10 promo • .: ,ht' 
proxinlil)' of lhe IWO q.'lItdn.:.raiduo. A1thou¡th, il is gcner.úly 
accepled Ihal !he oonscn'Cd transmitler dornain of temOr lcinases 
may pronl~ dimerizalion of thac:: proieillS (22], Ihe ~euce of a 
puta¡i,,'t k:ucinc ziwer-Iike motif in lbe linker rcpm of ArcB [71, 
aud lhe fael Iha¡ kuc:inc zipper motifs ha\'t bcrn fliplioalcd in 
hom~ and hekro- dimcr fonnation ofvarlou5 plVlC;nl, promp,ed 
In IQ h)pothaiu: tha, this motif ma)' abo . a .u a dinlCrizatioll 
domain b lhe ArcB proo:in. h h.u IQ Ix ltoled .hal in a ~ 
study addrasing Ihis quCSlion, ;. ",-as concludcd ,hal t.hit pOlalil.'C 
k:udnc zippa it .lQ\ 11 RUlaional morif [23]. Ho .... n'Cr, Ihc reluhs 
prcxnted hel'1: indicale IIJaI Ihe pulatM: leucine t~r molifin Ihe 
linkc:r region of An:B [7J fulfills the molecular characlemtia of a 
llaujiMk:ueint' zipp::r, and lha. it'. l lrtlCtUral integrity isn:quim:l rQf 
p ropcr regulaoon of AreB acm~.y. 

R.sults 

Sequence Analysis of the ArcB Linker Region Suggest s a 

Coi led Coil Fold that Ful fills the Theoretical 
Characteristics of a leucine Zipper 

The lrarumcmbr.lm : dom.ain of Are B is inullcdi.1ldy fo lla..."Cd 
by iI Rreleh of amino am, whiel! appears 10 ha\'t 3 ~atul'r: 

eharaclerist.ic of Ihe wdklocumcnted k ucine zipper motif (24]. 
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94 102 

Flgur.l . Sdt<tmatk repr_tatlon of doma'" compotltlon in Arc8 1M coll..:t coil predlctlon. Al lile AleS~!IOI' kln¡¡s. J5 anaclll!'d ti) 
the pQ~ membr .. ne by TM 1 oorrespotMllrIg to resldues 23 lO 41 .... d TM2 COfl'esponding lO ~ues SS to 77. TlM! Unkef reglon COIllllns I calle:! 
coIl motf wIth 11 putatlve leucine-zipper (gIl)' fitl«! bllxll) and toNO ftOolC-«tiYe cystelne residues 180 ancl 2.1. The prl~ry u.n5ITlin~ cIomaIn (H I) 
contiIins the consefWd His.292 .nd lhe aUlIytk dettrmlMnt5 N, G 1, .nd G2. The G 1 and G2 ~ typify nudeotlde-blndJng mc:Kifs. The r«elYer 
domiIln (01) cOIltiIlns the con~ Asp576, and I~ hj,tldlne phosphonmf« donaiT'l (Hpt:lH21 conuim me con~ Mis7!1. A~pted froml7l 
but with sorne modif\Qotlons. 8) p~1ctIon or coiled col! motifs along me ArdI amlno ~ ~ Above Is pIotted the probiblllty al calle<! coil 
R!..,mue OCCU'1'ft1Ce along 1M An:B wq~ 1$ predIctH by me COII..SIJICOIL5 !OOI. BeIow is pl'esemed me ~ 01 the: AttB coiIe<koIlI'\OI:if 
wi1h IU ~ r~au..oo the Ieudne zipper 1$ predicted by !he progr.m 2ZIP. C) ModeI of me Atc8 colled coil S«tloI'I covering mIdueI 73-121. 
The stTuctu~ prediction WM ~.ted bMed on the aysuI Sl:NCtUre of , modeI dimeric coIlftl cOIl (PD8 code 3heS). The posItIons oIleucne 
resldues 73. 80, 81, 94, 108,!"Id lIS _ indiated 1n)"tlJow,nd (he posItion ofleu 102. which WH used i5.n 9pt'rimrnt.l control, is shown In bllM!­
doI:lo.13711jou1N4:J0ne.0038181.gOO1 

Th~ diagnostic fealUf'C of trus motif hall bttll deftned :u an 
amphipathic hdD: with h)-drophobic raidun clwtcred on olle face 
and hydrophilic ~idua 011 lhe CIppO'itc face, and a k:ucine 
raiduc al lhe: fint poUIKlII in ead. of four comiguous hqllad­
rqxal$ ~J..X,;,l.X6i. In e:.eh of Ihese roiled coi! hcplad­
rqxau lhal an: dl:notc:d "abcdc:fg", position, "a" and "d" an: 
oa-upicd by noo1JOlar residUC:I, ha\;ng thc kucine in posilion "d", 
whereal! ptIISition! "e" aud "g" an: ocrupicd b)' polar n:siduc:s Ihal 
an IOMm-cxposcd (25]. It ilI clear!Tonl prcv;oos ,lUdies tllal ,uc::h 
a moli[ is invoJved in homo- DI" hc:lcro-dimer fomllnion Ihrough 
illlencDon of Ihe hdices frolll 1 .... '0 monome", via Ihdr J).1ralld 
hydrophobic faces, 10 gh-e a coiled «li! dimerlc 5lruClun: [:26]. 
Compuler.aided aualysis oflhe IItcondary "roelure of ArcS, using 
1m: prugram 2zip [27], f'C\-eakd Iha! Ihe propot«l prolcin teClion 
fulfilb lhe: chameterUlics oflhi5 .... -.::ll-docwm:nted motil, having Ihe 
oonse .... 'al kucim: rnidun al position 73, 80, 87, and 94 (rlg, t B). 
MOn::o\-'::f, thr: COILS/PCOILS pn::diclion method [28J suggal· 
ni ¡bal Ihe coilcd coils!rUClure conlinualo amino acid 1500 wilh • 

~. PloS 00' I _.",.,....,., 

signif~1lI KOn:: (ltg. 1 Bi> havillg \he kuc:incs 106 and 115 in Ihe 
samc: &ce ofdll: hclix al! ilie ooa ofthc: uptln::am Icucine~. 
In rtg. le ;1 is pn::scllled a RrU:tW1ll modd of lhe dimenc coilnl 
roil m()(if of ArcB, whcrt thc: proxinUt)' of tbe hydrophobic c.haim 
oflcucinc 73, 80, 87, 9-4,108 and 11 5, bul 001 ofkucinc 102 is 
indicatcd. In general, kucinc :rippers are fowtd in ONA·binding 
n::gularory prold'lls [29], bu! are abo pracnl in membl'ane 
proIdlls IMI do 001 bind 10 ONA [22,30 33J. 

The Integrity af the Leudne·zipper fs Requlred for Proper 
in vivo Arc8 Signaling 

The fUIK:OOnality of the prcdicled leucine zippcr motif in ArcB 
W3S explored by COn5lrucling a -'tries oflow C'OJ'Y numhcr plallllids 
(pMX 734 148) txpl"Oling ArdJ proldns in ..... hich euh of Ihe 
fOUT k Uelnc: residuct., or combinalions ofthelll, wcre l ul. tituted 10 
\'aline. Valinc .... 'aS choscn 1xcaUK il pr<Mdcl lhe: mOlI mOOcrale 
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aromo acid subslilulion, producing I "''eaKne. of Ih~ ~oikd coi! 
bundI~ ",ithom disrupting Ihe h~licity oftbi5 rcgion ofthe prolein. 

The conseql.leTlCCS of AreB mcxIiflCalion, "''en- Ihen analyud by 
monilor1ng me in _ b-cls of phosphol')-lau::d ArcA, u iudicated 
by !he expreuion of the posil¡"'ely conlrolled ryrIA'.I4r;: and 
nq¡a¡¡"'ely CQnlrolkd l/Jp'. wZ targ<el opcrollS. To Ihi5 eud, Ihe 
genenued plasmids wen-. lramformed iUlo lhe á.tttrB 'traUl~ 

ECl5OO4 and ECI.5012, calT)'¡ng a i.~ry4A'·Iar~ operon fusian 
alld a i.(lI(fJ¡fp'. Iar.¿) opero" fusio" , rcsptttivdy [:H). Al! p\aunid 
bol"u orrB alldcs produa:d wilJ-lype levds of AreB (F"1g. 2B), as 
judged by Wwem blol 3J13.ly1is oC Ihe ctU ulracts "idl polyclonal 
¡Ul riscnun nUs.ed agaiJllil purifw:d U¡",·AreB'....,~ (Fig. 2B). 
indicaling lhal tbe L 10 V SUb"liHllions do nOI atrecl Ihe stabi/ily 
of Ihe mUlan! proleUl!1. 

The InmsfonnanB "'el"!: grown acrobically or anacrobicilly in 
bulfcr-al Luria·Bcrtani brolh (LB) 10 an 00600 of - 0.5, and their 
B-galactosidasc 3Clivity ",-;as deltnllUICd (F"¡g. 2A~ It w:u found mal 
Substilulion ofL73V rnultcd in a 2·f<*l Iowct l/Jp·wZ vq>n-.ion 
and a 2.8-fold higher rytI.l«<. ~xpn:.ion under acrobit- growth, 
indicatillg a partially COIUtilutM:: acü\'e AreS. Likcwitc, subsótu· 
lion L80V, having a more drnslir;: ~rr('CI, Utowed 311 alnlO5l 3-101d 
lower llU·wZ exprc.ion aud 3.5--fold higher (1'i.w<. vq>reuion. 
M~"CI", Ihis aerobic :w:tnity ""al more prorQWld in Ihe doublc 
L73V·UIOV substilution, Iho",u¡g a 7·fokt 100000"eI" fIdP.1u.Z txprel-

A 1IdP'-I<cZ 

2000 

" .. 
>O .. 

3000 

lhe Arc8leuc~ Zipper ti, Funetlona' Domain 

lion 3Jid a 4.3-fokl highcl" ryd.t«<. expre.ion. 1I0 .. ntt, no 
signifK4lJ\1 diD"ereno: was obsen"ed 011 lhe anaerobic B·gabcloosi­
dast aa¡"ilin, indoling lhal lllCK AreB mutant, are .till 
lubjccted 10 rcdrnt regubtion. 011 me Olho:r halid, luhstitUlu¡g 
1..8701" L94 10 V, and all cOfllbulalion mut~ntl in\'olving dlher of 
L87V oc L94V n:sulted UI In (llT8nuU pbenotrpe (J-ig. 2, aud d'ua 
nOI shOWll~ It h", lO be menlioned Ihal in a pmious Iludy 11 was 
rcported Ihal s.ubslitul1on of L94 10 A, iu contrast 10 the L94 10 V 
muwlI , resulted in a wild typc AreS aclivil)' [2]J. In Iln allel1l l'110 
con fiml Ihis result, Ihe effect of subslilul ing eitliCT of 1.73, 1..80, 
1117 and 1.9-1 lO A on lhe Ilclivil)' or AreB w:u latOO. AlI I. 10 A 
mUtanl' had Ihe same effect ~ Ihe L 10 V mUlanll on Ihe act¡"i!}' 
of AreS, exccpt Ihe L94 10 A, whi.c:h in acrordancl'. 10 lhe pnoviolU 

repon, raulled in a ",ild t)-pt Are8 lIClivily (dala 001 ,hown). 
As rnentioned Cllrlier, U08 and LI1 5 are: predi.c:led 10 be in the 

samc rllCe of the helix :u Ihe afies of the upsnum Icucinc zippcr. 
To ton whemer lhe$e kucine raiduct arc: of imponll.lla: fOl" lhe 
aclivity/regulation or AreS, lhey were lubllilUIcd 10 \'aline 3Jld 
thdr aerobic and anacrobic reponc:r apre$Sion .. .,. mOllllorW 
(F¡g. 2~ h .. -;as fouud lhal Ihe LI08V mUlaUon rendercd AreB 
inacln.'e, ,,·here:a.s lhe UI5V mutalion ahibited Iower anacrobic 
Are8 acln.it)'. r .. aDy, subslituUon of U02 10 V w:u used as a 
control, bcounc it .. 'aS predielcd 10 1101 be in !he same racc aflhe 

B 

"m'dl boom. 
A~B 

v.riants 

,-------

FlGur.l. EHect of mutJtlonsln t"-I~'ne DPfMI' of Ard on t"- .Kpr .... 1on1 01 l..fI)(')"dA '-IKZ',.nd 1...(1IdP'· 1acZI opMOft fUllonl. A) 
Stralns ECLSOI2 [l..Ql(Ikfp'. /ocZ)J iInd ECl..SO()4 ().4I{C)dA '~1 CIfTYIng low cOfJY plismids IMI Mrbof !he OI'c8 mutanl varilnu WHe grown 
:.erobIca11y (soIld bars) CM' anaefoblcally (empty barsJ In luril·8ertan1 brolh contalnlng 0.1 M MOPS (morphollnepropanewlfonlc acld; p1-11.4) and 
20 mM C>-xykne.ln me c.a~ ofthe l..4I{I1dP'. /acZ)--be.lring stralns the gtOWth ITM!dlum was Supplemenled wIth 20 mM L-lactate as In InducH. Al mió-
9p1)O@fltlalgrowth pOa~ (00..., - 0.5) lhe ~Is_re narvHted ,nd!he ~ KtIvity Wl5'SMyed and !')(pn!»!d in Miller un!ts. Th!' dilt. 
lre .ve~H from tnree Ind!'pendent ekp!f1meo1S Ind the 5~rd d!'v\¡,tIons al'!' Intic.ated. (8 ) EqUII n...-nbef of bacten. of the ,bove aeroblc 
cultures W!'re analyzl!d by WHtem blol .nalysls. u~ng AreS polydonal.nlibodiH as previomly descrlbed [341. 
doI: l0.137ll)ourNl.pone.OO38187 .gOO2 
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hclh: ~ tho: one, of the upslua.m kudne zipper. As ':''q)C:cted thi:! 
mutam ahibited a1most .... ¡Id t)'pe An;S activit)'. 

The Integrity ofthe l euci ne-zipper is Required for Proper 
in virro AreS Act ivity 

Ir has been previoll.'ily showu Ihat tho: 1ci1lase anivit)' of AreB is 
inhibiled by ubiquulOllc-O (QO, a soluble analog of ubiquinonc-8) 
[20]. \Vc, tlll:rerort':, tOled Ihe dreet of ~ on the activil)' of the 
wild typc: AreB, and ¡Jle mutan\ .'\n;BI.8(I\ and An::B1.87V proleul!l 
in iwlated n~mbrllnc \'e$ic!es comaininl§w high amoun\! of either 
Ihe thrt':c AreS variant protdns. AreB IV :md ArcSUl1\' .... "C:rt': 
ildeeled ~ rrp~ntali"a for mutan\! "ilh mcrcased (JI'" no AreS 
actr.ity, n:sptcti .... ely. 

SDS-PAGE anaIysis or the rnembrano: fraclion, foDowed hy 
Coomassic: Blue staining n:\'caled that An::B "'al the major 
CCKllpollCllt in the membram: pr.:par3tions (dala UOI shown). 
Sub!!.:qU(utly, I ~ of lotal pmtcin (mernbralle vaides), can)'ing 
eithcr the .... ild l)'pC or the mulalll ArcB protCillS, ..... ert': incubated 
with [y_32p]ATI> in the presencc or dilhiochrcitol (DTI) or Q:l, as 
dckribed previously [20]. In agreement wilb the previous repon 
using a Inmcalcd rorm or ArcS (AreBI

S-
11l:1), lbo: fulllength ArcS 

proleitl "'aJ rapidly phosphorylated in tho: pn:s.:nco: of DTr, and 
i\! phosphol"ylatiou "1U inhibiled in thc J'f"CKno: of QJ (F13" 3), 
indkating mat ¡Jle O\'er-cxpressed prolcin in the mo:mbranc 
fracUons prescJ"\'CS its activity and regulation. Ho ..... c\'er, although 
thc nel-phosphorylalion killería of the An:B(.8(I\' mutam Wr:Il: 

similar to the one of Ihe wild I)'pe ArcS in the pl"!:SCIICC or D1T, 
the AreB1J1OV mutant ""lU significantl)· more resistant 10 QP­
dqx:ndcm inhibition tban tho: wild t)VC AreS prolcin (Fig. 3). 
11ll1.'i, in ~cmem ",ith lbe in DIoo resulu, (he L8QV subslitution 
renden tb.: pmltin paniaUy lnsensitr.1: 10 Ql On Iho: OIIII:r hand, 
no phosphorylaoon ..... ¡U obsc:J"\"Cd for tho: ArcBIJI7V mutant (F"tg. 3), 
indÍC3ting lbat Iho: L67V mutation rcnders ¡he prolein inactivo:. 

The ArcS Mutants Exhibit a Dominant Negat ive 
Phenotype 

Ikcausc: the abo\1: dcscribo:d in lite and in l.lbtI anaJ)"KS of Ihe 
kucille-:tipper ArcS mutan\! rcvea1ed titho:r a Kmkonstitutivo: 
ArrB kUlasc (L73V and L80V) or an inactivo: ArcS kinilSC (1.87V 
and L9-1V), "'e ask.ed ..... hether these: phenotypcs al1: domulam in a 
wild-t)'JlC stnin. '1'0 this end, tho: arrW strain ECI.5OO3 w.u 

+ DTT 
+ QO 

05 1 2 05 I 2 min 

ArcO ! 
ArcBLJO\ . 

_ArcBr~7\ ~ .. o.~ 1.0 1,$ 1.0 

limc(mlll) 

Figure 3 . EHect M DTT a nd ublqulnOl'le-o on the rate o, AK8 
net-phosphcKylatkJn, Membrane ~ (1 J.l9) containing hlgh 
amounts ot wild type Arc8'~7711 (drdes) 01 lhe mutal'lt Arce vilfianu 
(AfC8~ (squares) and ArcrfS'" (diamonds)) ~ Incubated al room 
tempetnure w!th 40 J.lM 1l'-12PIATP in the Jn:lence ot S mM DTT (open 
symbols) O< 2SO J.lM QO (dosed symboIs) in a 20 J.l1 rsction mllnufe. Al 
thl! indkated time inlefVals ~ S J.lt sampte was withdri.wn for SOS-PAGE 
ar.alysis. Left ¡»nel: autoradiograms ot thl! gels. Right panel: net 
increase ot Arcll-f' w!th Ijme, as quanlitaled with a I'tlosphorlmager. 
doi:l0.1371fJOUmal..ponel1038181.gOO3 
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transfonno:d .... ith thc mUlallt ArcB ~sing plasmids, and the 
expression ofthe l.4t(ryd>t'-Iac~ operon furion ..... as monitorcd.lllc 
tr.ulSfomla.t11S wo:re grown aerobkalJy [)f ana.:robically in buffo:red 
Luria-Henani broth (LB) 10 an 00600 of - 0.5, and their B­
galactosidasc: activilM:S "1:11: d.:lcmlined (Fig. olA). lt w:u found 
that tho: arelf '\rain caJ"l)'itlg titho:r Ihr L67Vor tht J..9.tV AreB 
mutan! exprcssing plasmids faUed 10 activat~ 9"1i4'-&!r.( cxprcssion 
unrler anaerobic conditions (Fig. ·IA). AbQ, upn:ssion of thr 
plasmid bonlC: Ll08V and the Lll SV :\rcB mutan ts in an arrK 
str.UIl resuhcd, rupectr."C:Iy, in a 2.2-fokl and a I.!Hold reduction 
or rydA'-1«.t expression und.:r anatrobW: conditions (Hg. olA), 

On Iho: olher hand, the substitution L73V and L80V thal 
exhihit a s.:mi-<ünstituti\1: An:B aClivit)', and also l!to: subiliturion 
Ll02V, which w;u uscd iI5 a colllrol, had no effC:C1 011 tllr (')'d.J'­
ku..(' o:xpression undcr the aho\~ mcntioned conditions (Fig. olA). It 
thll.'i apveaJ'$ Ihat the L to V lubstitutions that rcsuh to either Io"~r 
Ot no ArcS kinase acti ... i¡y, causc a dominanl rn::galr.~ phenOI)'pc. 

The Oominant Negative Phenotype of the leucine Zipper 
Mutants is Not Due to the Phosphatase Aet ivity of ArcB 

11le above l'esuJu led us 10 considcr lhe ponibilil)' lbal the 
inactr.1: ArcB variat'lS could be trapped in a kinax -/phospha­
tasc:~ stale, CQtJllterac!illg the kinasc: actMty of thc chromosomally 
rxprcDed wild t>1X An:B. To ICSI Ihis pouibilily, "1: g.:nerated 
ArcB-indepcndrnt AreA-P in~, and cxamined whetho:r Iho: AreB 
mut3nt ":lIi.~nts wcre abk to do::phOtiphol)'Jato: An:A-I' [18]. T o 
thi:! end, the ECL.'i004 slrain (&zn-B, g¡i..f'-&!r<:) harboring Ihe Iow 
c0l'Y numbcr pliI5J\1KB cxprasing either Ihe wild Iypc: ArcB or the 
\'ar10US AteB mutanls, \oVal gro....,1 acrobicaDy in dcfirn::d mini.m.al 
medium w pp1emO:llled .... ;th 20 mM pynml1O: as Ihe sole carbon 
and cnergy IoOUrce, 10 an 0D600 of - 0.5, and Ihe U-gabctosidase 
actr.il)' "'3.$ deto:rmined. Grov.1h on pyru ... ato: w;u chosen becausc 
it hllll I)C(:II !hown thal unckr this condition the itllraecDular 
cOllccntral ion ofaco:tyl-phosphatc is an orckr of magnitudo: higher 
than in cclls gro"'n aerobicaUy 011 glya:rol as Ihe sole. carbon and 
en.:rgy source (35], and becauli( in lbo: allllCllCt or their cogn.~t e 
xllsor lcinase, many rc5pOlISC n:gulalOO wKkrgo in viuo autoph05-
pho'1'lation at the c:xpense or acelyl-phosphate [36 39]. In 
agrccment wilh a prcvious repon [181, it .... -u found Ihal the 
ryd>t'-w..(' rcporter ..... as luitabl)' r:xpn:ssc::d in Ihe A.artB strain, 
indicating a dcrJCiency in ArcA-P dq>hosphol)'lating activil)', 
whereas rcpono:r r:xpression "'3.$ 6-foldIO\\-er in the llrain carr)'ing 
the ..... Ud t)'pe ArcS exprnsing plasmid (PMX732), indicalIDg 
spccifa.: ArcA-P dc:phosphol"}'lation by AreB undcr aerobio: growth 
COfldilions (Fig. 'lB). ~lorcO"Jt:r, it "'as round that Ihe L73V and 
L80V semi-con,tilUtr.~ AreS mutanu r:xhibito:d almost the ume 
b'Cl or rcponcr o:xprosiotl as lbe óortB smUn, indicating a 
complete Ioss of phosphat~ activity. On the olhcr hand, the 
U:l7Vand I..94V ArrB mutan\! resulted in apprtntimate1y I,+-rold 
kr,..·o:r reponer .:xprasion than the one obsc:T\'I!:d in the IJ.arrB 
lIIutalll str.un, and -ol.S-fold higher rcpono:r r:xprasion lban the 
..... ~d I)VC AreS, indicating nOl only loss of kinase acth,ity (Fig. 2) 
but also a 5C\'Cre ckfJCienC}' in their phospha¡:uc aClivit)· undcr 
aerobio: growth. 111us, the po5$iliility el all .'\I"{"S confomlation 
lrappcd in a lcinaso: -/phosphatast:' stale can be dillCan.kd. 
Instead, f()l"lJliltion or hetenxlimers be[\\·t.:n chromOSOJ\laity 
r:xpreSKd ",ild typc: AreS and plasmid bonlO: inactivo: ArcB 
proteins, «luid p~ido: a possible r:xplanation ror Iho: abovc l'CIIuh. 
F"mally, the Ll02V substitution resulto:d in l'eponcr exprcssion 
Ic\.'!!:b limilar tO Ihose: oflhe .... ild t)1X :\reS, wh.o:rea$ Ll08V aud 
LlI5V 1II111alÍom resuhcd 10 a rJight Iowt:r reponer r:xp!l:ssion 
than Iho: "ild t)'pc An:B, indicating thal these tWO Lltto:r mutan\! 
might have higho:r phosphatilSC activily than tho: "ild t)'Jl.: AreS. 
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fiGure 4. EH.a of nwut!orJ. In \he le!olClne dpper of Arcll on )ts phoSflNUM .ctMty .nd thelr domlnant phenotypel. Al Slraln 
KlSOO3 kvcB""', A~C)'dA'·/od)1 Qnylng Iow copy plasmlds wlth me (IIcB mutilll V.,ianu ..... 1S grown MI'Oblally (sdid t»r1¡ or 'nHfobblly (finPtY 
baR) 10 m~taJ growth phI~ (00_ - o.s~ ~ me B-GaIM;t~ KtiYity WH .5Sl)'ed ¡nd expreued In Millef unIts. The dall .re 
'_qs ffom Ihree IndependeM ~..-.eI me StMlÓltd ~tion, arf Indla\led.. 8 ) Effe<t of Ltu f~_ts on me ~ KtIvity 
al A!dI. Smin ECLSOO4, ~nslormed with Iow-<opy pIa$mIds tMl)'ing diffefflll a«B forms, ~s gtOwn ~ lO II'IioHJcporltntl¡! growth phise 
(00_ - 0.5), on mi~ rnedium with p)'flJIIlle es tole arbon SOU'ce. itnd ~osicÑ5e KtMty ..,.15 ~ .nd txpre5ed In Millft unl~ The 
dM.i are _~ Ilom lhrH I~ ~nts.nd the MM1d.Ird devIWons are indiated. 
doi:lo.1]71IjoumaI.pond)0381~ .gOO4 

Discussion 

Coik:d ooüs are commOIl IlruclUraI moIi&, ,,"ultinl (mm ¡he 
packing of (\0'0 10 fr.1: a-hclica, Qne .... nppcd around ¡he olhcr 
inlo a Jeft-handcd hclix, 10 form a JUptl'1Xlil (40). Each helix 
comi5c1 of multiplc copies of a hcplad-~pcaling uní, (denote<! 
alx'dd"g), conlaining a similaT conr'8\lralion of residuo [411. 
Coikd toiI motifi are oflen lOulI<I in 5C'nsor kinatn and in many 
CilIO they h.ve !xcn shown 10 play a s.ignilM;am role in dv: 
signilling mechanisnll. f-'or aample, Ihe IIAMP domain, whkh is 
pl'dClll in -31'1b of Ihe ilCTlSOr \r:ina.scs, is usually lacaled 
irnmedialdy after Ihe trarnmembr.tne rcgion and ¡, of main 
imponance for lignal Inln§lllill!ion (42]. Allolher oommon 
funClional coiled coi! mOIi[ in ICJlSOr IciniISCI is Ihc lignaIillg hcJix 
(S-hcJix~ which wa5 Sltggelted lo fnnetion as a ''';Ich lhal preven!J 
con.stituti\'e actfo.'alton of downMn:am signaling dom.ajns [-43). 

.~.: PLoS ONE I www.~g 

uucinc zippen collSlilule .a Subl)-PC: of coilcd coi! IU'lK1Ures, in 
... hicb !he .amino acid Itllcine ¡, ~iu.a_1I1 atlhe "el" pot.ilion uf 
lhe hcptad rqx:a! [24]- Al!bough Icocinc ~ippcrs h.a\'e becn hes! 
chanIClcrW:d in DNA binding prolcins, !bey abo cxi:tt in nliln)' 
other lignaling prou:iru (30 33]. Rccently,;1 "'11' reponed tha\11\( 
lroone zipper of the ceU-cyde: regWaloo Nc\r:2 kina.K is in¡por1alll 
for its dimeriwion aud acti ... ation [44]. 

11le faCl lhal Ihe regWalion of ArcS signaling illyoh'ell 

intemlolecular disulfdc-bonds fonnatton bcl\<o'CCn twO ArcS 
prolcins, suggeM! that the e\'Olulto.. of .uch • mechanum would 
requirc adapta!M>n oflhe prolcin 10 fUIlClion as a dimer 10 promOle 
Ihe proxirnity of Ihe lwo C)'5lcine res)ducs. 11. lui lable candid:lUe lo 
promote such • dirner-formatioll in Ihe linkcr region of ArcH 
appcars lo be Ihe Ieucine ~Wr. Accon.:lingly, SUbslilution 10 
\.uinc of aJ l)' of ¡he kucille rnidlla in d¡u coilcd coi! motif 
produa-d a mutanl phenof)-pc:_ lntercstingl)" lubstitution of Ibe: 
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flnf 11'10 leucine ~ues, L73 lmd 1..80, raulted in a semi­
conslitulM:: An;8 kin;m: wilh roncom;lalll 1055 of ils ArcA-P 
dcphosphorylalillg aaMI)'. llnu, the .... -eakness of Ihe hydropho­
bic hdix-helix inleracllon by Ihe L73V aod lBOV substitutions 
mayatrCCl the downstn:iUll confonnation in such a manncr thal ;1 
parlially Irnpi the proldn in the lcinue eonfonnation, which ilI 
n:minisccm 10 me efTecl of mUlating Ihe interaction region el Ihe 
E. roli chcmorecepton Tar and Tsr ["5]. On the otilcr band, 
a1tcralions of die second half of Ihe leucine zippcr, LB7 and ~, 
n:rulted in a.1l inatth'e AreS protdn, not onl)':u kitlll5(: bUI a1so:u 
a phosphatase. Ful3ll)', a Ihirtl phenoJypical group is fomlCd b)' 
Ll 08 and Ll15. While Ihe killase aeli ... ity of An:8 WlllI lotall)' and 
panially los1 by Ihe Ll08 and LI 15 suiHtilUtionll 10 wline, !he 
ph~hallW; a.:tivity of Ihese mUlanlS was not afTcaed. Even 
though il is difTtocuh 10 directly do::tennine Ihe effeco of a g¡ven 
"knob" truncarion on helix packing slability, ¡he Ihrec ditrerem 
phenOlypical efrects ~ dislribUled aIollg the coiled coil 5Hucture 
of AreB, from the 1CC0ud TM region 10 Ihe rcdox acri\'e C)'SteulC 
raiduC1 

NotewOM.h)', in a pre\'ious study, based Oll iR ~ and De Wm 
experiments, il was Suggefled lhal Ihe leucine zipper of AreB ¡, nol 
a fUrlC'lional mOlif. 'lñis rondusion .... ;u baM:d on Ihe fael Ihal the 
L94A $Ub5lilution W3lI wilhoUI efTeCI, a result confmned itl our 
Slud)' (dala 001 shown~ but O\~rIooking Ihe fact Ihal a 11:10.'\ 
$UbstilUlioll showed a semi-coll$lilUlivl: kinase acthity aod a L87A 
substitulion resulted in an llT(B nuU phcnOI)1lC [23). !\Itilough Ihe 
reil$OllS oflhe dilferenC'e betw~('n the I..94 V and UHA substilulion 
are nOl clear, Ih~ high~r C3pability of a.lanines in c:omparilOn 10 
vaJi~ 10 form an a-hea'C eould pn:Mdo: a suilaUle cxplanalioll 
[46]. Interestingly, Ihe L 10 V subslilUlions, resulting in null Or' 

Io ..... er ArcB 1cin3$l: acthilY, were: sho .... ,. lo ~llhibil a dominam 
pll<:uol)'pe ..... hen e.'Cpressed in an =H' Itrain. Sueh all elTect oould 
occur ir Ihe An:S mUlanlS "'~re: lrappcd iu a kinasc - / phospha. 
lase· eOllfomliuion, which appean 10 be Ihe caJC oftilc i\rc8LUJ!v 
and An;BLllW mutants, thercb)' counl~ra.cting the kin:uc aetivil)' 
of the chromosomal eocodcd ArcB protcin. On tite olll<:r hand, 
helerodimer fom13rion betv>-een tile (hromosomal cnoodcd ArcE 
protón and the inacth~ ArcS mríanls, (oold pro\idc a poasible 
expla.nalion for Ihe dominanl negalM:: ph~no[}'pe oftlte ArcSiJII7V 

and ArcBL'fi\' mUlanl$.. 
Taken 10000Iher, our experimenlal results clearly indiC'ale that 

Ihe slructuraJ inlegr1t), of nOI only Ihe \cocine 'ripper bUl al!o Ihe 
O\-eraJI coiled coil fold of AreB is essential for the COlTect 
oricnt:l\ion ofthe mOllomen .... ithill a dimer, alld Ihere:by n:quired 
for proper AreS Iplng. 

Material. and Methods 

Bacterial Strains, Plasmid s and Oligonud eotides 
E.J.-krichiD cM SlraÍllJ and pllUmids used Ul Ihis study are: liSled in 

Table l. Plasmid pMX712 .... ;u constructed by clooillg the &mHI· 
Hilld lll fl"dgnlenl fmm pla.vuKl plSW (34), which ca.rria 111<: rucE 
prOllloler, lhe =8 ribo501llC bulding Jile, an introduced Niki sile 
lhal incJudcs the initiatioll codon or =B, and the areB ORF and 
stop codon, UIIO pBlueSt:ripl 11 KS·. I'wmids pMX73+-737 and 
p~LX528-530 wen: eonstructed by site-dirccted mlltagcnais of 
plasmid pMX712, substiluting cilher of ¡eucine 73, 80, 87, 9-1, 
102, 108 or I 15 10 vaJine and subscquem eloning of Ihe rnulting 
modified areB gene UIIO plasmid pE:>..'T22. For example, 10 
construcl Ihe plas.mid exprnsing AreBuw, primen 5'­
CCCCGATCCCATATGAAG· 
CAM'ITCCTCTGCTGGCGC-3' and 5'·GACGACCACC­
GACACAAAGTAGACCGC-3' wen: uscd in PCR .... itil pla.smid 
pf..1X712 as lemplale. 'n le product of this reaction W3lI purifx:d 
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and u!lCd as a mcgaprimer m a PCR logtther w¡th primer 5'­
CTCAGACCGACGATACCCIT·3' and p",1X712 as lemplare. 
The produCI of this IiCCOnd PCR .... -as digaled with NikI and N",I, 
and uscd 10 substitule the NikI - fovl .... i1d-I)-pe fragm~nl of 
pMX712. finally, Ihe &mHJ - HilrdJlJ frngmenl ofthe resultanl 
plasmid .... '3S u15ened illlo tile 8amH1 and Hilldlll sites ofthe one­
eop)' numllCr plasmid pEXT22 (47) 10 gener.i.le plasmid 
pf.1X734. A similar srraltgy was employed 10 gener,lIe the OIher 
SUIgIe mutanl$ bUI .... ilh Ihe rom:sponding IlIlltagcnic primer (Leu 
8O:5'-CGTGACTCCTCCACTTGCTCGAGC·3·, teu 87:5'-
CACCCCTGACACACCTI'GTCC-3', L.eu 9-1:5'-
GCCCATCTCCTCCACTrrn'GCACCAGCCC-3', Leu 
102:5'-CTGAACGITGACCCTCACATCGCGCTCGCGC-
3', Leu 108:5'·GCTGGCCAATA'n 'ATCTI"lTACCT­
GAACG1"CAGGCTC·3·, Leu 11:':5',CGAACCG­
CAATIT CCTGATITACCTCCCCAATAITATC-3'). To 
(OIIStruct p1asmids wilh doohle, triple or quadruple mUlalÍüns in 
Ihe lc:ueÍlle zippcr we employed Ihe same strategy but .... ith single, 
doublc or triple mUlanl plasmids as Ihe lemplale. AU plaslllids 
were \-erir>ed by DNA sequcncing. Plasmm pMX517, pMX:'20 
and pM.'X321 were eonstructcd by SUbslituling tile NdI:I-flHodIll 
fra.gmem of pf..IX020 [18] witil Ihe NdI:I-lftndIII f~elll of 
plasmids pMX712 (",i1d [}-pe i\rc:Bl, pf.1X715 (AreS "'), and 
pMX716 (An'8L87V

). 

Growth Conditions 
&/uridria CIIIi uralm were routinely grown in Luria.-Bcnalli (LB) 

mcditlnl al 37cC. When necessary, ampicillin, kanam)'dn, 
lelT3c)'cJine or chlorampheniocol \<o'3S used at final concemrations 
of 100, 50,12.5 or 34 ~g mrl, rcspccli\'~Iy. '1'0 induce c.'Preuion 
of tite ara promoler conlroUcd genes. arabulO$C W3lI addcd 10 a 
final conceTltralion of 0.13 mM. '1'0 estimate in viw phoephalase 
acrivity of the Are8 varíanl!, !\rc.B-irw:Iepcndo::nl ArcA-P ",-as 
genernted by gtU\<>-i.ng celb in a do::fincd mininl3l medium [1 mM 
KII~PO .. , 40 mM KC1, 34 mM NaCI, 20 mM (NH,l2SO., 1 ~M 
FeSO., 0.3 mM ~1gSO ... 1 ~t ZnCI2, 10 ~M eao7, and 0.1 M 
MOI"S, al a 6nal pl-I oDA) 3IIpplemented wilh 20 mM pyruvate 
as dcscribed prc:viowly [9]. 

ArcB-enriched Inverted Vesicles Preparation and 
Phosphorylation Assays 

Strain ECI.5012 carryingpMX517, pMX520 or pMX521, W'..u 
grown in 250 mi of ampicillu. containing LB medium at 37cC 
until an O D;;oo ofO.5. Then, exprtWon of ArcE was ulduccd by 
addition of L-arnbitlOSC 10 a final concenlnltion orO.13 mM. Celb 
..... ere haT\'CSfed 4 hoUT!l after utdoclion, resuspended in 6 mi ofice­
cold MOPS buffer (50 nl~ 1 K-MOPS, p H 7.0, 5 mM MgSO .. , 
a.lld lOO mM KC1), and broket. b)' passing Ihrough a French Preu. 
1ne een Iysale was clea.red by cemrifugation al 10,000 g rOl' 
15 mUI, and !he ArcB emlx:dded mIO inller membra.nes WlU 

(emrifuged al 32,500 gfor 40 min al 4"C. F'tnall)', Ihe membrana 
"'-ere solubiLizcd UI 500 111 of MOPS buffer conmining 30.,. 
gly«rol, ",nd $Iored at -20 cc. PlU)$phorylalion ana)'! werc 
carricd 01.11 al room Icmpcr,uure: in Ihe pre:!lCoce of 40 mM 
[y.'2p]ATP (specifte activit)', 2 Ci mmol- t; Ncw England 
Nuckar), 33 mM HE1' ES (PH 7.5), 50 mM KCI, 5 mM MgCI~, 

0.1 mM EDTA, and 10% gIyc~rol I jlg of tile lotal protein 
(menmranc vesicJa), earrying either Ihe wikl l)'pe or me mUlalll 
AreB proldru, was used in phosphorylalion asSll}'S in Ihe pTC$CIlCC 
of 5 mM dithiothreitol (DTl) or 250 mM Q9, as d~bed 
prcviousl), [48]. 
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T.bl. l . Escheric.hia colí strains and plasmids used in this 
stody are listed. 

..... JleMv..,t cn.ranllriltka ....~ 

"""" 6ardt:Ta' ).CI(C)'dA'.b:Z) Alir.:Tn!llCm') "" 
""''' ~Ta'i.4I(I/cf'-IcIcZ) 'M' 
''''''" atd'" iCl(C)'dA'-IcIcZ) Alir.:Tn!llCm') "" .......... 
~ 51( I CJorq _ lor.lvrrp' ,~ ...... ., 
"""', low C<>PJ n...,,~ weaot". Kit!' ,.n 
pMXl12 rxcr In p8IuHoipt KS' (+-I Thi. uudy 

pMX7H ~;"pBI~KS.( .. ) This itudy 

pMX7'6 ~1n~KSII+) Thi,ltudy 

pM.X712 lPdJ' in p[XT22 Thi. study 

"""" orcr- In p[XT22 This Itudy 

pMXnS tJt<ffMN in p[XT22 This uudy 

,.."'" ""r- in pfXl22 --pMX7l7 ~inpEXm 1"h<Iuudy 

pMXS28 tJ«Jf'-1n p(XT22 ""-",,"N orcr'- In p(XT22 Thi. uudy ..... " tueI-"""1n pEXTll lhiJlludy 

pMX738 0tCIP- in plXT22 This uudy 

"""" orcr'- .... pEXT22 Thb uudy 

pMX741 ~~Inp{m2 This uudy 

... "~ ~---In p(XT22 lhisuudy 

"""'" atrB'l'-71O unde" control of (J(" prornole<. P. 
,,",' 

..... " ordf'" ....... control al _ promoIe<. Amp' lhituudy 

... "'m orrJ- .....;., control 01_ prornoiIf!r. Arrt,i This ..:udy 

"",m ~ urdir contJOI al .... poo;motfll", MV ""'."'" 
doi:1Ql171/joumi1.p0ne..00J8187.tOOl 

B-Galactosidase Activity Assay 
lbe A.4l(ryd-t '.h"..() bearing S1MS "''Cn: gro"'Tl in Luna-Sertani 

broth conlaining 0.1 M MOPS (morpholinq>ropanoulfonic add; 
pH 7.4) and 20 mM D·X}iose. The "-(fJ(IMP'- /ac..()-bearing Jlraill5 
... 'Cn: grown in the aOOv.:: mediwll supplemc:med "ilh 20 mM L· 
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lactate as an induttl". For acrobic gtm'o1h, cc:lls wcn: cul1un:d in 
10 mi of medium in 250-ml bafficd fIasks al 37°C .... -nh Ihalcing 
(300 rpm), For anaerobic gro ... ,h, cc!!s werc culrun:d in a screw' 
capped lulJe fdlcd "ith medium up 10 Ihe rim al 37~C and stirn:d 
by a magno:L ~.CaL'lCIO!lid3.!C activil)' "'lIS lUSlIycd Wilh exponen· 
lially gro..-ing cuJlUrn aud ocpressed in 1.IiUer units as described 
prt:riously [49]. 

Westem Slot Ana lysis 
.vrobicaU)' grown cultures wen: han'CSled b)' cenlrifugalion 

during mid-uponC:nlial gro"'1h. lbe ceU pellC:l "'"aS n:suspended in 
5X· SOS sampk buffer and separ.tled by SOS·PACE (JO"b 
poIyacrylamidc gel), alld Ihe prolc:i1lS wen: lran$l'elTed 10 a 
Hybond·ECL filler (Amc:rsham Hioscic:nco), lbe fihc:r was 
equilibrnled in TrBS buffer (25 mM Tm, ISO mM NaCl, and 
0.05'" Twc:.::n 20) for 10 min and incubaled in b1ocki.ng buffer 
(/ ~ milk in 1TBS) for 1 h al room fc:n~nuure. ArcH pol)'donal 
amibc:xlia, raisc:d againsl His..-Arc.BIII-~lO [17), .... ~n: addcd al a 
dilution of 1:1O,lXXIlo Ihe fillcr and incuhal~d rOl' 1 h al room 
lemperalUr<:. Thc: bound amibody .... as dele<:led b)' usillg allti· 
rnbbil IgC amibody cot~ugaled lo horstr.¡dish JXroxidasc and lhe 
OCL <klet"lion 5)"lem (Amcnh.~m Hioscic:oces). 

Structural Model of the AreS Coiled Coil linker Region 
lbe SlrucluraJ moclel "'-as inferrl::d llsillg tite resUhll, ... ~,h lhe 

high~1I nonnali<:ed Z-!iCon:, provided by tite I·TASSER server 
(hnp:/hhanglab.ccmb.med.urnich.edulJ·TASSERf) lSO). The 
pn:dicled modcl is b.15ed 011 me monomeric hclix (covering amino 
acid n:siduo:s 70 89) deriv'!:d from lhe solution structun: of Ihe 
ArcH transmembr.lnc: domaD' (l'DB cocle 2 beI), and U!itJg Ihe 
original coordinales of Ihe dimc:ric coiled coil molif &om POIl 
cooe 311c:5 as a lC"mplale. 
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